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RESUMO

Fragas MG. Efeitos da hipertensao e do treinamento aerdbio sobre a expressdo de diferentes
componentes da barreira hematoencefélica. [Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias —
Fisiologia humana) ]. Sdo Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas. Universidade de Séo
Paulo; 2018.

A hipertensdo arterial cursa com disfungédo autondmica e lesdo da barreira hematoencefalica
(BHE) em éreas de controle autondmico. Demonstramos recentemente que o treinamento
aerdbio corrige a lesdo da BHE, e a disfungdo autonémica, a qual se encontra correlacionada
com a integridade da BHE observada nos hipertensos treinados. O objetivo deste trabalho é
avaliar a expressao génica e proteica de componentes da BHE envolvidos na mediacdo das
respostas cardiovasculares a hipertensdo e ao treinamento aerébio (T). Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e seus controles normotensos (WKY) (250-3009)
foram submetidos ao protocolo de T em esteira ou mantido sedentarios (S) por 4 semanas.
Ao final do T os animais dos grupos experimentais foram canulados para aquisicao das
varidveis hemodindmicas. A seguir procedeu-se a infusdo intra-arterial de 2 corantes
(Rodamina-d, 70 KD, e FITC-d,10 KD) e 20 min apds os encéfalos foram coletados para
realizacdo de ensaios de fluorescéncia no Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN).
Outros ratos dos grupos experimentais foram perfundidos com salina via transcardiaca e
realizada a microdisseccdo do PVN. O mRNA foi extraido e sua concentragdo de foi
analisada pela técnica de RT-PCR. Para investigar os efeitos da hipertensdo e do T nos
componentes da BHE, foram utilizados os seguintes primers: Occludina, Claudina-5,
Z6nula Ocludens 1 (proteinas da juncdo oclusiva), Caveolina-1 (indicador de transporte
transcelular), Laminina alfa 1 e Colageno 4 (componentes da membrana basal), PDGFRf
(marcador de pericitos)e Aquaporina-4 (indicador de poddcitos de astrocitos), todos eles
normalizados para 0 HPRT enddgeno. Os dados de PCR em tempo real foram quantificados
pelo método 2AACT. Além disso, outros ratos dos mesmos grupos experimentais foram
perfundidos com paraformaldeido 4% para a fixa¢&o do encéfalo. O tecido foi crioprotegido
e seccionado em criostato, 30 um, os cortes foram incubados em anticorpos primarios
(Reca-1(marcador endotelial), Claudina-5, Caveolina-1, PDGFRp e Aquaporina-4) e
secundarios (Alexa Fldor 488 e 594), e sua quantificacdo no PVN foi realizada através da
densidade integrada. N&o foi observada diferenca na pressdo arterial entre os grupos T e S,
porém, houve bradicardia de repouso nos animais T (SHR-T:317+3 e WKY-T:308+2)
comparados com os animais S (SHR-S: 344+4 e WKY-S: 323+3). A permeabilidade da
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BHE foi reduzida e normalizada pelo T nos animais hipertensos (SHR-S: 13,6+1,2% e
SHR-T: 3,8+£0,4%; WKY-S: 3,9+0,2% e WKY-T: 4,1+0,16%). N&o houve diferengas na
expressdo génica de proteinas das juncbes oclusivas e da membrana basal, PDGFRp e
Aquaporina-4 entre os T e S, mas a expressdo proteica de claudina-5 e de PDGFRp
encontravam-se aumentadas nos SHR-T vs. SHR-S. A expressdo génica e proteica de
Caveolina-1 aumentada nos SHR-S vs. WKY-S, foi normalizada pelo T. Concluséo:
Nossos dados sugerem que 0 aumento da permeabilidade da BHE no PVN de hipertensos é
devido ao aumento de transcitose, identificada pela elevada expressdo de Caveolina-1, sem
alteracBes no transporte paracelular. Por sua vez e que o treinamento aerobio reverte esta
permeabilidade ao reduzir o transporte transcelular além de intensificar a funcéo de barreira

pela elevada expressdo de claudina-5 e dos poddcitos dos astrocitos.

