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A RESUMO

CANDIDO, V. B. Efeitos da hipertensdo e do treinamento aerdbio sobre a
funcionalidade da barreira hematoencefalica em nucleos de controle autondmico:
Mecanismos envolvidos no transporte paracelular e transcelular. 2021. 85 paginas. Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana) Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Séo Paulo, 2021.

Sabe-se que a hipertensdo arterial cursa com disfuncdo autondmica, hipertonia
simpética e importante hiperatividade do sistema renina angiotensina plasmético e
tecidual, e que esses déficits podem ser corrigidos/reduzidos pelo treinamento fisico.
Trabalhos recentes demonstraram haver em hipertensos cronicos lesdo da barreira
hematoencefalica (BHE) em areas de controle autonémico, com acesso da angiotensina
Il plasmatica ao parénquima cerebral, o que comprometia ainda mais a disfuncéo
autondmica, e que o treinamento fisico também melhorava a funcionalidade da BHE.
Os mecanismos pelos quais a hipertenséo prejudica o funcionamento da BHE, ainda ndo
estdo totalmente esclarecidos e praticamente nada se sabe sobre os mecanismos que
corrigem a fungdo de barreira em hipertensos treinados. No presente trabalho
objetivamos avaliar em SHR e seus controles normotensos os efeitos da hipertenséo e
do treinamento aerobio sobre a funcionalidade da BHE, analisando a ultraestrutura de
capilares encefalicos dos nucleos paraventricular do hipotalamo (PVN), trato solitario
(NTS) e regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM), com especial &énfase nas vias de
transporte transcelular e paracelular através do endotélio vascular. Ratos SHR e Wistar
foram submetidos ao protocolo de treinamento aerobio (T=50-60% da capacidade
méaxima, 1 hora/dia, 5 dias/semana) ou mantidos sedentarios (S) por 4 semanas e
cronicamente canulados para a avaliacdo de parametros hemodindmicos/autondémicos. A
permeabilidade da BHE foi avaliada pela microscopia de fluorescéncia apds a
administracdo intra-arterial de corantes fluorescentes de alto e baixo peso molecular e
sua integridade/lesdo pela microscopia eletrénica de transmissdo em cortes transversais
ultrafinos dos capilares encefalicos. SHR-S vs Wistar-S apresentavam elevada PA
média e FC basais, aumento da variabilidade da PA sistélica, reduzida variabilidade da
FC e do barorreflexo espontaneo, elevado extravasamento do corante de baixo peso
molecular, indicativo do aumento da permeabilidade da BHE, acompanhadas nas 3
areas autonémicas por aumento significativo do namero de vesiculas transcitoticas, mas
sem alterac@o da expresséo das juncdes oclusivas que limitam o transporte paracelular.
Por sua vez o treinamento determinou nos SHR-T bradicardia de repouso, queda parcial

da PA média, reducdo da variabilidade da PAS e aumento da variabilidade da FC com



melhora substancial no controle autonémico da circulacdo, acompanhados nas 3 areas
autondmicas de normalizagdo da permeabilidade da BHE e reducdo significativa do
ndmero de vesiculas transcitoticas nos capilares encefélicos, cujos valores foram
similares aos apresentados pelos grupos normotensos. Ambos 0s grupos treinados
apresentaram aumentos significativos na extensdo das juncdes oclusivas que passaram a
ocupar uma porcentagem maior da borda de contato entre 2 células endoteliais.
AlteracGes na transcitose induzidas pela hipertensdo e treinamento aerdbio foram
confirmadas por alteracGes similares na expressao de caveolina-1, um dos principais
constituintes das vesiculas transcelulares. Observou-se no PVN, NTS e RVLM forte
correlagdo positiva entre 0 nimero de vesiculas transcitéticas e a permeabilidade da
BHE. Adicionalmente, a permeabilidade da BHE correlacionava-se positivamente com
a variabilidade da PA sistdlica e negativamente com a variabilidade da FC. Nossos
dados indicam que a perda da funcionalidade da BHE na hipertensdo é devida ao
aumento da transcitose vesicular, sem alteracdo do transporte paracelular. Indicam
também que o treinamento melhora o controle autonémico da circulacdo de hipertensos

por normalizar a transcitose, com ganho adicional na resisténcia das juncées oclusivas.

Palavras-chave: Hipertensdo. Treinamento aerébio. Barreira hematoencefalica.

Transcitose. Transporte Paracelular.



ABSTRACT

CANDIDO, V. Effects of hypertension and aerobic training on blood-brain barrier
functionality in nuclei of autonomic control: Mechanisms involved in paracellular
and transcellular transport. 2021. 85 p. Thesis (Ph. D thesis in Human Physiology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

It is well known that arterial hypertension courses with autonomic dysfunction,
sympathetic hypertonia, plasma and tissue hyperactivity of the renin angiotensin
system. It is also known that exercise training was able to correct/reduce these
abnormalities. Recent studies demonstrated the presence of blood-brain barrier (BBB)
lesion within autonomic nuclei with access of plasma angiotensin Il into brain
parenchyma, which augments autonomic impairment and that exercise training is able to
improve BBB functionality. The mechanisms conditioning hypertension-induced BBB
lesion are still controversial and nothing is know concerning the mechanisms
determining training-induced restoration of BBB function. In the present study we
aimed to evaluate in SHR and normotensive controls the effects of hypertension and
exercise training on BBB function within capillaries of the paraventricular nucleus of
hypothalamus (PVN), nucleus of the solitary tract (NTS) and rostroventrolateral
medulla (RVLM), with focus on the transcellular and paracellular transports across the
endothelium. SHR and Wistar rats were submitted to aerobic training (T=50-60% of
maximal aerobic capacity, lhour/day, 5 days/week) or kept sedentary (S) for 4 weeks.
At the end of protocols rats were cannulated for hemodynamic/autonomic evaluation.
BBB permeability was analyzed by fluorescence microscopy after intra-arterial
administration of 2 fluorescent dyes of high and low molecular weight; the BBB
lesion/integrity was evaluated by transmission electron microscopy in transverse
ultrathin slices of brain capillaries. SHR-S vs Wistar-S exhibited high mean AP and HR,
increased systolic AP variability, reduced HR variability and spontaneous baroreflex
sensitivity and increased BBB leakage of the low molecular weight dye. These
responses were accompanied by a significant increase of transcytotic vesicles number
without changes in the expression of tight junctions that limited the transcellular
transport. On the other hand, aerobic training caused in SHR-T resting bradycardia,
partial mean AP fall, reduction of systolic AP variability, and increase in HR variability,
with great improvement of autonomic control of the circulation that were accompanied

by normalization of BBB permeability and significant reduction of transcytotic vesicles



number in the 3 autonomic areas. Both trained groups exhibited marked increase in tight
junctions’ extension, which occupied a larger percentage of capillary border within 2
endothelial cells. Hypertension- and training-induced transcytosis were confirmed by
similar changes in caveolin-1 expression, the main constituent of transcellular vesicles.
There were strong positive correlations between the number of transcytotic vesicles and
the BBB permeability within the PVN, NTS and RVLM. In addition, the BBB
permeability was positively correlated with Systolic AP and negatively correlated with
HR variability. Our data indicated that BBB dysfunction in hypertension is due to an
increased transcytosis without changes in the paracellular pathway. Exercise training
ameliorates SHR’s autonomic control by normalizing transcytosis, with an additional
improvement on tight junctions’ tightness.

Keywords: Hypertension. Aerobic Training. Blood-brain barrier. Transcytosis.
Paracellular transport.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Hipertensao arterial

A pressao arterial (PA), definida como a forca exercida pelo sangue sobre as paredes
arteriais, ¢ condicionada por alteragdes da capacitancia e retorno venoso, do débito cardiaco e
da resisténcia periférica os quais movimentam o sangue através do sistema cardiovascular
determinando momento a momento o conteido de sangue presente em cada segmento
vascular (CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; MICHELINI, 2012; IRIGOYEN). E
de fundamental importancia para a perfusdo adequada de todos os tecidos corporais que a PA
seja mantida em niveis relativamente constantes ao longo da vida do individuo.

A hipertensdo arterial ¢ uma condigdo clinica multifatorial caracterizada pela
manutengdo de niveis pressoricos elevados da PA (>140/90 mmHg para a PA
sistolica/diastolica, BARROSO et al., 2020). Constitui-se em um dos mais frequentes
problemas de saude publica, sendo o principal fator de risco para as doengas cardiovasculares
e a elevada mortalidade em todo mundo, uma vez que a hipertensdo cronica se encontra
intimamente relacionada a eventos como morte subita, acidente vascular encefalico, infarto
agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial periférica, doenca renal cronica
entre outros (ARQUIVO BRASILEIRO DE CARDIOLOGIA, 2016; BASU; MILLETT,
2013; JIA et al., 2014). Varias sdo as etiologias da hipertensdo arterial, usualmente
classificadas em hipertensdo primaria (de causa nao identificada e de maior incidéncia,
englobando cerca de 90-95% dos hipertensos) e hipertensdo secundaria (cujas causas sdo
conhecidas, mas de incidéncia bastante reduzida). Evidéncias experimentais t€ém indicado que
a hipertensdo primaria cursa com um importante componente neuro-hormonal, apresentando
hiperatividade do sistema renina-angiotensina (SRA) e desequilibrio no controle autonémico
da circulacdo, com predominéncia do tonus simpatico ao coragdo e vasos em detrimento da
atividade parassimpatica ao coracdo (CAMPOS et al., 2001; CHAAR et al., 2015; CERONI et
al., 2009; FARACO; IADECOLA, 2013; FERRARIO, 1990; MASSON et al., 2014, 2015;
OSBORN; ENGLAND, 1990).

1.2 Controle neural da circulacio

Viarias s3o as arcas encefalicas envolvidas com o controle autondmico da circulagao.
A geracdo do tonus simpatico e parassimpatico envolve a atividade coordenada entre vias
aferentes que carreiam informacgdes de receptores periféricos ao nucleo do trato solitario

(NTS) e deste ao nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e vias eferentes que se
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projetam do hipotadlamo a varias areas do tronco cerebral, incluindo entre elas o proprio NTS,
a regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM), onde se localizam os corpos celulares dos
neurdnios pré-motores simpaticos € os nucleos ambiguo e dorsal motor do vago, onde estao
localizados o0s corpos celulares dos neurénios pré-ganglionares parassimpaticos
(MICHELINI; MORRIS, 1999; MICHELINI; STERN, 2009; MICHELINI, 2012;
IRIGOYEN et al., 2001).

Diferentes fatores podem condicionar a hipertonia simpatica na hipertensao. Entre eles
o ‘upregulation’ do eixo Ang II-ECA-Receptor AT: do SRA cerebral com aumento da
disponibilidade da angiotensina II (Ang II) e concomitante ativacdo do estresse oxidativo, das
citocinas pro-inflamatorias os quais direta ou indiretamente aumentam a atividade de
neurdnios pré-motores simpaticos e consequentemente o tonus simpatico a periferia (CHAAR
et al., 2015; DiBONA, 2004; MASSON et al., 2014, 2015; PATON et al., 2007; SHI et al.,
2010; ZUBCEVIC et al., 2011). Também a Ang II circulante, agindo em regides desprovidas
da BHE (6rgdos circunventriculares), pode contribuir para o aumento da atividade simpatica
periférica. Além destes efeitos do SRA plasmatico e tecidual, o grupo de Stern e cols
(BIANCARDI et al., 2014) identificou em ratos hipertensos cronicos uma outra via pela qual
a Ang II plasmatica poderia potencializar a hipertonia simpdtica: utilizando-se de corantes
fluorescentes de alto e baixo peso molecular e de Ang II marcada injetados endovenosamente,
verificaram haver lesdo da barreira hematoencefalica (BHE) no PVN, NTS e RVLM,
importantes areas encefalicas de controle autonémico da circulacio. Demonstraram haver
extravasamento do corante de baixo peso molecular e acesso de Ang II marcada ao
parénquima cerebral, com prejuizo da perfusdo cerebral, o que intensificava ainda mais a
ativacdo neuronal. Realmente, a ma perfusao ou a hipoperfusdo cerebral tem sido apontadas
por Paton et cols como uma das possiveis causas da elevada excitabilidade neuronal e

hipertonia simpética na hipertensao neurogénica (PATON et al., 2008; WAKI et al., 2011).

1.3 Barreira hematoencefalica na hipertensao arterial

Uma vez instalada a hipertensdo arterial promove, paralelemente a hipertonia
simpatica, a ativacdo a nivel plasmatico e tecidual do eixo vasoconstritor, tréfico, pro-
oxidativo e pro-inflamatorio do SRA os quais levam a hipertrofia cardiaca e ao
remodelamento vascular com aumento da razdo parede/luz em artérias e arteriolas periféricas
e cerebrais, resultando em aumento mantido da resisténcia vascular e importante prejuizo da

perfusdo tecidual. Os trabalhos do grupo de Stern e cols (BIANCARDI et al., 2014;
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BIANCARDI; STERN, 2016) foram importantes em demonstrar que além das vias cléssicas
de ativacdo do SRA, a hipertensdo cronica comprometia a seletividade da BHE em areas de
controle autondmico, ¢ que o acesso de Ang II plasmatica a estas areas aumentava sua
disponibilidade local potencializando suas a¢des deletérias. Sabe-se que a Ang II ativa vias
intracelulares que aumentam o estresse oxidativo e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias,
e, consequentemente a excitabilidade neuronal e a atividade simpatica (CAPONE et al., 2011;
SHI et al., 2010; ZUBCEVIC et al., 2011). A maior disponibilidade de Ang Il no PVN, NTS e
RVLM subsequente a lesdo da BHE (BIANCARDI et al., 2014) ¢, portanto, bastante lesiva ao
controle cardiovascular por determinar marcante aumento da hipertonia simpatica.

Em outras areas cerebrais como o cortex, hipocampo e striatum os efeitos deletérios da
permeabilidade da BHE determinando déficits cognitivos € motores ja eram conhecidos de
longa data (MUELLER; HEISTAD, 1980; TAMAKI et al., 1984). Apenas a partir dos
trabalhos do grupo de Stern e cols ¢ que se confirmou a possibilidade de a hipertensao arterial
cronica comprometer também a seletividade da BHE no PVN, NTS e RVLM e prejudicar o
controle autondmico da circulagdo, o que abriu uma nova linha de pesquisa destinada a
investigacdo dos mecanismos passiveis de afetar o funcionamento da BHE na hipertensao.

Sabe-se que a BHE (Figura 1), uma interface regulatoria que separa a circulagio
periférica do sistema nervoso central (SNC), ¢ formada por um sistema celular complexo
composto por cé¢lulas endoteliais que se apoiam na membrana basal continua, os pericitos que
se encontram embebidos na membrana basal e recobrem aproximadamente 30% da
circunferéncia capilar e os poddcitos dos astrdcitos que envolvem e revestem externamente os
capilares (ABBOTT et al., 2006; KEANEY; CAMPBELL, 2015). O endotélio dos capilares
encefalicos formam, devido a presenca de jungdes oclusivas entre as células endoteliais

(Figura 1), uma barreira paracelular fisica bloqueando o transporte paracelular de

substancias hidrossoluveis (o que ocorre livremente na maioria dos demais endotélios),
permitindo apenas o transporte transcelular entre o capilar e o intersticio (ABBOTT et al.,
2006; KEANEY; CAMPBELL, 2015). Funcionalmente ha também uma “barreira
transcelular” uma vez que o transporte de macromoléculas através do citoplasma celular ¢
bastante reduzido nos capilares encefalicos quando comparado ao observado em capilares

periféricos, e, uma “barreira enzimdtica” representada por um complexo conjunto de enzimas

(acetilcolinesterase, fosfatase alcalina, monoamina oxidase, gama-glutamiltranspeptidase,
entre outras) que degradam diferentes compostos quimicos (ANDREONE et al., 2017).

Embora a microglia ndo faga parte da estrutura fisica da BHE, ela participa de sua
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funcionalidade através da liberacdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias (Figura 1,

KEANEY; CAMPBELL, 2015).
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Quadro 1- Modelo representativo das componentes da a barreira hematoencefalica (célula
endotelial, membrana basal, pericitos e poddcitos dos astrocitos) e, em maior aumento, o contato entre
2 células endoteliais indicando as proteinas que constituem as jungdes oclusivas. Reproduzido de
Keaney & Campbell, 2015.

Estes constituintes e os neurdnios adjacentes formam a chamada wunidade
neurovascular cuja fung¢do primordial ¢ regular precisamente a transferéncia de ions,
moléculas e células entre o sangue e o tecido neural, mantendo a constancia do ambiente
extracelular do parénquima cerebral, além de proteger o SNC de agentes patogénicos. Sabe-se
que a BHE esta completamente formada ao nascer, mantendo sua funcionalidade durante toda
vida nos individuos higidos (HAGAN; BEN-ZVI, 2015). Por outro lado, a disfungdo da BHE
pode levar a desregulacdo ionica e hormonal, a alteragdo da sinalizagdo neuronal, assim como
a entrada de células e moléculas imunes no SNC, processos estes que levam a
hiperexcitabilidade neuronal, podendo inclusive em situagdes mais graves evoluir para
degeneracao neuronal (BLANCHETTE; DANEMAN, 2015; DANEMAN; PRAT, 2015).

Como trabalhos anteriores de nosso laboratorio ja haviam demonstrado em ratos
hipertensos espontaneos (SHR) que a hipertensdo arterial desencadeava importante ativacao
do SRA cerebral no PVN, NTS ¢ RVLM e disfungdo autonomica (FELIX; MICHELINI,
2007; CHAAR et al., 2015; SANGALETI et al., 2004), buscamos identificar nesta preparagao
a possivel participacdo da BHE. Ao analisarmos o estado funcional da BHE durante a
instalacdo da hipertensdo, observamos que ela se encontrava integra na fase pré-hipertensiva,
mas disfuncional ap6s a instalacdo da hipertensdo (BUTTLER et al., 2017). Observamos
ainda que o aumento da permeabilidade da BHE na fase cronica da hipertensao era

acompanhada de aumento da disponibilidade local de Ang II e -correlacionava-se
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positivamente com o aumento da atividade simpdatica vasomotora e cardiaca e importante
disfungdo autonomica (BUTTLER et al., 2017). Neste trabalho pudemos ainda demonstrar
pela primeira vez na literatura que tanto o aumento da permeabilidade da BHE quanto a
disponibilidade de Ang II e a disfuncdo autondmica eram prontamente corrigidos pelo

treinamento aerobio de moderada intensidade (BUTTLER et al., 2017).