Palavras chave: ratos espontaneamente hipertensos, barreira hematoencefélica,

transcitose, treinamento aerobio, hipotalamo.



ABSTRACT

Fragas MG. Effects of hypertension and aerobic training on the expression / activity of
different components of the blood-brain barrier. [Masters Thesis (Master of Science -
Human Physiology)]. Sao Paulo. Institute of Biomedical Sciences. University of Sao Paulo;
2018.

The arterial hypertension courses with autonomic dysfunction and Blood Brain Barrier
(BBB) damage in areas of autonomic control. We recently demonstrated that aerobic
training corrects the damage to the BBB, and autonomic dysfunction, which is correlated
with the integrity of the BBB observed in hypertensive trained. The objective of this work
is to evaluate the gene and protein expression of BBB components involved in mediating
cardiovascular responses to hypertension and aerobic training (T). Spontaneously
hypertensive rats (SHR) and their normotensive controls (WKY) (250-300g) were
submitted to treadmill protocol or maintained sedentary (S) for 4 weeks. At the end of the
T, the animals of the experimental groups were cannulated to acquire the hemodynamic
variables. Intra-arterial infusion of 2 dyes (Rhodamine-d, 70 KD, and FITC-d, 10 KD) and
20 min after the brain were collected for fluorescence assays in the Paraventricular Nucleus
of hypothalamus (PVN). Other rats from the experimental groups were perfused with
transcardiac saline and the microdissection of PVN was performed. The mRNA was
extracted and its concentration was analyzed by the RT-PCR technique. To investigate the
effects of hypertension and T in the BBB components, the following primers were used:
Occludin, Claudine-5, Zonula Ocludens 1 (tight junction proteins), Caveolina-1 (indicator
of transcellular transport), Laminin alfa 1 and Collagen 4 (basement membrane
components), PDGFRp (pericyte marker) and Aquaporin-4 (astrocyte podocyte indicator),
all standardized for endogenous HPRT. Real-time PCR data were quantified by the method
2AACT. In addition, other rats from the same experimental groups were perfused with 4%
paraformaldehyde for fixation of the brain. The tissue was cryoprotected and cross-
sectioned, 30 um, sections were incubated on primary (Reca-1 (endothelial marker),
Claudin-5, Caveolin-1, PDGFRp and Aquaporin-4) and secondary antibodies (Alexa Fluor
488 and 594), and its quantification in PVN was performed through the integrated density.
There was no difference in blood pressure between the T and S groups, but there was resting
bradycardia in the T animals (SHR-T: 317 £ 3 and WKY-T: 308 + 2) compared to S animals
(SHR-S: 344 + 4 and WKY-S: 323 + 3). The permeability of BBB was reduced and
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normalized by T in hypertensive animals (SHR-S: 13.6 + 1.2% and SHR-T: 3.8 = 0.4%;
WKY-S: 3.9 £ 0, 2% and WKY-T: 4.1 £ 0.16%). No differences were observed in gene
expression of tight junctions and basement membrane proteins, PDGFRf and Aquaporin-4
between T and S, but protein expression of claudin-5 and PDGFR[ were augmented in
SHR-T vs. SHR-S. Gene and protein expression of Caveolin-1, increased in the SHR-S vs.
WKY-S, were normalized by T. Conclusion: Our data suggest that increased BBB
permeability within the PVN of hypertensive individuals is due to increased transcytosis
identified by increased expression of Caveolin-1, without changes in paracellular transport.
In contrast, aerobic training reverses and normalizes BBB permeability by reducing
transcellular transport, in addition to intensify barrier function by the increased expression

of claudin-5 and astrocytes’ endfeet.