1.4 Treinamento aerobio, hipertensao arterial e BHE

Trabalhos de nosso e outros laboratdrios t€ém demonstrado a eficicia do treinamento
aerobio de baixa a moderada intensidade em determinar em ratos hipertensos cronicos
reducdo acentuada da atividade do SRA encefalico, em diminuir a sinalizagdo celular
desencadeada pela Ang II, reduzindo marcadamente a producdo de espécies reativas de
oxigénio, a ativacao da microglia e a sintese de citocinas pro-inflamatorias (AGARWAL et
al.,2011; CHAAR et al., 2015; MASSON et al., 2014, 2015; PELLEGRIN et al., 2015;
SILVA et al., 2017). Importante ressaltar que as adaptagdes benéficas ao treinamento nos
SHR correlacionavam-se com aumento da sensibilidade do reflexo barorreceptor, aumento da
variabilidade da frequéncia cardiaca, redugdo da variabilidade da pressao arterial e sensivel
melhora do controle autonémico da circulagdo os quais eram acompanhados da instalacdo da
bradicardia de repouso e queda parcial da pressao arterial (CHAAR et al., 2015; MASSON et
al., 2014, 2015).

Estudos anteriores em animais submetidos a isquemia cerebral e outras doencgas
cerebrovasculares ja haviam demonstrado os efeitos protetores do treinamento a integridade
da BHE em outras areas cerebrais (ndo diretamente ligadas ao controle neural da circulagio),
diminuindo sua permeabilidade e melhorando a locomogao, a memoria e a cogni¢do (DAVIS
et al., 2007; DE SENNA et al., 2015; BERTRAN et al., 2016; GUO et al., 2008). Em nosso
trabalho pioneiro relativo aos efeitos do treinamento aerdbio sobre a permeabilidade da BHE
em SHR, haviamos observado que apenas 2 semanas de exercicio repetitivo eram eficazes em
reverter e normalizar o elevado extravasamento da barreira no PVN, NTS e RVLM e corrigir
a disfungdo autondmica, valores esses que eram mantidos em niveis de normalidade até o
final das 8 semanas experimentais (Buttler et al., 2017). Mais recentemente quantificando a
funcionalidade da BHE e a expressdo de caveolina-1 no PVN de ratos hipertensos e
normotensos submetidos ao treinamento e sedentarismo pudemos observar uma correlagdo
positiva entre a expressao de caveolina-1 e a atividade simpatica periférica, sugerindo uma

possivel participagdo da caveolina-1 na disfungdo da BHE (FRAGAS et al, 2021). Em
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conjunto todos esses trabalhos indicam que o treinamento aerdbio ¢ eficaz em corrigir a
elevada permeabilidade da BHE ndo s6 no cortex, hipocampo e striatum, mas também em
areas neurais de controle cardiovascular. Sabemos que a passagem de substancias através da
BHE pode ser determinada pelo transporte transcelular (a chamada transcitose) e/ou pelo
transporte paracelular, mas desconhecemos o(s) mecanismo(s) que condicionam a elevada
permeabilidade da BHE na hipertensdo assim como aquele(s) que condicionam a corre¢do da
funcionalidade da BHE induzida pelo treinamento.

Dados conflitantes tém sido relatados: ha evidéncias de que a 'lesdo’ da BHE seja
devida a quebra/perda de proteinas constituintes das jungdes oclusivas no cortex e hipocampo
de hipertensos (MOHAMMADI; DEHGHANI, 2014; PELISCH et al., 2011), assim como
preservacdo das mesmas, indicando via paracelular intacta (UENO et al.,, 2004).
Comprometimento do transporte transendotelial e auséncia de alteragdes nas juncdes
oclusivas foram observados em ratos submetidos a isquemia cerebral subsequente ao acidente
vascular cerebral (KRUEGER et al., 2013). Kukuc et al., (2002) sugeriram que fatores
hemodinamicos poderiam estar relacionados com a génese da lesao da BHE e a disfun¢ao
endotelial. Por outro lado, tratando ratos hipertensos espontdneos e renais cronicos com
losartan, Biancardi e cols (2014) reportaram redug¢ao significativa do extravasamento da BHE
apods bloqueio dos receptores ATi, mas manutencao da lesdo da BHE nos ratos tratados com
hidralazina, sugerindo o envolvimento da Ang II na indugdo de déficits da BHE. De fato,
trabalhos experimentais tém demonstrado que aumento na disponibilidade de Ang II, via
receptores AT1, modula a funcdo das células endoteliais, aumenta a permeabilidade da BHE e
causa edema cerebral, efeitos esses parcialmente revertidos pelo bloqueio farmacologico do
SRA (BIANCARDI et al.,, 2014; BIANCARDI et al., 2015; CAPONE et al., 2011;
FLEEGAL-DE-MOTTA et al., 2009; PELISCH et al., 2011).

Frente a nossa observagdo anterior de que o elevado extravasamento do corante de
baixo peso molecular indicativo do aumento da permeabilidade da BHE no PVN dos SHR
sedentarios era acompanhado de aumento da expressao génica e proteica de caveolina-1, que
a reducdo do extravasamento nos SHR treinados ocorria simultaneamente a redugdo
significativa da expressdo da caveolina-1 (FRAGAS et al., 2021), e, sabendo-se que a
caveolina-1 € um dos principais constituintes das vesiculas transcitoticas, € nossa hipotese de
trabalho que tanto o aumento da permeabilidade da BHE na hipertensao cronica quanto sua
normalizacdo apoOs o treinamento aerdbio sejam devidos a alteracdes para mais e para menos

(respectivamente) da transcitose. Ainda a observagdo de que a hipertensdo ndo alterava



27

expressdo génica de claudina-5 (um constituinte das jungdes oclusivas) (FRAGAS et al.,
2021) sugeria a inalteracdo do transporte paracelular pela hipertensdo, o que devera ser

confirmado experimentalmente.
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2 OBJETIVOS

Com o objetivo de se avaliar os efeitos da hipertensdo e do treinamento aerdbio sobre as
vias transcelular e paracelular de transporte através da BHE, comparamos em SHR e seus
controles normotensos (Wistar) sedentarios (S) e treinados (T) as alteragdes ultraestruturais da
BHE em capilares do PVN, NTS e RVLM procurando correlacionar essas alteracdes a
permeabilidade da barreira e ao controle autonomico da circulagao.

Sao nossos objetivos especificos:

- Avaliar nos SHR-S, SHR-T, Wistar-S e Wistar-T os pardmetros hemodinamicos
assim como a variabilidade da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca e seus componentes
espectrais,

- Quantificar no PVN, NTS e RVLM dos diferentes grupos experimentais a
permeabilidade da BHE através do extravasamento ou nao de corante de baixo peso molecular
ao parénquima cerebral em presenca de disfun¢do ou inalteragdo da funcionalidade da BHE,
respectivamente,

- Analisar nas mesmas areas dos mesmos animais a ultraestrutura dos capilares
encefalicos avaliando as alteracdes induzidas pela hipertensao e treinamento aerdbio sobre os
diferentes constituintes da BHE como a célula endotelial (morfologia, densidade das vesiculas
transcitoticas, integridade das jungdes oclusivas), a membrana basal e os pericitos.

- Confirmar possiveis efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre a transcitose
avaliando no PVN dos mesmos grupos experimentais os efeitos sobre a expressdo de
caveolina-1, um dos principais constituintes das vesiculas transcelulares,

- Correlacionar nos SHR-S e SHR-T, Wistar-S e Wistar-T as possiveis alteracdes da
transcitose com a permeabilidade da BHE e a permeabilidade da BHE com os parametros
funcionais e o controle autondmico da circulagdo quantificados antes do sacrificio dos

animais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais e aprovacio do Comité de Etica

Para o presente estudo, foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) pertencentes as
linhagens espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar com peso aproximado de 200-250g e
cerca de 12 semanas de idade no inicio dos protocolos experimentais. Todos os animais,
provenientes do Biotério de Producdo de Ratos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB/ Rede USP de Biotérios), foram alojados no Biotério de
Experimentacdo Animal do Departamento de Fisiologia e Biofisica. Os ratos foram alocados
em caixas com 3-4 animais, temperatura controlada de +22°C e ciclo claro/escuro de 12/12
horas, com livre acesso a ragdo e agua. Os ratos foram pesados antes e apds a realizacdo dos
testes de esfor¢o para acompanhamento da massa corporal. Todos os procedimentos descritos
neste projeto estdo de acordo com principios para experimentacdo animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade

de Sdo Paulo-ICB/USP sob o nimero CEUA 93/2017.

3.2 Avaliacio da capacidade aerobia maxima

A primeira semana foi destinada a adaptacdo dos ratos a corrida em esteira
ergométrica (Millenium, Inbramed), adaptada para ratos (5 sessdes de 0,4-0,7 km/h, 0%
inclinagdo, 10 minutos/dia). A capacidade aerébia maxima foi avaliada pelo teste indireto de
esforco maximo durante a realizagdo de exercicio escalonado. O teste foi iniciado com uma
velocidade inicial de 0,3 km/h, seguido de incrementos de 0,3 km/h a cada 3 minutos até a
exaustdo do animal. Este teste realizado antes do inicio dos protocolos experimentais
possibilitou ndo s6 a determinagdo da intensidade do treinamento, como também a alocacao
de ratos com igual desempenho aos grupos sedentario (S) e treinado (T). Os testes de esfor¢o
maximo foram também repetidos para todos os ratos ao final dos protocolos para avaliacao do
ganho da capacidade aerébia durante os protocolos S e T. Os ratos considerados inaptos a

andar/correr na esteira foram excluidos dos protocolos experimentais.



30

Tabela 1 - Listagem das velocidades/tempos utilizados nos testes de esforgo maximo.

Tempo de Corrida Velocidade
0-3 min 0,3 km/h
3 min 1s - 6 min 0,6 km/h
6 min 1s — 9 min 0,9 km/h
9 min 1s — 12 min 1,2 km/h
12 min Is — 15 min 1,5 km/h
15 min 1s — 18 min 1,8 km/h
18 min 1s — 21 min 2,1 km/h

3.3 Protocolo de treinamento aerdbio e sedentarismo

Apo6s a realizacao do 1° teste de esforco maximo, os ratos foram submetidos ao
protocolo de treinamento fisico (T) que consistiu de corrida em esteira, 1 hora/dia, 5
dias/semana com intensidade de 50-60% da velocidade maxima obtida no teste de esforgo
maximo ¢ 0% de inclinacdo (MASSON et al., 2014; CHAAR et al., 2015; SILVA Jr et al.,
2015), ou mantidos S por 4 semanas. Os ratos alocados aos grupos S foram colocados uma
vez por semana na esteira por 5 minutos a 0,4-0,7 km/h (o que ndo se constitui em

treinamento), apenas para manter a adaptacao a esteira, a semelhanca dos ratos do grupo T.
3.4 Canulaciao arterial

3.4.1 Confeccio das cdnulas. As canulas arteriais foram confeccionadas com tubos de
Tygon (Critchley, Australia), sendo a parte proximal a ser introduzida na luz vascular mais
fina (didmetro interno: externo = 0,28:0,61 mm) com 4 cm de extensdo (para a artéria
femoral) ou 2,5 cm de extensdo (para a cardtida) que foram soldadas, por aquecimento, a
parte distal de maior calibre (didmetro interno: externo = 0,50:1,50 mm) com
aproximadamente 17 cm de comprimento (artéria femoral) e 8 cm de comprimento (caroétida).
As canulas foram preenchidas com solugdo salina 0,9% esterilizada e ocluidas com pino de

metal.

3.4.2 Procedimento cirurgico. Ap6s o periodo de 4 semanas de T ou S os ratos foram
anestesiados (cloridrato de quetamina 100 mg/kg e cloridrato de xilazina 20 mg/kg, ip.) para

disseccao da artéria femoral e implantagao de canula arterial para o registro dos parametros



31

hemodinamicos. A canula foi introduzida na artéria, fixada e exteriorizada no dorso do animal
(FELIX; MICHELINI, 2007; BUTTLER et al, 2017). Os ratos foram, apds a cirurgia,
tratados com antibiotico (penicilina 3000 U, im.) e anti-inflamatério (Cetroprofeno, 3mg/kg,
sc) e permaneceram em repouso por aproximadamente 24 horas. Para a injecdo de corantes
fluorescentes os ratos foram novamente anestesiados apds os registros funcionais; a artéria
cardtida direita foi dissecada e uma segunda canula foi introduzida no sentido cranial. Os
ratos foram mantidos anestesiados e ap0s a inje¢ao dos corantes aguardou-se 20 minutos para

circulagdo cerebral dos corantes, periodo ap6s o qual os animais foram sacrificados.

3.5 Mensuracao da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) basais

No dia subsequente, cerca de 24 -25 horas ap6s a canulacdo arterial e de 26-27 horas
apds a ultima sessdo de treinamento (no caso dos grupos T), a pressdo arterial (PA) e a
frequéncia cardiaca (FC) foram continuamente monitoradas por um periodo de 30-40 min
apds o cessar da atividade exploratéria, estando os animais acordados e com livre
movimentagdo. A canula da artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressao (Modelo
CDX III, Cobe Labs, Lakewood, CO, USA), acoplado a um amplificador (ML224 Quad
Bridge Amp, ADInstruments, New South Wales, Australia) e ao sistema digital de aquisi¢ao
de dados (PowerLab, ADInstruments, New South Wales, Australia) para registro continuo da

PA pulsatil, PA média (PAM) e FC (derivada do batimento-a-batimento da PA pulsatil).

3.6 Analise espectral dos parametros cardiovasculares

A andlise espectral dos parametros cardiovasculares no dominio da frequéncia foi
realizada como descrito anteriormente por Soares et al., (2004). Resumidamente, as analises,
abrangendo tanto o dominio do tempo quanto o da frequéncia, foram avaliadas em condi¢ao
de repouso para cada animal, utilizando-se uma média de trés periodos de 5 minutos de
registro continuo, selecionados apds a estabilizagdo dos parametros cardiovasculares. A
densidade espectral foi obtida através da transformacao répida de Fourier pelo método de
Welch e janelas de Hanning com sobreposi¢do de 50%. A aquisi¢do continua dos sinais
permitiu a obten¢do de séries temporais de PA e FC utilizadas para anélise da variabilidade da
PA sistdlica (PAS) e do intervalo de pulso (IP, indicativo da variabilidade da FC), bem como
de seus respectivos componentes espectrais de very low (VLF, <0,20 Hz), low-frequency (LF,

0,20-0,75 Hz) e high-frequency (HF, >0.75 Hz). Esta andlise foi realizada no software Matlab
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6.0, através de uma rotina especifica para este software, conforme descrito por CERONI et al.,

2009; MASSON et al., 2014).

3.7 Injecdo intravascular de corantes fluorescentes e analise da integridade da BHE

Para se confirmar nossas observagdes anteriores e poder correlacionar a
funcionalidade da BHE com os demais resultados ja obtidos no laboratério, administramos os
corantes fluorescentes em 04 animais de cada grupo experimental (WISTAR-S, WISTAR-T,
SHR-S e SHR-T). A andlise da permeabilidade da BHE foi realizada apds os registros
hemodinadmicos com os ratos anestesiados pelo cloridato de quetamina e cloridato de xilazina
(mesma dose utilizada para a canulagdo arterial). Os corantes fluorescentes Rodamina
dextran de 70kDa e o Isoticianato de Fluoresceina dextran (FITC) de 10kDa (Sigma Aldrich,
ambos na concentragdo de 10 mg/mL, 2.86 pl/g) foram infundidos juntos a uma velocidade de
~ 1 ml/min. pela canula da carétida inserida no sentido cranial, de forma que os corantes
passassem primeiro pelo cérebro (BIANCARDI et al., 2014: BUTTLER et al, 2017). Apos 20
minutos para efetiva recirculagdo, os ratos ainda anestesiados foram decapitados. Os encéfalos
foram removidos e pds-fixados em paraformaldeido 4%, seguido por crioprotecdo em tampao
fosfato de sddio 0,1 M contendo 30% de sacarose por 3-4 dias a 4 °C. Os encéfalos foram
seccionados em criostato (cortes coronais de 30 um, Leica, CM 3050, Germany) abrangendo
a extensdo do PVN, NTS e RVLM. As imagens foram examinadas e fotografados com o
microscopio fluorescente LEICA DMLB (Leica Microsystems, Germany) acoplado a uma

camera ExiBlue (Imaging, Canada).

3.8 Quantificacio digital da permeabilidade da BHE

As fotomicrografias obtidas através do software Image-Pro Plus v. 7.01 (Media
Cybernetics, USA) foram processadas pelo software ImageJ (NIH, USA), para quantificagdao
do extravasamento da BHE. A permeabilidade da BHE foi avaliada pela habilidade das
pequenas moléculas de FITC-10kDa em extravasar parcialmente do leito intravascular para o
parénquima encefalico, em presenca de algum tipo de lesdo/disfuncdo da BHE (BIANCARDI
et al., 2014: BUTTLER et al, 2017). Esta técnica de quantificagdo, desenvolvida pelo grupo
do Prof. Dr. Javier Stern (Georgia State University, USA) (BIANCARDI et al., 2014),
precisou ser padronizada para nossas condi¢des experimentais (microscopia € camera de
fluorescéncia e software de aquisicdo Image-Pro Plus 3D v7.01, Media Cybernetics). A

Figura 1 exemplifica passo-a-passo o procedimento para analise de extravasamento do FITC-
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10kDa realizada. Os painéis la e 1b representam o mesmo corte unilateral esquerdo do PVN
de um animal SHR-S, fotografado com filtros para a Rodamina e FITC, respectivamente.
Apo0s procedimento para remocgao do background, o qual consiste no calculo do threshold para
as imagens colocalizadas, restam imagens bindrias para a Rodamina (1c) e FITC (1d). Estas
foram entdo colocalizadas no software formando as imagens 3e e 3f (em 32 bits e 8§ bits,
respectivamente). A imagem em 32 bits ndo ¢ utilizada para o céalculo, apenas serve para
termos uma ideia visual do extravasamento do FITC: a cor verde indica o FITC que pode ser
extravasado na presenga de lesdo da BHE e a cor vermelha representa a Rodamina, de maior
peso molecular, que permanece dentro dos capilares, identificando-os; o branco corresponde a
colocalizagdo dos dois corantes. Da imagem colocalizada em 8 bits, subtraimos a imagem 1d
(FITC binario) e temos como resultado a imagem 1g, que representa apenas o FITC
extravasado. Através do comando ‘measure’ do software, obtemos automaticamente o valor
de porcentagem de area de FITC extravasado para a imagem analisada (lh). Esse
procedimento foi realizado em todos os cortes, para os lados direito e esquerdo do PVN, NTS
e RVL. Os valores utilizados para comparagdo entre os grupos sao das médias aritméticas
para todos os cortes de cada animal. Foram analisados de 7 a 9 cortes do PVN de cada animal,

7 A 10 cortes do NTS e 5 A 7 cortes do RVLM em 4 ratos por grupo experimental.
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Figura 1- Diferentes passos do processo de quantificagdo do extravasamento de FITC. a- PVN com
filtro para Rodamina; b- PVN com filtro para o FITC; ¢- imagem binaria para a Rodamina; d- imagem
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binaria para o FITC; e- colocalizagdio da Rodamina e FITC (imagem em 32 bits), o vermelho
corresponde & Rodamina, o verde ao FITC e o branco a colocalizacdo dos dois corantes; f-
colocalizagdo de Rodamina e FITC (imagem em 8 bits); g- resultado da subtracdo das imagens
colocalizada de FITC 8 bits; h- resultado da porcentagem de area extravasada pelo FITC.

3.9 Obtencao do tecido cerebral e técnica para analise ultraestrutural pela microscopia
eletronica de transmissao

Para andlise da microscopia eletronica de transmissdo, utilizamos 03 animais/grupo
experimental. Ao término dos registros funcionais, os ratos foram profundamente
anestesiados (3x a dose aplicada nas cirurgias); imediatamente apos a parada respiratoria, foi
realizada uma incisdo ventral na linha mediana da regido toracica para abertura do térax e
exposi¢ao do coragdo. Os ratos foram perfundidos (bomba peristéltica, Manostat Corporation)
via ventriculo esquerdo com solugdo salina estéril (com abertura do atrio direito para
extravasamento do sangue), seguida de perfusdo com solucdo fixadora de Karnovski
modificada, contendo 2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformoldeido a 0,1M de tampao
fosfato de sodio em pH 7,3. O encéfalo foi retirado e imerso em solugdo pds-fixadora
contendo 2,5% de glutaraldeido por 2 horas, sendo a seguir lavado em tampao fosfato de
sodio e pos-fixado em tetroxido de 6smio a 2% por 2 horas a 4°C. Em seguida foi corado
(overnight) com acetato uranila, desidratado em série crescente de alcool (a partir do alcool
60% até 100%) e incluso em resina pura. Foram obtidos cortes semifinos com 400 nm de
espessura no ultramicrétomo (LEICA EMUCS6). Os cortes semifinos foram transferidos para
laminas de vidro e corados com azul de toluidina, para selecionar as areas adequadas para os
cortes ultrafinos de 60 nm de espessura. Em seguida, os blocos foram submetidos a ultra-
microtomia com lamina de diamante. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de
uranila a 4% (WATSON, 1958) e com citrato de chumbo a 0,4% (REYNOLDS, 1963) e
dispostos em tela de cobre de 200 “mesh” para andlise ao microscopio eletronico de
transmissdo no Instituto de Ciéncias Biomédicas I (FEI Tecnai G20 200 Kv) e no Laboratorio

de Biologia Estrutural do Instituto Butanta (Zeiss, Leo 906 E 120 Kv).

3.10 Analise ultraestrutural dos capilares pela microscopia eletronica de transmissao

As imagens de capilares das diferentes areas autonomicas (PVN, NTS e RVLM) dos 4
grupos experimentais capturadas, foram analisadas através do software ImageJ (NIH, USA).
Foram obtidas imagens de 20-25 capilares/drea em 3 ratos/grupo experimental). Em cada

capilar foram analisados os seguintes pardmetros:
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3.10.1 Perimetro luminal e abluminal, darea do capilar endotelial e didmetro da luz
vascular. Para obtencdo dos perimetros utilizamos cortes transversais dos capilares e
acompanhamos com o mouse a superficie luminal e abluminal da célula endotelial, unindo os
pontos inicial e final. Em todas as imagens foram analisadas primeiramente o lado luminal e
em seguida o abluminal. Automaticamente o programa calculava também as dareas
compreendidas pelo perimetro abluminal (externo) e pelo luminal (interno): a diferenga entre
elas correspondia a 4area ocupada pela célula endotelial (Area capilar = area externa — area
interna). Para o didmetro foi utilizada a divisdo entre o perimetro interno e o valor de Pi
(3,1416).

3.10.2 Espessura da membrana basal (MB). Para esta analise, foram demarcados em
cada capilar 4 pontos correspondentes ao ‘norte’, ‘sul’, ‘leste’ e ‘oeste’, nos quais
mensuramos a espessura da MB. A média destes valores correspondia a espessura média da
MB.

3.10.3 Contagem das vesiculas luminais, abluminais e totais. Para se evitar a
inclusdo de vesiculas ndo transcitdticas (por exemplo, endossomos, exossomos, lisossomos,
etc, dificilmente distinguiveis das vesiculas de transporte ao nivel da microscopia eletronica)
quantificamos apenas as vesiculas em formag¢ao ou ainda “presas” nas membranas luminal e
abluminal de cada capilar, sendo a somatoria de ambas apresentadas como vesiculas
totais/capilar. As vesiculas luminais e abluminais foram também quantificadas como niimero
vesiculas/um da borda luminal e abluminal).

3.10.4 Anadalise das jungoes oclusivas (JO). Para esta analise foram quantificadas e
extensao da borda de contato entre 2 células endoteliais, a extensdo da JO propriamente dita e
a razao entre elas, indicativa da porcentagem de ocupacdo da borda celular pela JO.

3.10.5 Quantificacio da cobertura do capilar pelos pericitos. Foi quantificada a
extensdo do pericito em contato com a borda abluminal do capilar (tendo entre eles a
membrana basal), sendo esta medida apresentada como porcentagem do perimetro abluminal

do capilar em questao.

3.11 Ensaios de Imunofluorescéncia

3.11.1 Obtengao dos tecidos encefalicos

Cerca de 6 animais/grupo foram utilizados nesta andlise. Os ratos foram anestesiados
profundamente e, imediatamente apds a parada respiratoria, perfundidos, via ventriculo

esquerdo, com bomba peristaltica a uma taxa de aproximadamente 20 ml/min. Primeiramente
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foi utilizada uma solug@o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DEMEM) oxigenada por 10
minutos, seguida por perfusdo com uma solu¢do de PFA a 4% (300ml) por aproximadamente
20 minutos. Os animais foram entdo decapitados para a retirada dos encéfalos, os quais foram
pos-fixados por 48h horas em PFA 4% e em seguida crioprotegidos em solu¢do sacarose a
20% e 30% por 24h cada a 4 °C.

3.11.2 Protocolo de imunofluorescéncia.

Cortes coronais sequenciais de 30 um de espessura abrangendo toda a extensao do
PVN, segundo coordenadas de Paxinos e Watson (2009), foram obtidos em criostato Leica
(CM3050, Germany), coletados em solugdo PBS 0,1M a 4 °C e armazenados em solugdo anti-
freeze. Antes da incubagdo com os anticorpos especificos, os cortes passaram por um pré-
tratamento com solugdo contendo 1% de borohidreto de sodio, peroxido de hidrogénio (1%) e
alcool metilico (10%) em tampdo fosfato de potassio (KPBS) 0,02M; apos 3 lavagens em
KPBS 0,02M com duragdo de 10 minutos cada, os cortes foram pré-incubados em soro
normal de burro a 5% (S30-10ML, Millipore Temceula, CA, EUA) por 1 h e a seguir
incubados overnight com os seguintes anticorpos primarios: rabbit anti Caveolin-1 (1:100,
Cell Signaling, MA, EUA) e mouse anti- Endothelial Cell antibody (RECA, 1:800, ABCAM,
Cambridge, Reino Unido). Os anticorpos primdrios foram diluidos em KPBS 0,02M contendo
Triton X-100 a 0,3% (detergente para quebrar os lipidios de membrana facilitando a ligag¢ao
dos anticorpos com as proteinas) e soro normal de burro (2%). A seguir os cortes foram
incubados com anticorpos secundarios Alexa 488 donkey anti-rabbit (Alexa Fluor 488-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-rabbit IgG (H+L) Jackson Immunoresearch Laboratories
Inc., MD, EUA) e Alexa 594 donkey anti-mouse (Alexa Fluor 594-conjugated AffiniPure
donkey anti-mouse IgG (H+L) Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., MD, EUA),
ambos a uma diluicdo de 1:500 em KPBS 0,02M contendo Triton X-100 a 0,3% e soro
normal de burro (1%) por 1 h. Apds outras 3 lavagens de 10 min em KPBS 0,02M, os cortes
foram montados em laminas previamente gelatinizadas (solugdo contendo 0,5% de gelatina de
pele bovina e 0,05% de CrK (SO4)). As laminas foram montadas em meio de montagem
Slowfade Gold Antifade reagente (Life Technologies, CA, EUA) e laminula, evitando-se a
formacao de bolhas e armazenadas a 4 °C no escuro.

3.11.3 Analise histologica

Os cortes sequenciais do PVN foram analisados (Zeiss Axioimager Al microscope,
Miinchen Germany, acoplado a uma camera Zeiss Axiocam 512 colour camera) para

localizag¢do da area de interesse - 0 PVN ventromedial com grande envolvimento no controle
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autondmico da circulagdo como demonstrado por trabalhos anteriores de nosso laboratorio
(Cavalleri et al., 2011; Santos et al., 2018; Rocha-Santos et al., 2020). Areas selecionadas
foram fotografadas com aumento de 20x e as fotomicrografias analisadas pelo software
Image] (NIH, USA). A expressdo de caveolina-1 e RECA no PVN ventromedial foi
quantificada em uma mesma area de interesse (retdingulo cujo perimetro media 20,85 cm). Os
valores obtidos foram expressos em densidade integrada (% darea x intensidade do sinal).

Foram analisados 5-7 cortes por rato, 5-7 ratos/grupo experimental.

3.12 Raziao do peso ventricular pelo peso corporal (PVE/PC)
Do coragdo, retirado do animal post-morten, separou-se o ventriculo esquerdo (VE)
que foi pesado em balanca semi-analitica (Micronal B400). A razao entre peso do VE/peso

corporal (PVE/PC em mg/g) foi utilizada como indice de hipertrofia cardiaca.

3.13 Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média = EPM. A evolugao do desempenho em
esteira e do peso corporal, foi analisada por ANOVA de 2 fatores para medidas repetidas. As
variaveis funcionais (PAM, FC, parametros da analise espectral), a quantificacio de
extravasamento do FITC-10kDa através da BHE, os dados ultraestruturais dos capilares
encefalicos (valores obtidos pela microscopia eletronica) e a expressdo de caveolina-1 e
RECA foram analisados pela ANOVA fatorial de 2 fatores, comparando-se os efeitos entre
grupos (SHR e Wistar) e condi¢des experimentais (treinamento e sedentarismo). O teste post-
hoc foi o de Tukey. Andlises de correlagdo entre alteracdes ultraestruturais de BHE e sua
permeabilidade assim como entre a permeabilidade da BHE e dados funcionais obtidos nos
mesmos animais foram realizadas pela estatistica de Pearson.

Para estas andlises foi utilizado o software GraphPad Prism 8 e o nivel de significancia

adotado foi de P <0,05.



39

4 RESULTADOS
4.1 Eficacia do treinamento

Foram realizadas 2 séries de experimentos com os 4 grupos experimentais cada. Em
ambos os experimentos os ratos com 3 meses de idade foram submetidos a um periodo inicial
de adaptacdo em esteira apds o que realizaram o teste de esforgo maximo (protocolo
escalonado como descrito em Métodos). Foram a seguir submetidos aos protocolos de
treinamento ou sedentarismo por 4 semanas, realizando-se ao final dos mesmos novos testes
de esfor¢o maximo. Os resultados para todos os animais sdo apresentados na Figura 2. Os
SHR apresentaram desde o inicio dos protocolos maior capacidade aerobia (1,30+0,03 km/h e
vs. 0,9940,06 km/h, nos Wistar), caracteristica que se manteve ao longo dos experimentos. Os
grupos T (SHR-T e Wistar-T) mostraram ganho significativo na capacidade aerobia apos as 4
semanas experimentais (1,80+0,09 km/h e 1,39+0,03 hm/h, respectivamente); por outro lado,
houve reducdo no desempenho dos grupos mantidos em sedentarismo. Deve-se ressaltar que
mesmo com capacidade aerobia inicial diferente, ambos os grupos apresentaram similar

ganho de desempenho em esteira (SHR-T= +0,51+0,06 km/h e Wistar-T= +0,40+0,04 km/h).

4.2 Evoluciao do peso corporal

A evolugdo do peso corporal dos 4 grupos durante os protocolos experimentais ¢
apresentada na Figura 3.

Desde o inicio dos protocolos os SHR apresentavam menor peso corporal quando
comparados aos Wistar (SHR: 29145 g vs. Wistar: 382+5 g), observagdo esta que foi mantida
ao longo dos protocolos experimentais. Houve em todos os grupos ganho de peso corporal no
decorrer dos protocolos, apresentando na 4. semana experimental os seguintes valores: SHR-

S: 328+7 g, SHR-T: 318+8 g, Wistar-S: 44148 g e Wistar-T:415+7 g.
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Figura 2 - Evolucdo do desempenho em esteira (km/h) dos SHR e Wistar submetidos aos protocolos de
treinamento (T) e sedentarismo (S) durante as 4 semanas experimentais. n = 20-22 ratos/grupo.
Significancias (P <0,05) * vs. Semana 0, { vs. T, # vs. Wistar.
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Figura 3 - Evolucdo do peso corporal dos grupos SHR e Wistar, treinados (T) e sedentarios (S)
entre as semanas 0 e 4. n = 20-22 ratos/grupo Significancias (P <0,05) * vs. Semana 0, { vs.
Wistar-T, , # vs. Wistar.
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4.3 Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a hemodinamica basal, variabilidade da
PAS e IP e seus componentes espectrais

Ao término dos protocolos de T ou S os animais foram anestesiados para canulacao
arterial e registro da PA e FC basais no dia subsequente, estando os ratos acordados e com
livre movimentagdo. As mensuracdes foram feitas pelo menos 24 a 30 horas apds a ultima
sessdo de T. Os registros foram obtidos por 30-40 minutos apos a estabilizagdo dos
parametros cardiovasculares (dados na Figura 4).
Como esperado, os SHR-S apresentaram a PA média (PAM) significativamente elevada
quando comparados aos Wistar-S (170+4 mmHg vs. 109£2 mmHg, P<0,05). Houve apos T
queda parcial, mas significativa da PAM nos SHR-T (155+4 mmHg, correspondendo a uma
reducdo de 8%, Figura 4A), mas nenhuma diferenca foi observada nos ratos normotensos
(Wistar-T = 109+4 mmHg). A FC basal apresentava-se ligeiramente elevada nos SHR-S vs.
Wistar-S (3677 e 352+5 b/min, respectivamente). Em ambos os grupos houve apos 4
semanas de treinamento instalacdo da bradicardia de repouso com quedas significativas da FC
basal (SHR-T=33745 b/min, Wistar-T= 327+5 b/min, correspondendo a reducdes de 8% e

7%, respectivamente, Figura 4B).
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Figura 4 - Comparacao dos valores de pressdo arterial média (A, PAM), frequéncia cardiaca (B,
FC), variabilidade da pressao arterial sistolica (C, PAS) e variabilidade do intervalo de pulso (D, IP)
ao final dos protocolos de treinamento (T) ou sedentarismo (S) nos grupos Wistar e SHR. n = 18-20
ratos/grupo. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, { vs S.

Analisamos também a variabilidade e os componentes espectrais da PAS e FC
(indicada pela variabilidade do IP) sugestivas da modulagdo simpatica e parassimpatica sobre
os efetores cardiovasculares. Os SHR-S demonstraram elevada variabilidade da PAS quando
comparados aos Wistar-S (SHR-S: 42,18+3,80 vs. Wistar-S: 21,65+3,10 mmHg?, Figura 4C),
a qual foi acompanhada de aumento do componente LF-PAS, indicativo de elevada atividade
simpatica vasomotora periférica e de aumento do componente VLF-PAS indicativo de
elevada modulagao hormonal (Tabela 2). O treinamento determinou queda significativa da
variabilidade da PAS nos SHR (SHR-S=42,18+3,80 para SHR-T: 31,41+3,03 mmHg?), assim
como do LF-PAS (SHR-S= 9,21+1,68 para SHR-T: 6,64+0,99 mmHg?).

Observamos também que os SHR-S apresentavam redugdo da variabilidade do IP
(18,95+2,63 ms? vs. 33,12+4,41 ms® nos Wistar-S, Figura 4C), aumento do componente LF-IP
(10,46+1,93 ms? vs. 5,77+0,57 nos Wistar-S) e redugdo do componente HF-IP (5,06+0,52 ms>
vs. 7,96+1,03 ms? nos Wistar-S, Tabela 2), com aumento significativo do balanco simpato-
vagal ao coragdo, como demonstrado pela razio LF/HF (SHR-S: 0,59+0,02 ms?, Wistar-
S:0,40+0,05 ms?, Tabela 2). Por sua vez o T determinou nos SHR-T aumento marcante da
variabilidade do IP (de 18,95+2,63 para 34,12+2,78 ms?, uma elevacido de 80% quando
comparado aos SHR-S, Tabela 2), acompanhado de redugdo de 41% na atividade simpatica
(SHR-T: 6,22+0,59 ms?) e aumento de 95% na atividade vagal ao coragdo (SHR-T: 9,89+0,79
ms?). Estas alteracdes determinaram redu¢do significativa do balanco simpato-vagal ao
coragio dos SHR treinados (SHR-T = 0,28+0,02 ms?, Tabela 2). Nenhuma alteracdo
significativa dos componentes vagal e simpatico foi observada nos ratos Wistar-T quando
comparados a seus controles sedentarios (Tabela 2).

Pela analise espectral foi também possivel calcularmos a magnitude do barorreflexo
espontaneo através dos indices oLF e aHF, cujos valores sdo apresentados na Tabela 2.
Observamos que ambos os indices se encontravam reduzidos nos SHR-S vs. Wistar-S
(0.42+0.06 ¢ 1.60+0.10 ms/mmHg para aLLF ¢ aHF, correspondendo a quedas de 50% e 20%,
respectivamente, Tabela 2). Observamos também que o treinamento foi eficaz em aumentar
ambos os indices do barorreflexo espontaneo nos SHR-T vs. SHR-S (aLF: de 0,42+0,06 para
0,68+0,06 ms/mmHg; aHF: de 1,60+0,10 para 2,36+0,10 ms/mmHg). Nos ratos normotensos
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o T determinou aumento significativo do aHF (de 2,00+0,15 para 2,71+0,20 ms/mmHg,
Tabela 2).

Tabela 2 - Variabilidade da PAS e IP e seus componentes espectrais de muito baixa (VLF), baixa (LF)
e alta (HF) frequéncia.