Key-words: spontaneously hypertensive rats, blood-brain barrier aerobic training,

transcytosis, hypothalamus.
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1. Introducéao

A BHE ¢ uma interface regulatoria que separa a circulacéo periférica do SNC, é de
fundamental importancia para a homeostase do SNC. E formada por um sistema celular
complexo composto por células endoteliais, membrana basal, pericitos e pelos poddcitos dos
astrocitos que recobrem a vasculatura (2-5). Diferente dos capilares periféricos, os capilares
encefalicos com BHE functional se caracterizam por ndo possuir fenestras, baixa atividade
pinocitica e células endoteliais com a presenca de jungdes oclusivas de alta resisténcia entre as
células. As células endoteliais e as juncdes oclusivas entre as células endoteliais formam uma
barreira fisica que bloqueia o transporte paracelular, permitindo apenas o transporte transcelular
entre o capilar e o intersticio através de transportadores especificos (3). As juncGes oclusivas
sdo formadas por trés proteinas integrais transmembrana — a Claudina-5, a Ocludina e as
moléculas de adesdo juncional (JAMSs), bem como proteinas citoplasmaticas acessorias (Zonula
ocludens), estas ligam as proteinas de membrana a actina (proteina primaria do citoesqueleto)
mantendo a estrutura e integridade funcional do endotélio (6,7).

Pequenas moléculas lipossoltveis como o 6xido nitrico e 0s gases sanguineos como
oxigénio e dioxido de carbono idealmente difundem-se facilmente pela BHE. Por outro lado,
nutrientes essenciais ao metabolismo celular como a glicose, aminoacidos e ions sdo captados
por transportadores especificos inseridos na membrana celular, as quais sdo responsaveis pelo
transporte de nutrientes (GLUT1, NaK-ATPase, NaKCl-cotransportador, receptor de insulina
entre outros), como também pela remoc¢éo de produtos do metabolismo celular (Glicoproteina-
P) (3,8-11)

As fungdes da BHE encontram-se bastante prejudicadas na hipertenséo arterial (12).
Sabe-se que a desregulacdo do fluxo sanguineo cerebral e trocas anormais através da barreira,
decorrentes da hipertensao, podem resultar na sua lesdo e/ou rompimento (9,13). A abertura da
BHE, por sua vez, é critica no desenvolvimento e progressao de varias doencas que afetam o
SNC como o acidente vascular cerebral, a doenca de Alzheimer e de Parkinson, Diabetes
Mellitus do tipo 2, Esclerose Mdltipla entre outras (6,8,14—16)

Os mecanismos atraves dos quais a hipertensao afeta o funcionamento da BHE ainda
ndo sdo completamente conhecidos e muitas questfes permanecem em aberto (13,17,18). Sabe-
se, porém, que a disfuncdo endotelial induzida por modelos de hipertenséo cronica pode destruir
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as juncBes oclusivas, sendo responsavel pelo aumento da permeabilidade na BHE e seu
consequente rompimento (6). Foi também demonstrado que a angiotensina 1l (ANG IlI, o
principal efetor do SRA), via receptores AT1, tem papel importante nesta patologia, modulando
diretamente a funcéo das células endoteliais da BHE e alterando a sua permeabilidade (9,19,20)

Trabalhos recentes mostraram que a infusdo subcutanea prolongada de ANG I,
mesmo em doses subpressoras, causa inflamacdo dos vasos cerebrais, levando a adesdo
leucocitaria e estresse oxidativo, 0s quais encontravam-se associados a aumento na
permeabilidade da BHE (13,21). Foi também demonstrado que a inibi¢do dos receptores AT1
blogueia 0 aumento da permeabilidade celular e reduz o edema cerebral relacionados com a
hipertensdo arterial, mesmo na auséncia da reducao dos niveis pressoricos, sugerindo um papel
crucial do sistema renina-angiotensina (SRA), e em especial da ANG Il, em modular o
funcionamento da BHE (19,22,23). Sabe-se que o0 SRA desempenha importante papel na
manutencdo da pressao arterial (PA) e na homeostase de fluidos corporais através de a¢Ges tanto
a nivel periférico quanto central (9). Por outro lado, muitos trabalhos da literatura tém
demonstrado que a hiperatividade do SRA enceféalico, caracteristica da hipertensao arterial, é
um importante fator casual de disfuncao autonémica e hipertonia simpatica, acompanhadas por
importantes déficits no controle cardiovascular (24-26). Em conjunto essas observacfes nos
levam a supor que um dos mecanismos pelos quais a ANG Il medeia o desequilibrio
autondmico seria através da lesdo da BHE.