Wistar-S Wistar -T SHR-S SHR-T
(n=18) (n=17) (n=17) (n=18)
Variabilidade 21.65+3.10 17.14+1.38 42.18+3.80 * 31.41+3.03 *¥
PAS (mmHg?)
LF-PAS 6.15+0.66 6.214+0.82 021+1.68% 6.64+0.99+
(mmHg?)
VLF-PAS 7.70+1.47 6.01£0.97 18.01+£2.23 * 12.21£1.16 *5
(mmHg?)
Variabilidade IP 33.12+4 .41 37.71+4.36 18.95+2.63% 34.12+£2.78 1
(ms?)
LF-IP 5.77+0.57 5.46+0.56 10.46+1.93 * 6.22+0.59 F
(ms?)
HEF-IP 7.96+1.03 8.14+0.83 5.06+0.52%* 9.89+0.79 F
(ms?)
Razado LF/HF 0.40+0.05 0.41+0.05 0.59+0.02 * 0.28+0.02 F
o. LF (ms/mmHg) 0.84+0.06 1.04+0.07 0.42+0.06* 0.68+0.06 *7
oo HF (ms/mmHg) 2.00+0.15 2.71+0.20 1.60+0.10%* 2.36+0.10 +

Valores sdo média=EPM; n € o nimero de ratos em cada grupo experimental. Significancias (P <0,05)
* vs. Wistar, T vs S.

4.4 Razao do peso ventriculo esquerdo/peso corporal

Analisamos também ao final dos protocolos T e S a razdo do peso do VE/peso
corporal (PVE/PC). Os SHR quando comparados aos Wistar apresentaram aumento
significativo da razdo PVE/PC, indicativa de hipertrofia cardiaca (SHR-S: 2,74+0,13 mg/g;
SHR-T: 2,89+0,16 mg/g; Wistar-S: 1,84+0,04 mg/g; Wistar-T: 1,94+0,04 mg/g). Observamos
ainda que o treinamento em esteira nao modificou a razdo PVE/PC em nenhum dos grupos

experimentais.

4.5 Efeitos da hipertensio e do treinamento aerobio sobre a permeabilidade da BHE no
PVN, NTS e RVLM

Para confirmarmos a presenca ou ndo de disfuncdo da BHE, ratos dos 4 grupos
experimentais foram, apds o registro dos parametros hemodinamicos, anestesiados para a

administracdo ia. dos corantes fluorescentes como especificado em Métodos. Apds 20 min os
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animais foram sacrificados para remocao e fixacdo do encéfalo e obtengdo das areas
autondmicas, que foram processadas pela imunofluorescéncia. A Figura SA ilustra para o
PVN o maior ou menor extravasamento do corante de baixo peso molecular (FITC-10kDa,
verde) para o parénquima cerebral frente a presenga ou auséncia de disfuncdo da BHE.
Observamos nos Wistar-S e Wistar-T que os capilares (marcados com Rodamina-70kDa,
vermelho) apresentavam permeabilidade bastante reduzida da BHE; em contraste, houve
grande acumulo de FITC-10kDa no intersticio do PVN dos SHR-S, o qual foi marcadamente
reduzido nos SHR-T apos as 4 semanas de treinamento. Dados quantitativos confirmaram
estas observagdes (Tabela 3 e Figura 5B). O extravasamento do FITC-10kDa bastante
reduzido nos Wistar-S (3,46+1,00 % da area do PVN analisada), foi significativamente
aumentado nos SHR-S (11,44+0,61 %); por sua vez o treinamento determinou marcante
reducdo do FITC-10kDa no parénquima cerebral (3,42+1,30 %, Tabela 3, Figura 5B),
igualando-o ao apresentado pelos grupos normotensos. Observamos também que o
treinamento reduziu parcialmente sem alterar significativamente o extravasamento do corante

de baixo peso molecular nos Wistar-T vs. Wistar-S Tabela 3, Figura 5B).
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Figura 5 — (A) Fotomicrografias obtidas em 4 ratos representativos dos grupos Wistar-S, Wistar-T,
SHR-S e SHR-T ilustrando os capilares do PVN (marcados em vermelho pela Rodamina-70kDa) e o
extravasamento do FITC-10kDa (verde) ao parénquima cerebral apenas na presenca de disfungdo da
BHE. 3V, terceiro ventriculo cerebral. (B) Comparagao da porcentagem de extravasamento do corante
FITC-10kDa no PVN. (barra de calibragdio = 50um). n = 7 a 9 cortes/rato, 4 ratos/grupo.
Significancias (P <0,05) * vs. Wistar,  vs S.
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A comparacdo de fotomicrografias do NTS em animais dos 4 grupos experimentais
mostrou comportamento semelhante a0 PVN com baixa permeabilidade nos animais
normotensos ¢ maior acimulo de FITC-10kDa no intersticio do NTS dos SHR-S, o qual
também foi reduzido nos SHR-T apo6s 4 semanas de treinamento (Figura 6A). Os dados
quantitativos indicaram que também no NTS o extravasamento do FITC-10kDa encontrava-se
bastante elevado nos SHR-S (10,52+1,02 %) quando comparado aos Wistar-S (5,76+1,38 %)
e que o treinamento foi eficaz em reduzir e normalizar o extravasamento do corante de baixo
peso molecular no parénquima cerebral dos SHR-T (2,97+0,58 %, Tabela 3, Figura 6B).
Neste nucleo o treinamento também ndo alterou significativamente o extravasamento do

corante de baixo peso molecular nos Wistar-T vs. Wistar-S (Tabela 3 e Figura 6B).

Tabela 3- Comparacao do percentual de extravasamento do FITC-10 kDa no PVN, NTS e RVLM dos
4 grupos experimentais.

Wistar-S Wistar-T SHR-S SHR-T
PVN 3,46+1,00 2,25+0,70 11,44+0,61* 3,42+1,30
NTS 5,76+1,38 3,03+0,65 10,52+1,02* 2,97+0,587
RVLM 5,74+0,36 4,06+0,56 8,31+1,09 3,98+0,44+

Valores sdo médiatEPM; n = 3-4 ratos em cada grupo experimental. Significancias (P <0,05) * vs.
Wistar, 1 vs S.
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Figura 6 — (A) Fotomicrografias obtidas de 4 ratos representativos dos grupos Wistar-S, Wistar-T,
SHR-S e SHR-T ilustrando os capilares do NTS (marcados em vermelho pela Rodamina-70kDa) e o
extravasamento do FITC-10kDa (verde) ao parénquima cerebral apenas na presenga de disfungdo da
BHE. (B) Comparagdo da porcentagem de extravasamento do corante FITC-10kDa no NTS. (barra de

calibragdo = 50um). n =7 a 10 cortes/rato, 4 ratos/grupo. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, 1 vs
S.

No RVLM também verificamos comportamento similar ao observado no PVN e NTS.
As fotomicrografias representativas dos grupos experimentais (Figura 7A) ilustram intenso
extravasamento do FITC nos SHR-S quando comparados aos grupos normotensos € que o
treinamento foi eficiente em reduzi-lo nos SHR-T. Dados quantitativos confirmam estas
observagoes: houve nos SHR-S vs. Wistar-S aumento de 45% no extravasamento de FITC-
10kDa ao parénquima cerebral que, no entanto, ndo atingiu niveis de significancia
provavelmente devido a grande variabilidade dos valores (Tabela 3, Figura 7B). Nao obstante,
o treinamento foi eficaz em determinar reducgdo significativa do extravasamento nos SHR-T
vs. SHR-S (de 8,31+1,09 % para 3,98+0,44 %, correspondendo a uma redugdao de 52%,

Tabela 3, Figura 7B). Neste nucleo também ndo observamos alteragdes significativas no

extravasamento do corante de baixo peso molecular nos Wistar-T vs. Wistar-S (Tabela 3 e

Figura 7B).
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Figura 7 — (A) Fotomicrografias obtidas de 4 ratos representativos dos grupos Wistar-S, Wistar-T,
SHR-S ¢ SHR-T ilustrando os capilares do RVLM (marcados em vermelho pela Rodamina-70kDa) e o
extravasamento do FITC-10kDa (verde) ao parénquima cerebral apenas na presenca de disfuncdo da
BHE. (B) Comparagao da porcentagem de extravasamento do corante FITC-10kDa no RVLM. (barra
de calibragdo = 50um). n = 5 a 7 cortes/rato, 3-4 ratos/grupo. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, T
vs S.
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4.6 Analise ultraestrutural da BHE pela microscopia eletronica de transmissao

A Figura 8 ilustra fotomicrografias em diferentes aumentos de um capilar encefalico
obtidas pela microscopia eletronica de transmissdo no PVN de um rato SHR submetido ao
treinamento por 4 semanas. As setas indicam alguns dos componentes da BHE que foram

analisados e quantificados. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

Figura 8 - Imagens de microscopia eletronica de um capilar do PVN de um SHR-T em diferentes
aumentos. A direita, em menor aumento o capilar em corte transversal (barra de calibragio = 1um)
mostrando a presenga da jung@o oclusiva (regido mais escura, correspondente ao deposito de material
eletrodenso) que ocupa todo o espagamento entre as bordas de 2 células endoteliais, as quais se
apoiam na membrana basal. A esquerda, em maior aumento (barra de calibragdo = 500 nm) detalha a
célula endotelial mostrando internamente algumas vesiculas/cavéolas de transporte transendotelial.

As alteragdes induzidas pela hipertensdo no calibre de capilares do PVN foram
quantificadas pelo perimetro luminal (interno) e abluminal (externo) da célula endotelial e sdo
indicados na Tabela 4. O perimetro interno foi significativamente maior nos hipertensos
quando comparado aos normotensos, ndo sendo em nenhum dos grupos alterado pelo
treinamento (SHR-S= 22,81+0,75, SHR-T= 24,46+1,20 vs. Wistar-S = 17,44+0,55, Wistar-T=
18,98+0,87 um). O perimetro externo também foi significativamente maior no SHR-S
comparado ao Wistar-S (25,97+0,87 vs. 19,2840,58 um, respectivamente); por sua vez, o
treinamento aumentou o perimetro externo nos animais normotensos (21,49+0,98 wvs.
19,28+0,58 um nos Wistar-S). Estas alteragdes foram confirmadas pela medida do didmetro
dos capilares que mostraram nos hipertensos aumento médio de 31% quando comparados aos
normotensos (SHR-S= 7,26+0,24, SHR-T= 7,79+0,38, Wistar-S= 5,55+0,18, Wistar-T=

6,04+0,28 um) porém sem alteragao pelo treinamento aerobio.
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Para calcular a area média ocupada pelos capilares do PVN nos diferentes grupos
experimentais, quantificamos a area da luz vascular (perimetro interno) que foi subtraida da
area abrangida pelo perimetro externo, resultando na area do capilar propriamente dita
(valores indicados na Tabela 4). Quando comparados aos Wistar-S, os SHR-S apresentavam
maior 4rea capilar (12,04+1,26 um? vs. 5,63+£0,48 um?, Tabela 4), um valor que foi
parcialmente reduzido (-21%, P>0,05) apdés o treinamento. Embora ndo significativo, o
treinamento determinou resposta inversa nos Wistar-T vs. Wistar-S (+28%, P>0,05, Tabela
4).

Ao analisarmos a espessura da membrana basal verificamos que ndo houve diferencas
entre os SHR-S e Wistar-S (0,075+£0,004 um e 0,072+0,002 um, respectivamente Tabela 4),
contudo os SHR-T apresentaram redugdo de 15% da espessura da membrana basal quando
comparados a seus controles normotensos (0,064+0,003 um, vs. 0,072+0,002pum nos Wistar-
T).

As fotomicrografias eletronicas nos permitiram ainda avaliar a porcentagem da
cobertura dos capilares pelos pericitos. Nem a hipertensdo, nem o treinamento modificam a
cobertura dos capilares do PVN pelos pericitos nos SHR (valores na Tabela 4). No entanto,
nos ratos normotensos o treinamento foi acompanhado de aumento na cobertura dos pericitos
(42,87+2,90%, correspondendo a um aumento de 36% quando comprado aos Wistar-S).

Tabela 4 — Dados quantitativos da ultraestrutura de capilares do PVN nos 4 grupos experimentais.

Wistar-S Wistar -T SHR-S SHR-T
Perimetro interno (um) 17,44+0,55 18,98+0,87 22,81+0,75* 24,46+1,20*
Perimetro externo (um) 19,28+0,58  21,49+0,98%  25,97+0,87* 27,28+1,23
Diametro da luz capilar (um) 5,55+0,18 6,04+0,28 7,26+0,24* 7,79+0,38*
Area interna (um?) 20,21+1,22 24,61+£2,70 32,09+1,95*  40,34+3,43*
Area externa (um?) 25,84+1,50 33,15+3,37 44,13+£2.47*  51,67+4,19*
Area capilar (um?) 5,63+0,48 7,22+0,61 12,04+1,26* 9,55+0,80
Espessura da MB (um) 0,072+0.002  0,080+0,003  0,075+0,004  0,064+0,003*
Cobertura dos pericitos (%) 31,48+2,03  42,87+£2,907F 28,62+2,77 28,82+3,08%*
Borda dos capilares (pum) 1,39+0,17 0,81+0,09+ 1,25+0,13 1,09+0,12
Comprimento das JOs (um) 0,54+0,08 0,56+0,06 0,60+0,07 0,74+0,10
Jun¢do oclusiva/borda capilar (%)  40,17£3,65  72,14+4,45+ 46,75+4,19 67,00+£6,32F
Vesiculas totais/capilar (n) 4,69+0,43 3,00+0,46 8,03+£1,00%* 3,610,607t
Vesiculas luminais/capilar (n) 1,88+0,26 2,24+0,37 3,23+0,36* 1,35+0,23+
Vesiculas luminais/um (n) 0,110+0,015 0,119+0,018  0,141+0,015  0,067+£0,0157F
Vesiculas abluminais/capilar (n) 2,81+0,34 0,76+0,20+ 5,14+0,88* 2,260,437
Vesiculas abluminais/um (n) 0,152+0,019 0,048+0,0141 0,208+0,038  0,101%0,0227

Valores sdo médiaxEPM e foram obtidos em 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo.

MB= Membrana basal; JO= Jun¢do Oclusiva. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, 1 vs S.
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Para analise do transporte transcelular no PVN foram contados em todos os capilares
analisados, o nimero de vesiculas em formacdo e/ou ainda “presas” na face luminal e
abluminal do endotélio, as quais foram normalizadas pela quantificacdo do respectivo
perimetro. Este cuidado evitou erros de medida, uma vez dada a aparéncia similar,
poderiamos confundir outras estruturas circulares (endossomos, exossomos, lisossomos, por
exemplo) com as vesiculas transcitoticas. A Figura 9A ilustra e compara a ocorréncia de
vesiculas transcitoticas em capilares do PVN de ratos representativos dos quatro grupos
experimentais, mostrando que a propor¢ao de vesiculas nos SHR-S ¢ bem maior que a de seu
controle normotenso e que o treinamento determinas redu¢do das mesmas nos 2 grupos, com
efeito mais intenso nos SHR-T. Os valores obtidos nestas contagens sdo apresentados na
Tabela 4 e comparados na Figura 9B. Verificamos que os capilares do PVN dos SHR-S
possuiam maior numero de vesiculas totais (8,03+1,00 vesiculas/capilar), que os dos Wistar-S
(4,69+0,43 vesiculas/capilar), correspondendo a um aumento de 71%, e, que o treinamento
determinou nos hipertensos, significativa redugdo e normalizagdio do numero de
vesiculas/capilar (de 8,03+1,00 nos SHR-T para 3,61+0,60 vesiculas/capilar nos SHR-S,
Tabela 4, Figura 9B). Nao houve diferenca significativa nos Wistar-T vs Wistar-S. O mesmo
padrao foi observado quando analisamos separadamente o numero de vesiculas luminais e
abluminais por capilar (Tabela 4). Ao avaliarrmos a ocorréncia de vesiculas por um da borda
luminal e abluminal também observamos redugao significativa de sua ocorréncia nos SHR-T

vs. SHR-S, mas as diferencas entre SHR-S e Wistar-S foram menos evidentes.
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Figura 9 - Comparagdo dos efeitos da hipertensio e do treinamento sobre o niimero de vesiculas totais
por capilar no PVN. (A) Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos experimentais
ilustrando as vesiculas (setas amarelas) em formagdo nas bordas luminal e abluminal. (B) Comparagao
do numero total de vesiculas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e
sedentarismo (S). n = 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo. Significancias (P <0,05)
* vs. Wistar T vs. S.

A comparacdo entre Wistar-T ¢ Wistar-S apenas indicou reducdo significante das
vesiculas abluminais ap6s o treinamento aerobio (Tabela 4). Portanto, a hipertensdo cursa
com aumento significativo do nimero de vesiculas transcitdticas e o exercicio determina
importante redug@o e normalizag¢@o da ocorréncia de vesiculas nos SHR-T.

Nosso outro objetivo era analisar se a hipertensdo e o treinamento aerdbio alteravam
ou ndo as jungdes oclusivas (JO) que limitam o transporte paracelular através da BHE. A
Figura 10A ilustra e compara a ocorréncia e a extensao das jungdes oclusivas em capilares do
PVN. Para esta andlise quantificamos a extensdo da borda de contato entre 2 células
endoteliais e a extensdo das JO, calculando a porcentagem da borda capilar ocupada pela JO
(valores na Tabela 4). Nao houve entre os grupos alteracdes significativas na extensdo das
jungdes oclusivas, mas a borda de contato entre os capilares apresentava-se ligeiramente
menor nos SHR-T e reduzida nos Wistar-T vs, respectivos controles, de forma que
porcentagem de ocupacao das bordas entre capilares pelas JO foi aumentada pelo treinamento
aerébio em ambos os grupos: de 46,75+4,19% nos SHR-S para 67,00+6,32% nos SHR-T e de
40,17+£3,65% nos Wistar-S para 72,14+4,45% Wistar-T (Tabela 4, Figura 10B).
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Figura 10- Comparacdo dos efeitos da hipertensao e do treinamento sobre a porcentagem de ocupagao
das bordas entre 2 células endoteliais pela juncdo oclusiva (TJ) em capilares do PVN. (A)
Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos experimentais ilustrando a extensdo das TJ
(barras amarelas). (B) Comparagdo da porcentagem de ocupacdo das bordas celulares pelas jungdes
oclusivas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). n
= 25/30 capilares/grupo, quantificados em 3 ratos/grupo. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar 7 vs. S.