Uma seérie de trabalhos de nosso e outros laboratérios tém demonstrado que o
treinamento aerdbio de baixa a moderada intensidade é uma importante conduta terapéutica
para reduzir significativamente a atividade do SRA encefélico, reverter a disfuncdo autonémica
e corrigir déficits funcionais da circulacdo na hipertensdo e mesmo em individuos portadores
de insuficiéncia cardiaca (27-31). Estas evidéncias experimentais nos levaram a propor que um
dos mecanismos através do qual o treinamento aerdbio facilitaria o controle autonémico da
circulacdo seria a melhora substancial da circulacéo encefalica, mediada pela correcéo da lesdo
da BHE frente a reducéo do SRA nos hipertensos treinados.

Trabalho recente de nosso laboratorio investigando a microcirculagdo em areas
autondmicas do SNC tém indicado que o treinamento aerébio (T) de SHR na fase mantida da
hipertensdo reduz o extravasamento da BHE nos nucleos paraventricular do hipotadlamo (PVN,
Figura 1, (32)), do trato solitario (NTS) e rostroventrolateral do bulbo (RVLM).
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Figura 1. Evolugdo temporal da porcentagem de extravasamento do FITC-dextran (10kD) no PVN,
NTS e RVLM dos grupos SHR e WKY submetidos a 8§ semanas de treinamento (T) ou sedentarismo
(S). Significancias (P<0,05): * vs. WKY 1 vs. sedentario # vs. semana 0 (reproduzido de (32).

Nos SHR treinados a pronta reducdo do extravasamento do FITC-dextran de baixo
peso molecular injetado intra-arterial (22. semana experimental) coincide temporalmente com a
reducdo da expressdo de angiotensinogénio no PVN, NTS e RVLM (CHAAR et al, 2015), com
a normalizacdo do controle reflexo da circulacdo e com a reducdo da razdo LF/HF para o
coracdo, também observadas na 22. semana experimental (MASSON et al, 2014). Estes achados
experimentais reforcam nossa proposicao anterior de que a corre¢do da integridade da BHE
possa ser um dos mecanismos determinantes dos efeitos benéficos do treinamento aerébio sobre
o controle autondmico da circulacdo em hipertensos treinados. Experimentos em andamento no
laboratdrio tém ainda indicado que a infusdo intracerebroventricular de ANG Il nos SHR
simultaneamente ao treinamento aerobio reduz significantemente a melhora observada na
funcéo da BHE ap0s treinamento.

Os dados acima apresentados comprovam a lesdo da BHE em SHR na fase cronica da
hipertensdo, sua correcdo pelo treinamento aerobio e o envolvimento do SRA (e em especial da
ANG I1) em ambas as situagcdes. N&o indicam, no entanto, quais dos constituintes de BHE
estariam comprometidos na lesdo observada nos SHR sedentarios, assim como em que
estruturas o treinamento age para reduzir/corrigir o extravasamento da BHE. Pretendemos, em
continuidade a nossa linha de pesquisa, investigar em SHR sedentarios e treinados e seus

controles normotensos pareados por idade (WKY), a expressao dos diferentes constituintes da
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BHE. Séo, portanto, objetivos deste trabalho investigar no PVN, importante area encefalica de
controle autondémico, de SHR e WKY, treinados ou mantidos sedentarios, a expressao
génica/proteica dos diferentes componentes da BHE (e 0os mecanismos de transporte por eles
condicionados) envolvidos na mediacdo das respostas cardiovasculares a hipertensdo e ao

treinamento aerdbio.