Também analisamos alteragdes ultraestruturais em capilares do NTS (Tabela 5). A
semelhanca do PVN, os perimetros interno e externo, ¢ o didmetro da luz capilar
encontravam-se significativamente elevados nos SHR-S quando comparados aos Wistar-S.
No entanto, esses valores ndo se mantiveram elevados nos SHR-T vs. SHR-S (Tabela 5).
Houve também nos SHR-S aumento da 4rea ocupada pelo capilar (10,18+1,09 pm? vs.
7,02+0,65 pum? nos Wistar-S), a qual foi significativamente reduzida pelo treinamento (SHR-
T= 6,24+0,71 pm?, Tabela 5). A espessura da membrana basal dos capilares do NTS nio foi
alterada pela hipertensdo, mas aumentada pelo treinamento apenas no grupo Wistar-T
(0,090+0,004 pum, correspondendo a um aumento de 32% quando comparada aos Wistar-S).
O mesmo padrao de resposta foi apresentado pela cobertura dos capilares pelos pericitos: ndo
alterada pela hipertensdo, mas aumentada pelo treinamento apenas nos Wistar-T (+64% vs.

Wistar-S, Tabela 5).
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Tabela 5 - Dados quantitativos da ultraestrutura de capilares do NTS nos 4 grupos experimentais.

Wistar-S Wistar —T SHR-S SHR-T

Perimetro interno (um) 17,17+0,49 18,51+0,67 19,73+0,85* 17,27+0,53
Perimetro externo (um) 19,49+0,52 21,43+0,75 22,77+0,99* 19,42+0,61F

Diametro da luz capilar (um) 5,46+0,16 5,89+0,22 6,28+0,27* 5,50+0,17

Area interna (um?) 20,23+1,33 20,94+2,09 28,66+2,74* 21,86+1,32
Area externa (um?) 27,25+1,57 30,09+2,52 38,84+3,44*  28,10+£1,667

Area capilar (um?) 7,02+0,65 9,15+0,86 10,18+1,09* 6,24+0,71%
Espessura da MB (um) 0,068+0.003  0,090+0,004+  0,061+0,002  0,073+0,006*
Cobertura dos pericitos (%) 24,42+2.04 40,034,007 25,97+43,48 25,38+2,56*

Borda dos capilares (pum) 0,87+0,10 1,13+0,12 1,32+0,16 1,06+0,12

Comprimento das JOs (um) 0,43+0,06 0,71+0,06F 0,53+0,10 0,68+0,08
Junc¢do oclusiva/borda capilar (%)  45,73+5,28 65,93+4,0F 38,63+4,09 64,474,187

Vesiculas totais/capilar (n) 4,93+0,63 3,96+0,57 7,29+0,98 4,13+0,607

Vesiculas luminais/capilar (n) 2,41+£0,42 1,48+0,24 2,07+0,27 0,94+0,19+
Vesiculas luminais/um (n) 0,125+0,021  0,080+0,012  0,106+0,014  0,061+0,014

Vesiculas abluminais/capilar (n) 2,52+0,48 2,61+0,54 5,21+0,94* 3,19+0,56
Vesiculas abluminais/um (n) 0,136+0,027  0,145+0,034  0,226+0,036  0,166+0,028

Valores sdo médiazEPM e foram obtidos em 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo
MB= Membrana basal; JO= Jung¢ao oclusiva. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, T vs S.

A Figura 11A ilustra e compara a ocorréncia de vesiculas transcitoticas em capilares
do NTS de ratos representativos dos quatro grupos experimentais, mostrando que a propor¢ao
de vesiculas nos SHR-S foi bem maior que a de seu controle normotenso e que o treinamento
determinou reducao das mesmas nos 2 grupos, com efeito mais intenso nos SHR-T. Dados
quantitativos (Tabela 5, Figura 11B) mostram que os SHR-S também apresentaram maior
numero de vesiculas/capilar quando comparados aos respectivos controles (7,29+0,98 vs.
4,93+0,63 vesiculas/capilar nos Wistar-S) e que o treinamento reduziu o nimero destas
vesiculas nos SHR-T (4,13+0,60 vesiculas/capilar, correspondendo a uma reducdo de 43%),
sem a alteragdo no grupo Wistar-T. Ao analisarmos separadamente o nimero de vesiculas da
superficie luminal e abluminal (Tabela 5), verificamos que o treinamento foi eficiente em
reduzir as vesiculas luminais nos SHR-T (0,94+0,19 vs. 2,07+0,27 vesiculas/capilar nos SHR-
S), mas ndo alterou significativamente as vesiculas abluminais que se encontraram com maior
expressao nos SHR-S (5,21£0,94 vs. 2,524+0,48 vesiculas/capilar nos Wistar-S). Quando a
expressdo das vesiculas foi normalizada pela extensdo da borda luminal e abluminal, nao

verificamos diferencas significativas intra e inter os grupos (Tabela 5).
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Figura 11 - Comparacdo dos efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre o numero de vesiculas
totais por capilar no NTS. (A) Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos experimentais
ilustrando as vesiculas (setas amarelas) em formagao nas bordas luminal e abluminal. (B) Comparagio
do numero total de vesiculas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e
sedentarismo (S). n = 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo. Significancias (P <0,05)
* vs. Wistar T vs. S.

A Figura 12A ilustra e compara para os 4 grupos experimentais a ocorréncia ¢ a
extensdo das jungdes oclusivas em capilares do NTS. A extensdao das jungdes oclusivas
apresentava-se aumentada nos Wistar-T vs. Wistar-S (0,71£0,06 vs. 0,43+0,06 pm,
respectivamente) e ligeiramente maior nos SHR-T vs. SHR-S (P>0,05), sem alteragdes na
extensdo da borda de contato entre os capilares, de forma que a porcentagem de ocupacao das
bordas entre capilares pelas jungdes oclusivas foi significativamente aumentada pelo
treinamento aerébio em ambos os grupos: de 38,63+4,0 % nos SHR-S para 64,47+4,1 % nos
SHR-T e de 45,73+5,2% nos Wistar-S para 65,93+4,0% nos Wistar-T (Tabela 5, Figura 12B).
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Figura 12- Comparacdo dos efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre a porcentagem de ocupagao
da borda entre 2 células endoteliais pela jungdo oclusiva (TJ) em capilares do NTS. (A)
Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos experimentais ilustrando a extensdo das TJ
(barras amarelas). (B) Comparagdo da porcentagem de ocupacdo das bordas celulares pelas jungdes
oclusivas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). n
= 25/30 capilares/grupo, quantificados em 3 ratos/grupo. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar § vs. S.

As alteragdes ultraestruturais em capilares do RVLM também foram analisadas
(Tabela 6). A semelhanga do PVN e do NTS, o perimetro interno e externo e o didmetro da
luz capilar encontravam-se significativamente elevados nos SHR-S quando comparados aos
Wistar-S. No entanto, esses valores ndo se mantiveram elevados nos SHR-T vs. SHR-S
(Tabela 6). Houve nos SHR-S aumentos na area interna e externa dos capilares, mas a
diferenca entre elas indicativa da area do capilar propriamente dito, ndo mostrou aumento
significativo quando comparado aos Wistar- S. Por outro lado, quando comparados aos
respectivos controles, o treinamento aumentou a area dos capilares do RVLM nos Wistar-T,
sem alterar nos SHR-T (dados na Tabela 6). A espessura da membrana basal dos capilares do
RVLM encontrava-se reduzida em 19% em ambos os grupos hipertensos quando comparados
aos respectivos controles normotensos, ndo sendo em nenhum dos grupos alterada pelo
treinamento aerobio (Tabela 6). Quanto a cobertura dos capilares do RVLM pelos pericitos

nao observamos alteragdes nem pela hipertensdo, nem pelo treinamento fisico.



55

Tabela 6 - Dados quantitativos da ultraestrutura de capilares do RVLM nos 4 grupos experimentais.

Wistar-S Wistar —T SHR-S SHR-T
Perimetro interno (um) 15,69+0,43 16,04+0,44 18,29+0,66* 16,95+0,73
Perimetro externo (um) 17,75+0,49 19,02+0,50 20,27+0,71* 18,64+0,78
Diametro da luz capilar (um) 4,99+0,14 5,11+0,14 5,82+0,21* 5,40+0,23
Area interna (um?) 17,66+1,04 16,56+1,25 24,54+1,82* 21,38+2,01
Area externa (um?) 23,21+1,33 24,71+1,61 30,824+2,22% 26,74+2.30
Area capilar (um?) 5,55+0,60 8,16+0,84F 6,28+0,59 5,35+0,46*
Espessura da MB (um) 0,072+0.002 0,078+0,002  0,058+0,002*  0,063+0,003*
Cobertura dos pericitos (%) 32,924+2,16 25,96+2,03 27,524+2.69 33,96+3,13
Borda dos capilares (pum) 1,28+0,16 1,11+0,11 1,22+0,22 1,30+0,26
Comprimento das JOs (um) 0,71+0,11 0,77+0,09 0,78+0,17 0,90+0,16
Junc¢do oclusiva/borda capilar (%)  54,76+3,94 70,66+4,47 59,64+5,11 71,25+5,19
Vesiculas totais/capilar (n) 4,53+0,59 4,13+0,50 7,44+0,85* 3,96+0,77F
Vesiculas luminais/capilar (n) 1,65+0,30 1,34+0,25 1,44+0,23 0,67+0,21
Vesiculas luminais/um (n) 0,105+0,018 0,084+0,016 0,078+0,013 0,039+0,012
Vesiculas abluminais/capilar (n) 2,88+0,50 2,83+0,38 6,00+0,78* 3,29+0,71
Vesiculas abluminais/um (n) 0,158+0,026 0,152+0,020  0,3134£0,049* 0,181+0,0367

Valores sdo médiatEPM e foram obtidos em 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo
MB= Membrana basal; JO= Jun¢ao oclusiva. Significancias (P <0,05) * vs. Wistar, } vs S.

A Figura 13A ilustra e compara a ocorréncia de vesiculas transcitdticas em capilares
do RVLM de ratos representativos dos quatro grupos experimentais. De forma analoga ao
observados no PVN e NTS, a propor¢ao de vesiculas nos SHR-S encontrava-se aumentada
quando comparada a seu controle normotenso, mas foi reduzida em ambos os grupos
experimentais, com efeito mais intenso nos SHR-T. Dados quantitativos (Tabela 6, Figura
13B) mostram que os SHR-S apresentaram maior nimero de vesiculas/capilar quando
comparados aos respectivos controles (7,44+0,85 vs. 4,53+0,59 vesiculas/capilar nos Wistar-
S) e que o treinamento reduziu o numero destas vesiculas nos SHR-T (3,96+0,77
vesiculas/capilar, correspondendo a uma redugdo de 47%), sem alterar significativamente no
grupo Wistar-T. Nos capilares do RVLM o aumento das vesiculas totais observado nos SHR-
S bem como sua reducdo pelo treinamento foram determinados principalmente pelas
alteracdes das vesiculas abluminais (+108% nos SHR-S vs. Wistar-S e -45% nos SHR-T vs.
SHR-S, Tabela 6).

Em relacdo as vesiculas luminais ndo identificamos diferengas

significativas nem pela hipertensdo, nem pelo treinamento aerobio (Tabela 6).
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Figura 13 - Comparacdo dos efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre o numero de vesiculas
totais por capilar no RVLM. (A) Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos
experimentais ilustrando as vesiculas (setas amarelas) em formacao nas bordas luminal e abluminal.
(B) Comparagdo do numero total de vesiculas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de
treinamento (T) e sedentarismo (S). n = 25-30 capilares/grupo quantificados em 3 ratos/grupo.
Significancias (P <0,05) * vs. Wistar t vs. S.

A Figura 14A ilustra e compara para os 4 grupos experimentais a ocorréncia ¢ a
extensdo das jungdes oclusivas em capilares do RVLM. Observamos pouca diferenca na
extensdo das jungdes oclusivas entre SHR-S e Wistar-S, mas aumento da extensdo das
mesmas nos grupos treinados. Dados quantitativos (Tabela 6, Figura 14B) mostraram que a
hipertensdo ndo alterou a porcentagem de ocupacdo das bordas entre capilares pelas jungdes
oclusivas, mas o treinamento a aumentou em 19% nos SHR-T (de 59,64+5,11% para
71,25+5,19%) e em 29% nos Wistar-T (de 54,76+3,94% para 70,66+4,47%). Houve altera¢ao
significativa do fator condicdo, mas a comparacdo entre os 4 grupos experimentais nao

atingiu niveis de significancia provavelmente devido a elevada variabilidade dos valores.
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Figura 14 - Comparagdo dos efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre a porcentagem de
ocupagdo da borda entre 2 células endoteliais pela jungdo oclusiva (TJ) em capilares do RVLM. (A)
Fotomicrografias de animais representativos dos 4 grupos experimentais ilustrando a extensdo das TJ
(barras amarelas). (B) Comparacdo da porcentagem de ocupagdo da borda celular pelas jungdes
oclusivas nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). n
= 25/30 capilares/grupo, quantificados em 3 ratos/grupo.

Sabendo-se que os pericitos além de secretar substancias que interferem com estrutura/
atividade da BHE, podem modificar o fenotipo contratil dos capilares encefalicos, e, tendo
observado nas areas estudadas algumas alteragdes na extensdo da cobertura dos capilares
pelos pericitos, comparamos na Figura 15 os efeitos da hipertensdo e da atividade fisica
regular sobre a extensao de coberta em capilares no PVN, NTS e RVLM por pericitos (Figura
15). Em todas as éareas a hipertensdao ndo alterou a porcentagem de cobertura dos capilares
pelos pericitos, mas o treinamento aerobio foi eficaz em aumentar significativamente no PVN
(de 31,48+2,03% para 42,87+2,90%) e no NTS (de 24,4242,04% para 40,03+4,00%), sem a
alterar no RVLM, dos ratos normotensos (Figura 15). De forma oposta ao observado nos
ratos normotensos o treinamento fisico ndo foi capaz de alterar em nenhuma das areas
autondmicas a extensdo da cobertura dos capilares pelos pericitos nos ratos hipertensos

(Figura 15, dados quantitativos nas Tabelas 4, 5 e 6).
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Figura 15 - Comparagdo da porcentagem de cobertura pelos pericitos em capilares do PVN, NTS e
RVLM nos 4 grupos experimentais ao final dos protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). n =
25/30 capilares/grupo, quantificados em 3 ratos/grupo. Significancia (P <0,05) t vs. S.

4.7 Efeitos da hipertensio e do treinamento aerdobio sobre a expressiao de caveolina-1 no
PVN

Com a intensdo de validar nossa técnica para a contagem apenas das vesiculas
transcelulares (e ndo de outras ndo diretamente envolvidas nesse tipo de transporte) e para
confirmar as respostas obtidas investigarmos as altera¢des induzidas pela hipertensdo e
exercicio sobre a expressao de caveolina-1, a principal proteina constituinte das vesiculas
transcelulares. Para tanto os encéfalos de alguns animais dos grupos Wistar-S, Wistar-T,
SHR-S e SHR-T foram processados pela imunofluorescéncia de dupla marcacdo para a
RECA-1 que marca o endotélio dos capilares encefalicos (vermelho) e para quantificacdo da
expressao proteica de caveolina-1 (verde).

A Figura 16A compara as imagens de microscopia de fluorescéncia em animais

representativos dos 4 grupos experimentais. Observamos que a coloragdo verde ¢ mais intensa
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nos SHR-S, indicando maior expressdo de caveolina-1 neste grupo experimental. Esta
observacao foi confirmada pela quantificagdo da densidade integrada da caveolina-1 como
indicado na Figura 16B: a hipertensdo foi acompanhada de importante aumento na expressao
de caveolina-1 (139,25+10,50 nos SHR-S vs. 86,27+7,74 ua. nos Wistar-S, correspondendo a
um aumento de 61%). Por sua vez, o treinamento aerobio foi eficaz em reduzir e normalizar a
densidade de caveolina-1 (81,18+5,78 ua nos SHR-T), sem alterar nos Wistar-T. Este padrao
em tudo reproduziu os efeitos da hipertensdo e treinamento aerébio observado sobre a
contagem das vesiculas transcitdticas como documentado pela comparagao das Figuras 16B e

9B.
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Figura 16 - (A) Fotomicrografias do PVN obtidas de ratos representativos dos 4 grupos experimentais
ilustrando a expressdo de caveolina-1 (verde) nos capilares do PVN (RECA-1, vermelho) ¢ a
colocalizacdo de ambas (amarelo). Barra de calibragdo = 50um, 3V, terceiro ventriculo cerebral. (B)
Comparagdo da densidade integrada de caveolina-1 no PVN dos grupos 4 experimentais ao final dos
protocolos de treinamento (T) e sedentarismo (S). n = 5-7 cortes/rato, 5-7 ratos/grupo. Significancias
(P <0,05) * vs. Wistar, 1 vs S.

4.8 Correlacoes entre o extravasamento do FITC-10kDa, vesiculas transcelulares e
parametros autondomicos

Para avaliar se as alteragcdes induzidas pela hipertensdo e treinamento aerdbio na
ultraestrutura e funcionalidade da BHE contribuiam ou ndo para a disfungdo autondmica na
hipertensdo e sua correcao apoOs treinamento, correlacionamos a ocorréncia de vesiculas
transcelulares no PVN, NTS e RVLM com a permeabilidade da BHE, assim como a

permeabilidade da barreira com os parametros autondmicos. As Figuras 17, 18 e 19 ilustram
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essas correlagdes para o PVN, NTS e RLLM, respectivamente e a Tabela 7 apresenta as retas

de regressao linear, os coeficientes de correlacdo e valores de P obtidos.
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Figura 17 - Equacdes de regressdo linear correlacionando no PVN o numero de vesiculas
transcitoticas com o extravasamento do FITC-10kDa ao parénquima cerebral (A) e o extravasamento
do FITC com a variabilidade da pressdo arterial sistolica (PAS, B) e a variabilidade do intervalo de
pulso (IP, C). Equagdes de regressdo linear, coeficiente de correlacdo (r) e valores de P sdo
apresentados na Tabela 7. *P < 0.05; ***P < 0.001; ****P < (0.0001.

Observamos uma forte correlagdo positiva (r = 0,905) entre a ocorréncia de vesiculas
em capilares do PVN e o extravasamento de FITC-10kDa observado nesta area, indicando
que o extravasamento do FITC para o parénquima cerebral ¢ mediado pela transcitose
vesicular (Figura 17, Tabela 7). Por sua vez, o extravasamento do FITC-10kDa correlacionou-
se positivamente com a variabilidade da PAS e negativamente com a variabilidade do IP,
demonstrando que a elevada permeabilidade da BHE na hipertensao assim como sua corre¢ao
pelo exercicio repetitivo, determinadas pela maior ou menor transcitose, s30 0s mecanismos
que contribuem sobremaneira para a disfun¢do autonomica na hipertensao e sua corre¢ao apos

o treinamento aerébio (Figura 17, Tabela 7).
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Tabela 7 - Coeficientes de correlacdo (r), valores de P e equagdes de regressdo linear correlacionando
para a 3 areas estudadas as alteragdes induzidas pela hipertensdo e treinamento aerébio sobre o
numero de vesiculas transcitoticas e o extravasamento do FITC-10kDa ¢ sobre o extravasamento do
FITC e as variabilidades da pressdo arterial sistélica (Var. PAS) intervalo de pulso (Var. IP).

Vesiculas x Extravasamento FITC Equacao de regressao r P
linear
PVN Y=1,10x—0,16%*** 0,905 <0,0001
NTS Y =1,40x-1,66** 0,808 0,0015
RVLM Y =1,12x +0,44** 0,743 0,0056
Extravasamento FITC x Var. PAS
PVN Y =2,55 x + 14,91 *** 0,761 0,0006
NTS Y =3,17 x + 10,94*** 0,776 0,0004
RVLM Y =3,85x +5,50*% 0,617 0,0143
Extravasamento FITC x Var. IP
PVN Y =-1,82 x +38,74* -0,567 0,0220
NTS Y =-2,46 x +42,63** -0,628 0,0091
RVLM Y =-3,16 x +48,03* -0,607 0,0127

Significancias sdo: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 e ****P <0.0001.

Em relacdo ao NTS (Figura 18, Tabela 7), também observamos forte correlagdo
positiva (r = 0,808 - ligeiramente menor que a observada para o PVN) entre o numero de
vesiculas/capilar e o extravasamento do FITC-10kDa quantificado nesta area, indicando ser a
transcitose vesicular o mecanismo responsavel pelo extravasamento do corante de baixo peso
molecular ao parénquima do NTS. Da mesma forma que o observado para o PVN, houve
correlacdes significantes entre alteragdes na permeabilidade da BHE com ambas, a
variabilidade da PAS (correlagdo positiva) e a variabilidade do IP (correlagdao negativa). Estes
dados refor¢am nossa observacdo de que a disfun¢do autondmica na hipertensdo e sua
corre¢do apods treinamento aerdbio sdo condicionadas por alteragdes para mais e para menos
do transporte transcelular e a consequente alteracdo da permeabilidade da BHE (Figura 18,

Tabela 7).
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Figura 18 - Equagdes de regressdo linear correlacionando no NTS o numero de vesiculas
transcitoticas com o extravasamento do FITC-10kDa ao parénquima cerebral (A) e o extravasamento
do FITC com a variabilidade da pressdo arterial sistolica (PAS, B) e a variabilidade do intervalo de
pulso (IP, C). Equagdes de regressdo linear, coeficiente de correlagdo (r) e valores de P sdo
apresentados na Tabela 7. **P < (.01; ***P < (.001.

Também no RVLM observamos uma significante correlagdo positiva (r = 0,743),
embora de menor intensidade que as observadas no PVN e NTS, entre a ocorréncia de
vesiculas em capilares do RVLM e o extravasamento de FITC-10kDa observado nesta érea,
confirmando que altera¢des da transcitose vesicular induzidas por hipertensdo e exercicio
repetitivo constituem o mecanismo responsavel pelo maior ou menor extravasamento do
corante de baixo peso molecular ao parénquima cerebral em areas de controle autonémico
(Figura 19, Tabela 7). Da mesma forma que o observado para o PVN e NTS, houve
correlacdes significantes entre alteragdes na permeabilidade da BHE com ambas, a
variabilidade da PAS (correlagdo positiva) e a variabilidade do IP (correlagdo negativa). Estas
observagdes juntamente com aquelas obtidas no PVN e NTS comprovam que alteragdes para

mais e para menos do transporte transcelular e a consequente alteragdo da permeabilidade da
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BHE s3o mecanismos determinantes da disfungdo autonémica na hipertensio e sua corre¢ao

apos treinamento aerdbio (Figuras 17, 18. 19 e Tabela 7).
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Figura 19 - Equagdes de regressdo linear correlacionando no RVLM o numero de vesiculas
transcitoticas com o extravasamento do FITC-10kDa ao parénquima cerebral (A) e o extravasamento
do FITC com a variabilidade da pressao arterial sistolica (PAS, B) e a variabilidade do intervalo de
pulso (IP, C). Equagdes de regressdo linear, coeficiente de correlacdo (r) e valores de P sdo
apresentados na Tabela 7. *P < 0.05; **P < 0.01.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho confirmaram observagdes anteriores de nosso e
outros laboratorios indicando que a hipertensao ¢ acompanhada de disfuncdo autondmica e
elevada permeabilidade da BHE em d4reas de controle autondmico da BHE e que o
treinamento fisico ¢ eficaz em normalizar esta permeabilidade, corrigindo também a
disfun¢do autondmica (BIANCARDI et al., 2014; BIANCARDI; STERN, 2016; BUTTLER
et al,, 2017; CERONI et al., 2009; CHAAR et al., 2015; MASSON et al., 2014, 2015;
FRAGAS et al., 2021). Adicionalmente varias observagdes originais foram feitas:

- a elevada permeabilidade da BHE no PVN, NTS e RVLM de hipertensos cronicos ¢
determinada pelo elevado numero de vesiculas transcelulares o que aumenta
significativamente a transcitose através da célula endotelial;

- ndo ha na hipertensdo comprometimento das juncdes oclusivas e do transporte
paracelular;

- o treinamento aerdbio normaliza em hipertensos a permeabilidade da BHE em
nucleos autondmicos e a sua disfunc¢ao por corrigir a transcitose, reduzindo marcadamente o
transporte vesicular através do endotélio;

- ha no PVN, NTS e RVLM forte correlagdo positiva entre o numero de vesiculas
transcitoticas e a permeabilidade da BHE e entre a permeabilidade da BHE e o prejuizo
autonomico, indicando ser a transcitose o principal mecanismo determinante tanto da
disfuncdo autondmica na hipertensdo quanto de sua correcdo pelo treinamento aerobio;

- 0 treinamento aerébio determina nos normotensos e hipertensos grande aumento da
densidade das jungdes oclusivas e de sua porcentagem de ocupacgdo das bordas de contato
entre 2 células endoteliais fortalecendo as jung¢des oclusivas que limitam o transporte
paracelular;

- nos normotensos o exercicio repetitivo apenas causa reducdes de pequena magnitude
na transcitose de areas autonOmicas, mas aumenta significativamente a cobertura dos
capilares do PVN e NTS pelos pericitos.

E bem conhecido que a BHE age como uma barreira seletiva entre a circulagdo
sistémica e o sistema nervoso central, restringindo a entrada de substancias circulantes no
parénquima cerebral (ABBOT et al.,, 2006; DANEMAN; PRAT, 2015). Nao somente a
presenca de juncdes oclusivas de alta resisténcia entre as bordas das células endoteliais
bloqueiam o transporte paracelular de substincias hidrossoliiveis, mas também a transcitose

através da célula endotelial ¢ mantida em niveis excepcionalmente baixos (ANDREONE et
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al., 2017; KEANEY; CAMPBELL, 2015; TIETZ; ENGELHARDT, 2009). Portanto a
presenca de BHE intacta, evitando o extravasamento de substincias plasmaticas ao
parénquima cerebral, mantém um adequado meio intersticial para o funcionamento dos
neuronios.

Sabe-se também que doencas neurodegenerativas, o acidente vascular cerebral, o
trauma (DE VRIES et al, 1997, FARACO; IADECOLA, 2013; KRUGER et al., 2013;
ROSENBERG, 2014; ZLOKOVIC, 200) assim como a hipertensao cronica (BIANCARDI et
al., 2014; BUTTLER et al., 2017; FRAGAS et al., 2021) exibem importante extravasamento
de substancias plasmaticas no parénquima cerebral de diferentes areas encefélicas que
deveriam ser protegidas pela BHE. Embora a disfungdo de barreira seja conhecida, ha poucas
e conflitantes informagdes sobre os mecanismos que condicionam os mecanismos de
transporte nas diferentes patologias: auséncia de lesdes estruturais na BHE foram reportadas
no acidente vascular cerebral (KRUGER et al., 2013), quebra das junc¢des oclusivas foram
descritas no hipocampo, coértex e em células endoteliais humanas em cultura (GUO et al.,
2019; PELISH et al., 2013; ZHANG et al., 2015). Observou-se também durante oclusdo
transitoria da artéria cerebral média aumento precoce da transcitose seguido mais tardiamente
de perda das proteinas das jung¢des oclusivas (JIAO et al., 2001; KNOWLAND et al., 2014).
Em modelos experimentais de hipertensao, exceto por observagdes de lesdes no glicocalice no
hipotalamo de SHR (UENO et al., 2004), reducao da expressdao génica de claudinas no cortex
de hipertensos por coarctagdo (MOHAMMED; DEHGHANI, 2014) e perda das jungdes
oclusivas no hipocampo de ratos Dahl sensiveis (PELISH et al., 2013; ZHANG et al., 2015),
ndo hd dados indicando os mecanismos que condicionam o aumento da permeabilidade da
BHE em areas autondmicas. Se pouco se sabe sobre os mecanismos desencadeados pela
hipertensdo, praticamente nada se conhece sobre os mecanismos que determinam a correcao
da funcionalidade da BHE de hipertensos apds o treinamento aerdbio. Apenas em trabalho
anterior (FRAGAS et al., 2021), utilizando a expressao génica e proteica de caveolina-1 como
marcador da transcitose, haviamos sugerido seu envolvimento no transporte através da BHE.

Os dados relativos as alteragdes na ocorréncia de vesiculas transcitdticas € na
expressdo de caveolina-1 (o principal constituinte destas vesiculas) em ratos hipertensos
sedentarios e treinados no presente trabalho vieram confirmar que tanto a lesdo da BHE com
consequente aumento de sua permeabilidade na hipertensdo quanto a normalizacdo de seu
funcionamento apds treinamento aerobio sdo determinados por alteragdes para mais e para

menos, respectivamente, da formacdo de vesiculas transcelulares no endotélio capilar,
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indicando ser a transcitose o principal mecanismo determinante destas alteragdes. Aumentos
da transcitose no PVN de ratos hipertensos (BIANCARDI et al., 2014, BUTTLER et al.,
2017), no coértex cerebral de camundongos submetidos ao acidente vascular cerebral
(KNOWLAND et al., 2014; NAHIRNEY et al., 2016) ¢ em cultura de cé€lulas tratadas com
angiotensina II (GUO et al., 2019) ja haviam sido observados. Confirmamos agora que a
hipertensdo desregula em 4reas autondmicas uma propriedade funcional intrinseca dos
capilares cerebrais em manter um baixo fluxo de vesiculas transcelulares. Adicionalmente
mostramos que o treinamento aerdbio ¢ eficaz em corrigir esta disfuncdo por reduzir e
normalizar a ocorréncia de vesiculas transcelulares mesmo na persisténcia da hipertensdo. Em
trabalho anterior Andreone et al. 2017 ja haviam identificado que a baixa taxa de transcitose
em camundongos intactos era devida a supressao da formagao de vesiculas.

Um achado concordante com o aumento da transcitose € a maior ocorréncia de
vesiculas transcelulares em hipertensos sedentarios assim como com sua normalizagdo apos
reducdo da transcitose induzida pelo treinamento, foi a observa¢dao do aumento significativo
da area ocupada pela célula endotelial nos SHR-S, e, a normalizacdo da mesma observada nos
SHR-T apos o treinamento. Outra observagdo interessante foi a de que enquanto no PVN o
aumento das vesiculas totais/capilar era determinado por aumentos proporcionais das
vesiculas luminais e abluminais, no NTS e RVLM o aumento das vesiculas totais era devido
as vesiculas abluminais. Nos SHR-S vs. Wistar-S, a auséncia de significancia das vesiculas
luminais e abluminais quando normalizadas pelos respectivos perimetros pode ser explicada
pelo aumento do didmetro da luz capilar determinado nos capilares do PVN, NTS e RVLM
pela elevada pressao de perfusdo dos mesmos. Por outro lado, observamos no PVN dos SHR-
T vs. SHR-S redugdo significativa da contagem de vesiculas luminais e abluminais/um
mesmo na persisténcia do aumento do didmetro da luz capilar, indicativo da elevada
eficiéncia do treinamento aerobio em reduzir a ocorréncia das vesiculas transcelulares.

Nossos dados indicaram ainda ndo haver na hipertensdo cronica alteragdo aparente da
ultraestrutura das jungdes oclusivas, sugestiva de inalteracdo do transporte paracelular. As
jungdes oclusivas formadas por clusters de proteinas transmembrana (claudina, ocludina,
molécula de adesdo juncional) conectadas a complexos de adesdo do citoesqueleto (zonula
occludens) e juncdes aderentes basais (VE-caderina PECAM) formam uma barreira
paracelular de alta resisténcia a passagem de moléculas e ions hidrossoliiveis e limitam
sobremaneira a passagem de elementos sanguineos ao parénquima cerebral (DANEMAN;

PRAT, 2015). Em nosso trabalho anterior ja& haviamos observado em ratos hipertensos a
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inalteragdo da expressdo génica de claudina-5, occludina, e zonula occludens-1quando
comparados a seus controles normotensos sugerindo uma possivel auséncia de efeito da
hipertensao sobre a estrutura das jungdes oclusivas (FRAGAS et al., 2021). Auséncia de
alteracdes em jungdes oclusivas foram também relatadas no coértex de SHR (HOM et al.,
2007) e camundongos (NAHIRNEY et al., 2016) portadores de acidente vascular cerebral e
em ratos submetidos a isquemia focal por oclusdo unilateral da artéria cerebral média
(KRUEGER et al., 2013). Em conjunto esses dados reforcam nossa observagcdo de que
permeabilidade da BHE aumentada na hipertensdo ndo indica necessariamente prejuizo do
transporte paracelular por lesdo das jungdes oclusivas.

Outro achado original deste trabalho foi o de que o treinamento aerdbio induziu
marcante aumento na densidade das junc¢des oclusivas e da porcentagem que elas ocupam nas
bordas de contato entre 2 células endoteliais, tanto nos animais hipertensos quanto nos
normotensos, sugestivo da maior presenga de proteinas transmembrana e juncdes aderentes.
Nenhuma informacdo ha na literatura sobre possiveis efeitos do exercicio repetitivo sobre a
estrutura/funcionalidade das juncdes oclusivas. Embora a microscopia eletronica ndo nos
permita identificar os constituintes das juncdes oclusivas, ¢ bem provavel que a claudina-5,
uma proteina essencial a formag¢do da barreira paracelular (DANEMAN; PRAT, 2015), tenha
sua expressdo aumentada, como sugerido por sua expressao génica em trabalho anterior
(FRAGAS et al.,2021). Em camundongos deficientes de claudina-5, Nitta et al. (2003)
mostraram importante perda da seletividade da BHE, o que sugere que o aumento da
densidade das jungdes oclusivas e muito possivelmente da expressdo de claudina-5 induzidos
pelo treinamento sdo acompanhados de maior seletividade da BHE e maior resisténcia
oferecida pelas mesmas ao transporte de substancias hidrossoluveis e elementos sanguineos
pela via paracelular. Esta sugestdo deverd ainda ser confirmada em trabalhos futuros.

Nossos resultados mostraram também que ratos normotensos respondem ao
exercicio repetitivo apenas com reducdes de pequena magnitude na transcitose de areas
autonOmicas, mas aumento significativo da cobertura dos capilares do PVN e NTS pelos
pericitos. Pericitos sdo células perivasculares de origem mesodérmica, cujos processos
alongados envolvem os capilares periféricos e cerebrais, com uma cobertura mais extensa e
pronunciada nestes ultimos. Sabe-se que os pericitos além de sua funcao contratil, regulando o
diametro dos capilares e consequentemente o fluxo sanguineo local (KEANEY; CAMPBELL,
2015), também tém importante papel na manuten¢do da integridade da BHE por participar da

regulacdo da transcitose e induzir a polarizagdo dos poddcitos dos astrécitos que envolvem
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completamente os capilares encefélicos, como comprovado em estudos em camundongos
deficientes em pericitos (ARMULIK et al., 2010; ZHAO; ZLOKOVIC, 2014). Os pericitos,
portanto, mantém a funcionalidade da BHE, a qual estaria facilitada nos normotensos
treinados.

A hipertensdo arterial (exceto pelo RVLM em que observamos uma redugdo de 19%)
ndo alterou a espessura da membrana basal na qual se apoiam as células endoteliais e se
inserem o pericitos. Por sua vez o treinamento aerdbio aumentou em 32% a espessura da
membrana basal apenas nos capilares do NTS dos normotensos treinados. A membrana basal
constituida por laminina, coldgeno, -elastina, fibronectina, proteoglicanos e outras
glicoproteinas propiciam uma barreira adicional para moléculas e substancias atravessarem
antes de acessarem o parénquima cerebral onde se encontram os neuronios. Nao ha na
literatura informagdes sobre possiveis efeitos da hipertensdo e do exercicio repetitivo sobre a
estrutura e a permeabilidade da membrana basal, de forma que a interpretacdo da
funcionalidade de nossos achados depende de estudos futuros.