1.2. Objetivos especificos:

1) Analisar em ratos SHR e WKY os efeitos da hipertensdo e do treinamento aerdbio sobre
parametros funcionais, sobre as variabilidades da PA e FC (analise espectral) e sobre a

permeabilidade da BHE no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN),

2) Comparar no PVN de SHR e WKY sedentarios a expressao génica e proteica dos
constituintes da BHE: Claudina-5, Ocludina e Zoénula Ocludens 1 (ZO-1), de pericitos
(PDGFRp), poddcitos dos astrdcitos (Aquaporina-4), componentes da membrana basal
(laminina alfa 2, colégeno 4 alfa 1), e caveolina-1 (indicador de transporte transcelular),

3) Quantificar no PVN de SHR e WKY treinados por 4 semanas a expressao génica e proteica

dos marcadores acima identificados;

2. Materiais e Métodos:

2.1. Animais e desenho experimental
Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e seus controles normotensos, Wistar Kyoto
(WKY), machos com 3 meses de idade no inicio dos experimentos foram alocados aos
protocolos de treinamento (T) ou sedentarismo (S), as coletas foram realizadas apds a semana
0 e 48 semana dos protocolos Sou T.
Os ratos foram alocados em caixas com 3-4 animais, temperatura de £22°C e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a racdo e dgua. Os procedimentos descritos neste

projeto foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do ICB (projeto 2016/01).

2.2. Avaliacéo da capacidade aerobia maxima dos animais

A capacidade aer6bia méaxima dos animais foi avaliada indiretamente através do teste de
20



esforco maximo durante exercicio escalonado em esteira ergométrica (Millenium, Inbramed,
adaptada para ratos). O teste foi iniciado com uma velocidade inicial de 0,3 km/h seguida de
incrementos de 0,3 km/h a cada 3 minutos até a exaustdo do animal (33,34). Estes testes foram
realizados no inicio dos protocolos, possibilitando a determinacdo da intensidade do

treinamento e no fim destes para avaliacdo da evolucdo da capacidade aerdbia dos animais

2.3. Protocolo de Treinamento Fisico ou Sedentarismo
Ap0s o periodo de adaptacdo a esteira (10-15 minutos/dia, por 5 dias), os animais foram
submetidos ao protocolo de treinamento fisico, que consiste de corrida em esteira, 1 hora/dia,
5 dias/semana com intensidade de 50-60% da velocidade méaxima obtida no teste de esforco
maximo realizados antes do inicio do treinamento e sedentarismo, e ao fim das 4 semanas de
treinamento e sedentarismo, como ja descrito anteriormente (27,29,35). Os periodos analisados
foram: 0, 4 semanas experimentais. Os ratos alocados aos grupos S foram mantidos sedentérios

por igual periodo de tempo. Os grupos S também realizaram os testes de esforco maximo.

2.4. Mensuracao da PA e FC basais

Ao final dos protocolos experimentais os ratos foram cronicamente canulados para registro
dos parametros basais de presséo arterial e frequéncia cardiaca basais no dia subsequente. Os
registros foram feitos 24 horas apds a canulacdo e cerca de 30 horas apds a Ultima sessdo de
treinamento, com 0s animais acordados e em repouso.

Os animais foram anestesiados (quetamina 80 mg/kg e xilazina 12 mg/kg), via ip. para
implantacdo de céanula arterial (artéria femoral) que foi fixada e exteriorizada no dorso do
animal (28). Os animais foram tratados com penicilina (30000 U, i.m.) e Cetroprofeno (3mg/kg,
sc), imediatamente apds a cirurgia. A PA e FC foram continuamente monitoradas no dia
subsequente por um periodo de 30-40 min nos animais acordados e com livre movimentacéo,

apos o cessar da atividade exploratéria do animal.