Observacao importante do presente trabalho foi a de que a normalizacao da transcitose
induzida pelo treinamento aerdbio (e a consequente correcao da permeabilidade da BHE) nos
ratos hipertensos foi acompanhada de melhora substancial no controle autondémico da
circulagdo, como indicado pela redugdo de ambos, atividade simpatica vasomotora ¢ balango
simpato-vagal ao coracdo. De fato, em todas as dareas autondmicas, o numero de
vesiculas/capilar encontrava-se fortemente correlacionada com a permeabilidade da BHE e,
por sua vez, a permeabilidade da BHE correlacionava-se positivamente com a variabilidade
da pressdo arterial e negativamente com a variabilidade da frequéncia cardiaca. Estes
resultados confirmam ser a transcitose através da célula endotelial o principal mecanismo
condicionante tanto da disfuncdo da BHE na hipertensdo quanto de sua restauragdo pelo

treinamento aerobio.
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6 CONCLUSOES

Em conjunto nossos dados experimentais demonstram que em areas de controle
autonOmico tanto a elevada permeabilidade da BHE na hipertensao quanto sua corre¢do pelo
treinamento aerdbio sdo mediados por alteracdes para mais e para menos da transcitose
através da célula endotelial dos capilares encefalicos, sugerindo ser este o principal
mecanismo que modula o funcionamento da BHE nestas condi¢des experimentais. Indicam
ainda serem as alteracdes na transcitose as principais responsaveis pela disfungao autondmica
(transcitose aumentada carreando constituintes plasmaticos ao parénquima cerebral) assim
como por sua correcdo (transcitose normalizada, evitando o acesso de constituintes
plasmaticos que podem interferir com o funcionamento de neurdénios préautondmicos).
Nossos resultados sugerem ainda ndo haver alteracao do transporte paracelular na hipertensao,
indicando ndo ser esta via o fator determinante da disfuncdo da BHE induzida pela
hipertensdo. Por outro lado, o treinamento determina em normotensos e hipertensos aumento
da densidade e da extensdo das jungdes oclusivas e uma maior ocupagdo da borda de contato
entre duas células endoteliais pelas jungdes oclusivas, conferindo maior resisténcia e

seletividade as mesmas.
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Transcytosis within PVN capillaries: a mechanism determining both
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correction

Matheus Garcia Fragas, Vanessa Brito Candido, {©® Gustavo Gastao Davanzo, Carla Rocha-Santos,

Alexandre Ceroni, and © Lisete C. Michelini
Department of Physiology and Biophysics, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, SGo Paulo, Brazil

Abstract

Although hypertension disrupts the blood-brain barrier (BBB) integrity within the paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN)
and increases the leakage into the brain parenchyma, exercise training (T) was shown to correct it. Since there is scarce and
contradictory information on the mechanism(s) determining hypertension-induced BBB deficit and nothing is known about T-
induced improvement, we sought to evaluate the paracellular and transcellular transport across the BBB within the PVN in both
conditions. Spontaneously hypertensive rats (SHR) and WKY submitted to 4-wk aerobic T or sedentary (S) protocol were chroni-
cally catheterized for hemodynamic recordings at rest and intra-arterial administration of dyes (Rhodamine-dextran 70 kDa +
FITC-dextran 10 kDa). Brains were harvesting for FITC leakage examination, gPCR evaluation of different BBB constituents and
protein expression of caveolin-1 and claudin-5, the main markers of transcytosis and paracellular transport, respectively.
Hypertension was characterized by increased arterial pressure and heart rate, augmented sympathetic modulation of heart and
vessels, and reduced cardiac parasympathetic control, marked FITC extravasation into the PVN which was accompanied by
increased caveolin-1 gene and protein expression, without changes in claudin-5 and others tight junctions’ components. SHR-T
vs. SHR-S showed a partial pressure reduction, resting bradycardia, improvement of autonomic control of the circulation simulta-
neously with correction of both FITC leakage and caveolin-1 expression; there was a significant increase in claudin-5 expression.
Caveolin-1 content was strongly correlated with improved autonomic control after exercise. Data indicated that within the PVN
the transcytosis is the main mechanism governing both hypertension-induced BBB leakage, as well as the exercise-induced
correction.

aerobic training; paracellular transport; spontaneously hypertensive rats; tight junctions, transcytotic vesicles

INTRODUCTION

The blood-brain barrier (BBB) is an important regulatory
interface between the central nervous system and the pe-
ripheral circulation. It is a complex structure composed by
endothelial cells laying on the basement membrane and sur-
rounded by pericytes and astrocytes’ endfeet (1, 2). Brain
capillaries opposed to the peripheral ones, exhibit low levels
of transcytotic vesicles (caveolae) and reduced trafficking
across the endothelium (3). The contacts between adjacent
endothelial cells are sealed by the presence of tetraspanning
tight junctions’ proteins that limit the paracellular transport
(4). Both the reduced transcytosis and the presence of tight
junctions ensure the BBB integrity (5).

The BBB is completely formed at the birth (6). Although
the BBB is functionally competent in healthy individuals,
several studies showed that its integrity was compromised in
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the presence of stroke, trauma, neurodegenerative diseases,
dementia, and aging (7-11). BBB dysfunction within the hip-
pocampus and cortex was also shown in hypertensive sub-
jects (12-15). More recently Stern’s group provided evidence
that chronic hypertension courses with BBB breakdown with
access of plasma constituents within the brain parenchyma
of autonomic areas controlling the cardiovascular function
(16, 17). Studies from our laboratory confirmed these findings
showing in addition that the increased BBB leakage within
the paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN), nucleus
tractus solitarii, and rostroventrolateral medulla was strongly
correlated with autonomic dysfunction (18). We also demon-
strated that exercise training was able to reduce leakage and
normalize BBB function while correcting the autonomic dys-
function (18).

Although the effects of hypertension and exercise training
on BBB function have been described, information regarding
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the mechanism(s) conditioning BBB extravasation of plasma
molecules in hypertensive subjects are scarce. In addition,
nothing is known about the effects of exercise on the correction
of BBB function. Therefore, in the present study, we sought to
identify the mechanism(s) determining both the increased
BBB leakage within the PVN of spontaneously hypertensive
rats (SHR) and the restoration of BBB function in the trained
SHR. Age-matched WKY served as controls. Special attention is
given on the mechanisms controlling the transcellular and par-
acellular transport across the capillary endothelium.

METHODS

Animals, Ethical Approval, and Experimental Design

Surgical procedures and experimental protocols were
reviewed and approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee (CEUA 01/2016) in compliance with the
Ethical Principles in Animal Research of the Brazilian
College of Animal Experimentation.

Male SHR and WKY, aged 3 mo, were housed on a 12/12-h
light/dark cycle with free access to standard chow and water
in the Animal Facilities of Department of Physiology &
Biophysics, ICB, University of Sao Paulo. During a 10-day ad-
aptation period, rats were preselected for their ability to walk/
run on a treadmill (0.4-0.8 km/h, 0% grade, Millenium,
Inbramed, Porto Alegre, Brazil). Only active rats were
included in this study. Rats were then submitted to progres-
sive exercise tests to determine maximal individual aerobic
capacity and to allocate rats with identical capacities to
trained (T) and sedentary (S) groups (19, 20). Aerobic training
(50%-60% of maximal exercise capacity, 1 h/day, 5 days/wk)
and S protocols were performed for 4 wk. The volume/dura-
tion of training was based in a previous experiment in which
we observed that 4 wk were enough to reverse the detrimental
effects of chronic hypertension on BBB function (18). At the
end of experimental protocols, SHR and WKY were submitted
again to maximal exercise tests to evaluate their aerobic
capacities. Rats were then anesthetized with acepromazine
(2.5 mg/kg ip, Syntec, Santana de Parnaiba, Sdo Paulo, Brazil)
followed by ketamine (80 mg/kg ip, Fort Dodge Animal
Health, Fort Dodge, IA) + xylazine (12 mg/kg ip, Alcon, Fort
Worth, TX) for catheterization of the femoral artery (21). Rats
were treated with penicillin (24,000 IU/kg im, Pentabiotico
Veterinario, Fontoura Wyeth, Brazil) and ketoprofen (2 mg/kg
sc, Biofarm, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil) and return to their
home cages for recovery.

Functional Measurements

In the following day, 24 h after catheterization and 26-30
h after the last training session, the arterial catheter was con-
nected to the recording system (Power Lab ADInstruments,
Australia, 2,000 Hz of sampling frequency). Resting arterial
pressure (AP) and heart rate (HR) were recorded for 30-40
min in conscious unrestrained rats after the cessation of the
exploratory activity. Time series of systolic AP (SAP) and
pulse interval (PI) were used to evaluate pressure and HR
variabilities at the frequency domain as previously described
(18). Power spectral density for the low frequency (LF, 0.20-
0.75 Hz, indicating sympathetic vasomotor activity and sym-
pathetic + parasympathetic activity to the heart) and the

high frequency (HF, 0.75-3.00 Hz, indicative of the cardiac
vagal activity) and LF/HF ratio to the heart were evaluated.

Analysis of the BBB Integrity

After functional recordings, a subgroup of rats of each ex-
perimental condition was again anesthetized for catheteriza-
tion of the right carotid artery. A mixture of dyes—
fluorescein isothiocyanate dextran 10 kDa (FITC, 10 mg/mL,
Sigma-Aldrich) and rhodamine isothiocyanate dextran 70
kDa (RHO, 10 mg/mL, Sigma-Aldrich), 286 uL/100 g each—
were directly administered into the brain vasculature at slow
rate. Dyes were allowed to recirculate for 20 min (16). Rats
were then deeply anesthetized (overdose of ketamine -+
xylazine 300 mg/kg + 60 mg/kg ip) for brain harvesting im-
mediately after the respiratory arrest. Brains were postfixed
(4% phosphate buffered PFA), cryoprotected (30% sucrose in
0.01 M PBS), and stored until processing.

Sequential coronal PVN slices (30 um, Leica CM1850 cryo-
stat) were collected and mounted as previously described
(18). Slides were examined on a fluorescence microscope
(Leica DMLB, Nussloch, Germany) attached to an ExiBlue
camera (Imaging, Canada); PVN images were identified and
acquired (Image-Pro Plus software, Media Cybernetics). BBB
permeability (evaluated by the capability of small size FITC
dextran to remain within intact capillaries or partially leak
into the brain parenchyma in the presence of compromised
barrier integrity; 16) was quantified within a specific area of
interest (AOI) within the ventromedial subnucleus of the
medial PVN (ImageJ, NIH).

Real-Time PCR Studies

Other subgroup of rats of each experimental condition
were, after the functional measurements, deeply anesthe-
tized and perfused immediately after the respiratory arrest
with sterile PBS for blood removal. Brains were maintained
in dry ice for obtention of hypothalamic slices (Linear Slicer,
PRO7, Japan). Under a magnification lens and using as land-
marks the third ventricle (central position), the median emi-
nence (at the bottom), and the optic tract (laterally), the PVN
was microdissected with a small sharp blade. Tissue was
stored in sterile eppendorfs. Total RNA was extracted using
TRIzol reagent, according to the manufacturer’s instructions
and measured by NanoDrop Spectrophotometer (Nano-Drop
2000, Thermo Fisher Scientific). DNase I was used to digest
DNA and obtain pure RNA, whose integrity was verified by
agarose gel electrophoresis. Total RNA (1 pg/reaction) was used
for first-strand cDNA synthesis as previously described (22).
The samples were subjected to gPCR amplification (7500Real
Time PCR System, Applied Biosystem) using GoTaq qPCR
Master Mix (Promega) assays and specific oligonucleotides cus-
tomized by Invitrogen (Table 1). Hypoxanthine-guanine phos-
phoribosyl transferase (HPRT) was used as the reporter gene
(19). Each sample was analyzed in duplicate. The mRNA
expression data were calculated by cycle threshold (Ct) values
using the AACt method, and the results expressed as fold
increases (22).

Immunofluorescence Assays

Another subgroup of SHR-S, SHR-T, WKY-S, and WKY-T
received after the functional measurements an overdose of
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Table 1. Oligonucleotides used in gPCR assays

Gene Primers Sequence (5'-3) Access Number

Caveolin-1 S: AAATCACAGCCCAGGGAAACC NM_031556
A: TAGAGATGTCCCTCGGAGTCTAC
Claudin-5 S: TTAAGGCACGGGTGGCACTCACG NM_031701.2
A: TTAGACGTAGTTCTTCTTGTCG
Occludin S: TTACGGCTATGGAGGGTACAC NM_031329.2
A: GACGCTGGTAACAAAGATCAC
ZO-1 S: GCTCACCAGGGTCAAAATGT NM_001106266.1
A: GGCTTAAAGCTGGCAGTGTC
Laminin-o2 S: GCCACACGAGACCTGAAAGA XM_017590488.1

A: GGAAGCCATTCCTGAACCCA
S: CCTTTGTGATGCACACCAGC
A: CACTCGATGAATGGGGCACT

Collagen-IVal NM_001135009.1

PDGFRp S: TCTTTGTGCCAGATCCCACG NM_031525.1
A: GTCTGTCACTCGGCATGGAA

Aquaporin-4 S: TGGGAGTCACCACGGTTCATGG NM_012825.4
A: GTCCGTTTGGAATCACAGCTGGC

HPRT S: TTTGCTGACCTGCTGGATTAC NM_012583.2

A: ACTTTTATGTCCCCCGTTGA

HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase; ZO-1,
zonula occludens-1. S and A indicate the sense and antisense
sequences, respectively. Access number identify the gene in the
ncbi.nlm.nih.gov site.

anesthetics and were perfused, immediately after the respi-
ratory arrest, with Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-
8900, Sigma-Aldrich, MS; Daigger Pump, IL), followed by the
fixative (4% PFA in 0.1 M PBS), as previously described (23).
To evaluate whether previous experimental maneuvers
could interfere with protein expression levels, a fourth

subgroup of rats of each experimental condition were not
submitted to arterial cannulation. Rats were euthanized
and brains perfused after the completion of T and S
protocols.

Brains were removed, postfixed (4% PFA 0.1 M for 48 h),
cryoprotected (0.1 M Tris-PBS containing sucrose for 48 h),
and stored at 4°C until processing (23). Coronal sections of
the hypothalamus interesting the PVN (1.7 up to 2.2 mm)
caudal to the Bregma (24) were collected in tissue culture
wells with 0.01 M PBS at 4°C. Slices were pretreated for 15
min with 1% sodium borohydride (Sigma-Aldrich, MS) in 0.1
M PBS and then treated for 30 min with a solution contain-
ing 1% hydrogen peroxide and 10% Methanol (Synth,
Diadema, Sdo Paulo, Brazil) in 0.1 M PBS. After five washes
of 5 min each with PBS 0.1 M, slices were blocked with 0.3%
Triton X-100 (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brazil) in 3% don-
key serum (Jackson ImmunoResearch) for 1 h. PVN sections
suspended in 0.3% Triton X-100 and 3% donkey serum were
incubated with a mixture of primary antibodies [monoclonal
mouse anti-endothelial cell, RECA-1 (Abcam, Cambridge,
UK, 1:800 dilution) + polyclonal rabbit caveolin-1 (Cell
Signaling, Danvers, MA, 1:100 dilution)] for 48 h at 4°C.
Double immunofluorescence reactions were also made
with RECA-1, 1:800 dilution + polyclonal rabbit claudin-5
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 1:100 dilution).
After incubation with primary antibodies, tissues were
washed with 0.1 M PBS and submitted to 1 h incubation at
room temperature with secondary antibodies anti-mouse
Alexa Fluor 594 and anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Jackson
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Figure 1. Training-induced changes on treadmill performance (A), resting mean arterial pressure (B), SAP variability (C), and sympathetic vasomotor activ-
ity (LF-SAP, D) in spontaneously hypertensive (SHR) and normotensive controls (WKY) submitted to training (T) or sedentary (S) protocols. Comparisons
made by ANOVA with repeated measurements [A: F(5,52) = 36.7, P < 0.001] and two-way factorial ANOVA (bar graphs): B: group F(1,52) =110.0, P <
0.001, condition F(1,52) = 5.54, P=0.022, interaction F(1,52) = 5.93, P = 0.018; C: group F(1,52) = 32.34, P < 0.001, condition F(1,52) = 3.71, P= 0.059, inter-
action F(1,52) = 2.13, P = 0.150; D: group F(1,52) = 78.43, P < 0.001, condition F(1,52) = 5.18, P = 0.027, interaction F(1,52) = 4.34, P = 0.042. Significances
(P < 0.05) are #vs. week 0; *vs. respective WKY group; tvs. respective S control. LF, low frequency; SAP, systolic arterial pressure.
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ImmunoResearch, 1:500 dilution for each). Tissues were
submitted to three 5-min 0.1 M PBS washes and mounted
in gelatinized slides.

PVN sections were carefully examined in a fluorescence
microscopy (Axioimager Al Zeiss, Munchen, Germany).
Images were acquired with identical acquisition settings.
The immunofluorescence signal was measured into the
ventromedial subnucleus of the medial PVN (same specific
AOI). The calculation of background intensity, the thresh-
old setting, and the quantification of the immunoreactiv-
ity were made as previously described (23). Imaging
analysis was performed with ImageJ software (NIH) and
expressed as percent area occupied by the thresholded signal/
total AOI area. Values of several slices were averaged to yield
a mean PVN value/rat. Selected PVN slices were reexamined
with a Zeiss LSM780-NLO confocal microscope (Wetzlar,
Germany) of the Core Facilities of Biomedical Sciences
Institute, as previously described (25).

Statistical Analysis

Data were expressed as means *= SE. All results were sub-
mitted to homogeneity variance test (Shapiro-Wilk). The
treadmill performance during T and S protocols was ana-
lyzed by two-way ANOVA with repeated measurements
(time). Differences in functional measurements, BBB perme-
ability, and gene and protein expression between groups and
conditions were analyzed by two-way factorial ANOVA.
Tukey was the post hoc test. Correlation analyzes used the
Pearson’s statistics. All analyzes were performed using the

GraphPad Prism 8 software. Differences were considered sig-
nificant at P < 0.05.

RESULTS

Treadmill Performance and Functional Data

Since the beginning and during the experimental proto-
cols, SHR exhibited better treadmill performance than re-
spective age-matched controls (Fig. 14). There was in both
trained groups, a significant and similar increase in velocity
attained after 4 wk of daily exercise. Sedentary groups
showed no change (WKY-S) or small decrease (SHR-S) in the
treadmill performance. At the end of protocols, mean arterial
pressure (MAP; +1.6-fold), SAP variability (+ 2.6-fold), and
vasomotor sympathetic activity (LF-SAP, + 7.2-fold) were
markedly increased in SHR-S versus WKY-S; in contrast,
they were significantly reduced in SHR-T versus SHR-S (Fig.
1, B-D). No changes were observed in WKY-T versus WKY-S.
SHR-S showed higher resting HR ( + 8.4% versus WKY-S, Fig.
2A) that was accompanied by elevated sympathetic and
reduced parasympathetic activities (+132% and —55%, for
LF-PI and HF-PI, respectively, Fig. 2, C and D) and by a 58%
decrease in PI variability (Fig. 2B). When compared with
SHR-S, SHR-T exhibited a trend to reduce sympathetic
and increase parasympathetic modulation, thus showing a
near normal sympathovagal balance to the heart (LF/HF
ratio, Fig. 2E). These adaptive responses contributed to
both the great increase in PI variability and the significant
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Figure 2. Training-induced changes on resting heart rate (A), Pl variability (B), sympathetic (C, LF-PIl), and parasympathetic (D, HF-PI) activities and sympa-
thovagal balance (E, LF/HF ratio) to the heart in spontaneously hypertensive (SHR) and normotensive controls (WKY) submitted to training (T) or seden-
tary (S) protocols. Comparisons made by two-way factorial ANOVA. A: group F(1,52) = 15.73, P < 0.001, condition F(1,52) = 63.35, P < 0.001, interaction
F(1,52) =13.06, P < 0.001; B: group F(1,48) = 8.83, P = 0.005, condition F(1,48) = 1.91, P = 0.174, interaction F(1,48) = 10.44, P = 0.002; C: group F(1,48) =
7.74, P = 0.008, condition F(1,48) = 0.95, P = 0.335, interaction F(1,48) = 3.26, P = 0.078; D: group F(1,48) = 10.43, P = 0.002, condition F(1,48) = 0.23, P =
0.632, interaction F(1,48) = 2.89, P = 0.094; E: group F(1,48) = 7.73, P = 0.008, condition F(1,48) = 1.02, P = 0.318, interaction F(1,48) = 5.55, P = 0.023.
Significances (P < 0.05) are *vs. respective WKY group; tvs. respective S control. HF, high frequency; LF, low frequency; PI, pulse interval.
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Figure 3. A: PVN images showing the capillary profile (Rhodamine-70kDa, red), the FITC-10kDa leakage (green) into the brain parenchyma, and the
colocalization of both inside capillaries (white) in spontaneously hypertensive (SHR) and normotensive control (WKY) submitted to training (T) or seden-
tary (S) protocols. Scale bars = 50 um. B: bar graph comparing FITC leakage into brain parenchyma in the 4 experimental groups. Values are the means
of 4—6 PVN slices/rat, 3 rats/group. Comparisons made by two-way factorial ANOVA. B: group F(1,8) = 32.43, P < 0.001, condition F(1,8) = 14.56, P =
0.005, interaction F(1,8) = 16.77, P = 0.003. Significances (P < 0.05) are *vs. respective WKY group; tvs. respective S control. PVN, paraventricular nu-

cleus of hypothalamus.

HR decrease observed in SHR-T (+102% and —12%,
respectively, Fig. 2, A and B). Only small not significant
changes on PI variability and respective spectral compo-
nents were observed in WKY-T versus WKY-S but training

Table 2. Gene expression of the various constituents of
BBB within the PVN of normotensive (WKY) and sponta-
neously hypertensive rats (SHR) submitted to aerobic
training (T) or kept sedentary (S) for 4 wk

mRNA (Fold Change) WKY-S WKY-T SHR-S SHR-T
Caveolin-1 173+0.25 115+0.24 246+0.37 1.05+0.20t
Claudin-5 0.98+0.19 0.73+0.06 1.08+0.07 0.76+0.06
Occludin 1.04+0.22 0.82+0.11 122+0.19 1.00+0.06
Zonula Occludens-1 1.09+0.28 0.88+0.05 110+£0.12 0.90+0.09
Laminin-o2 1.04+0.11 0.89+0.12 0.98+0.09 0.58+0.10
Collagen-IVal 1.05+£0.08 0.69+0.24 1.43+0.21 0.92+0.13
PDGFRp 113+0.22 0.89+0.12 1.23+0.21 0.91+£0.06
Aquaporin-4 1.26+0.34 1.00+0.13 1.09+0.11 1.22+0.12

Values are means * SE of 7 or 8 rats/group. Comparisons made by
two-way factorial ANOVA. Caveolin-1: group F(1,26)=2.20, P = 0.151,
condition F(1,26)=9.48, P = 0.005, interaction F(1,26)=4.27, P = 0.048;
Claudin-5: group F(1,26)=0.56, P = 0.461, condition F(1,26)=0.59, P =
0.445, interaction F(1,26)=0.94, P = 0.341; Occludin: group F(1,26) =
0.01, P = 0.961, condition F(1,26) = 0.25, P = 0.622, interaction
F(1,26) = 5.56, P = 0.025; Zonula Occludens-1: group F(1,26) = 0.26, P =
0.617, condition F(1,26) = 3.16, P = 0.086, interaction F(1,26) = 0.11, P =
0.746; Laminin-o2: group F(1,26) = 1.95, P = 0.174, condition
F(1,26) = 8.85, P = 0.006, interaction F(1,26) = 0.84, P = 0.369;
Collagen-1Vul: group F(1,26) = 2.80, P = 0.108, condition F(1,26) =
5.72, P = 0.025, interaction F(1,26) = 0.14, P = 0.710; PDGFR}S:
group F(1,26) = 0.27, P = 0.596, condition F(1,26) = 5.73, P = 0.024,
interaction F(1,26)=0.11, P = 0.738; Aquaporin-4: group F(1,26) = 0.31,
P = 0.580, condition F(1,26) = 1.30, P = 0.264, interaction F(1,26) =
0.07, P = 0.796. BBB, blood-brain barrier.

still caused a significant resting HR reduction (-5% in
WKY-T, Fig. 2A).

Hypertension- and Training-Induced Changes on BBB
Permeability

After the functional recordings, rats were anesthetized
to evaluate BBB permeability. Hypertension was charac-
terized by a huge leakage of FITC-dextran 10 kKD within
the PVN (11.7 £2.4%, a 3-fold increase over WKY-S values,
Fig. 3, A and B). In contrast, aerobic training markedly
reduced and normalized FITC leakage into the brain pa-
renchyma of the SHR-T, thus correcting BBB dysfunction.
No significant changes were observed in the WKY-T ver-
sus WKY-S.

To uncover the mechanisms conditioning hypertension-
and exercise-induced changes, next we analyzed gene
expression of different constituents of the BBB. Except for
the caveolin-1 mRNA expression, in which the significant
condition factor interacts with the group factor with a signif-
icant reduction in SHR-T versus SHR-S, hypertension did
not change gene expression (Table 2). Exercise training
caused, in both groups, only mild reductions in laminin-o2
and collagen-IVal (major components of the basement mem-
brane) and PDGFR (a marker of pericytes) mRNA expres-
sion in which the condition factor attained significance
(Table 2). Occludin mRNA expression showed a significant
group-condition interaction but no significant differences
between the four subgroups. Neither hypertension nor aero-
bic training affected gene expression of claudin-5 and zonula
occludens-1, constituents of the tight junctions’ structure
(Table 2). Also, aquaporin-4 mRNA expression, a marker of
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Figure 4. A: confocal images showing the expression of caveolin-1 (green) within PVN capillaries (RECA-1, red) and the colocalization of both (yellow) in
sedentary (S) and trained (T) normotensive (WKY) and spontaneously hypertensive (SHR) rats. Scale bars = 20 um. B: bar graph comparing the immuno-
fluorescence of caveolin-1in the 4 experimental groups. Values are the means of 4—6 PVN slices/rat, 4 rats/group. Comparisons made by two-way facto-
rial ANOVA. B: group F(1,12) = 3.42, P = 0.089, condition F(1,12) = 9.01, P = 0.011, interaction F(1,12) = 5.62, P = 0.035. Significances (P < 0.05) are *vs.
respective WKY group; tvs. respective S control. PVN, paraventricular nucleus of hypothalamus.

astrocytes’ endfeet, was not changed by hypertension and
exercise (Table 2).

Knowing that transcellular vesicles and paracellular space
are the main pathways for substances’ transport across the
BBB and to confirm our leakage and gene expression data,
we analyzed the effects of hypertension and exercise training
on protein expression of vesicles and tight junctions’ constit-
uents. Caveolin-1 was used as a marker of transcytosis. It is
the main component of transcellular vesicles’ membrane,
whose oligomerization is necessary for the expansion of cav-
eolar invaginations and the formation of caveolar endocytic
vesicles (26, 27). Since claudin-5, an integral membrane pro-
tein that composes tight junctions’ strands, is the major
physical barrier for preventing small solutes and water per-
meation through the space between adjacent endothelial
cells (4, 28), it was used as a surrogate of the paracellular
transport.

Within PVN capillaries (marked by RECA-1 antibody),
caveolin-1 immunofluorescence staining was signifi-
cantly higher in SHR-S (14.40 £1.45% area, an increase of
41% when compared with WKY-S, Fig. 4, A and B).
Importantly, aerobic training was highly effective to
reduce and normalize caveolin-1 immunoreactivity in the
SHR-T group. We observed that exercise training only
caused a small not significant reduction on caveolin-1im-
munoreactivity in normotensive rats (Fig. 4B). Claudin-5

immunofluorescence was exceedingly small in SHR-S
(0.032+0.006% area) and similar to that observed in
WKY-S controls (Fig. 5, A and B). Unexpectedly, SHR-T
rats exhibited a significant increase in claudin-5 content
within PVN capillaries (0.160 + 0.031% area, Fig. 5, A and
B). There was only a small not significant increase in
claudin-5 expression in WKY-T versus WKY-S group.

Within the PVN, BBB Caveolin-1 Correlates with
Sympathetic Activity to Heart and Vessels

In a previous paper, we reported in SHR a strong relation-
ship between training-induced reduction in BBB permeabil-
ity and improved autonomic function after exercise (18). To
further evaluate this relationship and to investigate whether
transcytosis changes across the BBB do contribute to the
amelioration of autonomic function, we correlated changes
in caveolin-1 immunoreactivity with SAP and PI variabilities
and their spectral components. Training-induced reduction
in caveolin-1 content within the BBB was positively corre-
lated with both reduced SAP variability and reduced LF-SAP
only in the SHR groups (Fig. 6, B and C). In contrast, reduced
caveolin-1 immunoreactivity in SHR was correlated with
increased PI variability and reduced LF/HF ratio (Fig. 6, E
and F). Caveolin-1 content changes were also positively cor-
related with resting HR values (Fig. 6D) but not with baseline
MAP levels (Fig. 6A).
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Figure 5. A: confocal images showing the expression of claudin-5 (green) within PVN capillaries (RECA-1, red) and the colocalization of both (yellow) in
sedentary (S) and trained (T) spontaneously hypertensive rats (SHR). Scale bars = 20 um. B: bar graph comparing the immunofluorescence of claudin-5
in the 4 experimental groups. Values are the means of 4—6 PVN slices/rat, 4 rats/group. Comparisons made by two-way factorial ANOVA. B: group F
(1,12) =10.28, P = 0.007, condition F(1,12) =19.12, P < 0.001, interaction F(1,12) = 9.55, P = 0.009. Significances (P < 0.05) are *vs. respective WKY group;

tvs. respective S control. PVN, paraventricular nucleus of hypothalamus.

DISCUSSION

The present set of data confirmed previous observations
that hypertension was accompanied by BBB dysfunction
within the PVN (16-18) and that exercise training was highly
effective to correct it (18). In addition, several new observa-
tions were made. The original findings are as follow: 1) the
increased BBB leakage in hypertension is accompanied by
augmented caveolin-1 gene and protein expression without
changing gene and protein expression of claudin-5, a protein
that composes tight junctions’ strands; 2) exercise training
decreases BBB leakage in SHR and normalizes its function
by markedly reducing caveolin-1 content; 3) reduced BBB
expression of caveolin-1 (an important marker of transcytosis)
within the PVN is strongly correlated with the amelioration of
autonomic function in trained SHR; 4) SHR-T also exhibits
increased claudin-5 expression indicative of strengthened
tight junctions; 5) increased and decreased transcytosis across
the BBB (with unchanged paracellular transport) are the main
determinants of autonomic deficits in hypertension and train-
ing-induced benefits, respectively.

It is well known that the BBB acts as a selective barrier
between the systemic circulation and the central nervous sys-
tem restricting the entrance of circulating substances into the
brain parenchyma (1, 2). Not only the presence of high-resist-
ance tight junctions in between the borders of endothelial
cells blocks the paracellular transport of hydrosoluble

substances, but also the transcytosis across the endothelial
cell is kept in exceptionally low levels (3, 5, 29). Therefore, the
presence of an intact BBB maintains a normal extracellular
milieu with no leakage of plasma substances within the brain
parenchyma. It is also known that stroke, trauma, and other
neurodegenerative diseases (7-11), as well as chronic hyper-
tension (16-18), exhibit a marked leakage of plasma substan-
ces within several brain areas. There are scarce and
conflicting information regarding the mechanism(s) condi-
tioning the transport across the BBB: although no evidence of
structural tight junctions’ disruption was reported in stroke
(9), disrupted membrane distribution of tight junction pro-
teins was observed in the hippocampus and cortex, as well as
human endothelial cell culture (14, 30, 31). In transient middle
cerebral artery occlusion, a bimodal increase in BBB perme-
ability was determined by early transcytosis followed by a late
loss of tight junctions’ proteins (32, 33). In experimental mod-
els of hypertension, except for observations on damaged gly-
cocalyx within the hypothalamus of the SHR (15), claudins’
mRNA reduction into the cortex of coarcted hypertensive rats
(34), and loss of tight junctions within the hippocampus in
Dahl-salt hypertension (14, 31), there was no data indicating
the mechanisms conditioning increased BBB permeability
into the autonomic areas.

The present set of data indicated that the intense PVN
BBB leakage in the chronic phase of hypertension was due to
augmented transcellular transport across the endothelial
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Figure 6. Correlations between PVN caveolin-1 immunoreactivity and autonomic parameters in sedentary and trained spontaneously hypertensive rats
(SHR) and normotensive controls (WKY). Correlations with resting values of mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) are also shown. Regression
equations, correlation coefficients, and P values are as follows. A: Cav-1 x MAP: Yyky = —1.37x + 107, r = —0.285, P = 0.494; Ygr = 2.91x +111, r =
0.479, P =0.230; B: Cav-1 x SAP variability: Yywky = 4.55x — 25, r=0.668, P = 0.070; Ysur = 9.55x — 61, r=0.846, P = 0.008; C: Cav-1 x LF-PAS: Yy =
—0.15x + 3,r=-0.223, P=0.595; Ysur = 2.67x — 21, r = 0.804, P = 0.016; D: Cav-1 x HR: Y\yky = 2.50x + 289, r=0.327, P=0.429; Ysr = 6.56x +
249,r=0.664, P=0.017; E: Cav-1 x Pl variability: Yywky = —3.40x + 103, r=—-0.213, P=0.613; Ysur = —5.89x + 137,r=—0.718, P = 0.045; F: Cav-1 x LF/
HF ratio: Yywky = 0.01x + 0.21,r=0.132, P = 0.755; Ysur = 0.05x — 0.15, r = 0.894, P = 0.003. Cav-1, caveolin-1; HF, high frequency; LF, low frequency; PI,
pulse interval PVN, paraventricular nucleus of hypothalamus; SAP, systolic arterial pressure.

cell, as indicated by the increased caveolin-1 gene and pro-
tein expression within brain capillaries of the SHR-S. This
finding suggests that hypertension deregulates an intrinsic
functional property of autonomic brain capillaries for main-
taining a low transcellular vesicles traffic. Indeed, Andreone
et al. (3) identified in intact mice that the low rate of transcy-
tosis, due to suppression of both caveolin-1 and caveolae for-
mation, is a unique property of brain endothelial cells
relative to peripheral endothelial cells to maintain BBB in-
tegrity under normal conditions. Increased transcytosis fol-
lowing stroke in mice was also observed within the cortex
(33, 35) and in cell culture treated with angiotensin II (30).
Our data also showed that claudin-5, occludin, and zonula
occludens-1 (ZO-1) mRNA expression, as well as claudin-5
protein immunoreactivity, were not altered in SHR-S versus
age-matched controls, suggesting that tight junctions, and
therefore the paracellular transport, remained intact within
the PVN of chronic hypertensive rats. Unaffected capillary
tight junctions’ proteins were also observed in the cortex of
both SHR (36) and mice (35) submitted to stroke, in the stria-
tum of obese mice after the transient middle cerebral artery
occlusion (37) and in cell culture (38).

An important original observation of this study was the
training-induced reduction in PVN leakage, which was due
to a marked reduction in caveolin-1 gene and protein expres-
sion in SHR-T to a level like that of WKY groups. This finding

indicates that correction of hypertension-induced BBB dys-
function was also mediated by changes in transcytosis. It
should be noted that the normal transcellular transport in
SHR-T was achieved even in the presence of elevated blood
pressure levels. We also observed that exercise training not
only maintained tight junctions’ integrity, but also increased
claudin-5 protein expression, a structural BBB component
that plays an essential regulatory role in paracellular perme-
ability to small molecules. Indeed, in claudin-5-deficient
mice, Nitta et al. (28) observed that blood vessels morphol-
ogy was not altered but BBB selectivity to molecules smaller
than 800 Da was largely compromised. The increased clau-
din-5 expression within the BBB could be an additional fac-
tor to augment its selectivity to hydrosoluble substances of
low molecular weight while maintaining the structural integ-
rity of tight junctions in the SHR-T.

Importantly, exercise-induced normalization of transcyto-
sis (with the consequent correction of BBB function) in hy-
pertensive rats was accompanied by improved autonomic
control of the circulation, as indicated by the reduced sym-
pathetic vasomotor activity and sympathovagal balance to
the heart. Indeed, both LF-SAP and LF/HF ratio, as well as
SAP variability, were largely reduced in the presence of
decreased caveolin-1 content within PVN capillaries, with
strong positive correlations between them. Reduced caveo-
lin-1 expression was also accompanied by increased PI
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variability. These results indicate that restauration of BBB
function in exercised SHR improves PVN perfusion, a crucial
event for normal neuronal activity and autonomic informa-
tion processing.

Conclusions

The increased BBB permeability in SHR-S simultane-
ously with increased caveolin-1 expression, the reduced
BBB leakage in SHR-T simultaneously with reduced caveo-
lin-1 content, and the strong correlations between SHR’s
caveolin-1 immunostaining with several autonomic pa-
rameters suggested that transcytotic vesicles’ change (as
indicated by caveolin-1 expression) is one important
mechanism conditioning BBB dysfunction in hyperten-
sion as well as its correction by exercise training. Indeed,
augmented caveolin-1 content in hypertension favors the
formation of transcellular vesicles and increases transcel-
lular transport, whereas exercise training normalizes both.
Exercise-induced increase in claudin-5 expression also
pointed out to strengthened tight junctions in SHR-T.

Perspectives and Significance

The present set of data revealed that hypertension-
induced BBB leakage within the PVN and the consequent
unbalance of sympathetic/parasympathetic control of the
circulation could be promptly corrected by exercise training.
Although our data on caveolin expression should be con-
firmed by vesicles’ counting, the positive correlations
obtained and previous observations that, in the presence of
BBB leakage, plasma angiotensin II permeates the brain
parenchyma and augment sympathetic outflow (16, 18)
strongly suggest the involvement of absorptive transcytosis.
Importantly, these deleterious hypertension-induced effects
are promptly corrected by exercise training, even it did not
normalize blood pressure level. Indeed, training-induced
improvement of the autonomic control increases heart rate
variability and reduces pressure variability, therefore mini-
mizing the main stimuli for end-organ damage, a decisive
risk factor in hypertension. These findings are of great im-
portance and uncover an easy way—the aerobic exercise—to
normalize BBB function and improve the perfusion within
the PVN whose neuronal activity is crucial for autonomic in-
formation processing. The results of this study do support
the prescription of moderate aerobic training to hyperten-
sive individuals.
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