2.5. Analise espectral de parametros cardiovasculares
Resumidamente, as andlises, abrangendo tanto o dominio do tempo quanto o da
frequéncia, foram avaliadas em condig&o de repouso para cada animal, utilizando-se um periodo
de 5 min de registro continuo, selecionado apds a estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares. A densidade da analise espectral foi obtida através da transformacéo rapida
de Fourier pelo método de Welch e janelas de Hanning com sobreposicdo de 50%. Os
componentes da analise espectral para as bandas very low- (VLF, <0,20 Hz), low- (LF, 0,20-

0,75 Hz) e high-frequency (HF, >0.75 Hz) foram obtidos pelas médias da integracdo das
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densidades dos espectros dentro da largura das bandas de frequéncia, utilizando-se uma rotina
customizada (MATLAB R2012a, Mathworks, Natick, MA, USA)

2.6. Obtencao dos tecidos encefélicos a fresco

Ap0s os estudos funcionais, os ratos foram anestesiados profundamente (3X a dose da
cirurgia da canulacdo arterial) e imediatamente perfundidos, via transcardiaca, com solucéo
salina (0,9%) para a remocao total do sangue. O encéfalo foi rapidamente removido e mantido
em gelo para obtencdo de fatias coronais espessas (800 a 1.000 um) do hipotalamo utilizando
matriz para cérebro de rato adulto, e do tronco cerebral utilizando vibratomo (Linear Slicer,
PRO7, Dosaka em. Co. Ltda., Japdo), permitindo, respectivamente o isolamento do PVN e da
regido dorsal (NTS) e ventral (RVLM), através de microdisseccao, os quais foram colocados
em microtubos plasticos (tubo de Eppendorf) estéreis e armazenados em freezer —80°C para
processamento posterior.

Temos ja coletados, além das amostras do PVN ja analisados, 0 NTS, RVLM, Cortex e

nucleo Hipoglosso (6-8 animais por grupo). Estes se encontram armazenados em freezer -80°C.

2.7. RT-PCR

O RNA total foi extraido (TRIzol®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A
concentracdo de RNA foi analisada através do Espectofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc) utilizando o comprimento de onda para a leitura de 260nm.
Subsequentemente as amostras foram tratadas com DNAse Amp | (Invitrogen) e a sintese de
cDNA foi realizada a partir de 1 pg de RNA total/reagdo, empregando o protocolo indicado
para a enzima Improm Il (Promega). O cDNA obtido foi armazenado a —20°C.

A quantificacdo relativa do nimero de copias do mRNA foi realizada pelo PCR em
tempo real (7500 Real-Time PCR System; Applied Biosystem), utilizando ensaios GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega), os primers foram customizados pela empresa Invitrogen como
descritos na Tabela 1. O gene enddgeno, ou constitutivo utilizado foi a Hipoxantina-guanina
fosforibosil transferase (HPRT) que é expresso continuamente em todas as celulas do
organismo e que, em experimento-piloto do laboratorio, ndo foi alterado pela hipertensdo, nem
pelo treinamento fisico. A quantificacdo dos resultados do PCR em tempo real foi efetuada

através da determinagio do224CT,
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Tabela 1. Primers utilizados na analise génica dos diferentes componentes da BHE

Primers Sequéncia de bases

Claudina-5 sense 5-TTAAGGCACGGGTGGCACTCACG-3'
antisense 5'-TTAGACGTAGTTCTTCTTGTCG-3'

Oceludina sense 5-TTACGGCTATGGAGGGTACAC-3’
antisense 5'-GACGCTGGTAACAAAGATCAC-3’
sense 5-GCTCACCAGGGTCAAAATGT-3'

Zonula ocludens-1

antisense 5'-GGCTTAAAGCTGGCAGTGTC-3’
Caveolina-1 sense 5'-AAATCACAGCCCAGGGAAACC-3’
antisense 5'-TAGAGATGTCCCTCGGAGTCTAC-3’
Coldal sense 5'-CCTTTGTGATGCACACCAGC-3’
antisense 5'-CACTCGATGAATGGGGCACT-3’
Lama? sense 5'-GCCACACGAGACCTGAAAGA-3’
antisense 5'-GGAAGCCATTCCTGAACCCA-3’
PDGFR-B sen_se 5-TCTTTGTGCCAGATCCCACC-3
antisense 5'-GTCTGTCACTCGGCATGGAA-3'
. sense 5-TGGGAGTCACCACGGTTCATGG-3'
Aguaporina-4 .
antisense 5'-GTCCGTTTGGAATCACAGCTGGC-3'
HPRT sense 5-TTTGCTGACCTGCTGGATTAC-3'
antisense 5'-ACTTTTATGTCCCCCGTTGA-3'

Col4al, Coléageno alfa 1; Lama2, Laminina alfa 2; PDGFR-B, Receptor de fator de crescimento
derivado de plaquetas-p (marcador de pericitos); HPRT, Hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase (gene normalizador).

2.8. Injecdo intravascular de corantes fluorescentes e analise da integridade da BHE

A anélise da permeabilidade da BHE foi realizada ap0s os registros hemodinamicos, os
animais foram anestesiados com cloridato de Quetamina e cloridato de Xilasina (mesma dose
utilizada para a canulacao da artéria femoral), a regido ventral do pescoc¢o do animal € preparada
para a cirurgia de canulacdo da car6tida, onde foi realizada incisdo na e a dissec¢do da artéria
carétida direita (lado padronizado). Foi entdo realizado bloqueio do fluxo sanguineo
proveniente do coracao através de ligadura da cardétida comum, e um bloqueio temporario logo
apos a regido da insercdo da canula. A canula para a infusdo dos corantes foi inserida na carotida

no sentido cranial, de forma que os corantes passem primeiro pelo cérebro.

Os corantes utilizados para a analise da permeabilidade da BHE em outros trabalhos
(23,32) foram aqui empregados, a Rodamina dextran de 70KDa e o Isoticianato de Fluoresceina
dextran (FITC) de 10KDa (Sigma Aldrich), ambos foram utilizadas na mesma concentragéo de

10 mg/mL, 2.86 ul/g e infundidos juntos a uma velocidade de = 1 ml/min.
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Ap6s 20 minutos da infusdo da solugdo de corantes, os animais foram entdo decapitados,
aqueles que passaram a responder ao teste de sensibilidade da pingagem da pata traseira,
receberam uma nova dose de anestésicos descritos anteriormente e entdo decapitados. Os
encéfalos foram entdo coletados e pos fixados em paraformaldeido 4%, seguido por
crioprotecdo em tampéo fosfato de sédio 0,1 M contendo 30% de sacarose por 3 dias a 4 °C.
Apos a crioprotecdo, os encefalos foram seccionados em criostato (cortes coronais de 30 um,
Leica, CM 3050, Germany) abrangendo toda a extenséo do PVN.

As imagens do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), foram examinadas e
fotografados com o microscépio fluorescente LEICA DMLB (Leica Microsystems, Germany)
acoplado a uma camera ExiBlue (Imaging, Canada). As fotomicrografias obtidas através do
software Image-Pro Plus v. 7.01 (Media Cybernetics, USA) foram processadas pelo software
ImageJ (NIH, USA), para anélise de extravasamento da BHE.

O estado da permeabilidade da barreira hematoencefalica foi mensurado pela habilidade
das pequenas moléculas de FITC (10KDa) em extravasar parcialmente do leito intravascular
para o parénquima encefalico, caso haja algum tipo de lesdo/rompimento da BHE. Para isso, as
fotomicrografias foram colocalizadas, e o FITC que ndo se encontrava colocalizado com a
Rodamina (a qual deve permanecer no leito vascular devido ao seu tamanho molecular, 70KDa)

entende-se que é extravasado no parénquima cerebral (23,32).

2.9. Peso do Coracao e Comprimento da Tibia
Apbs a perfusdo, via transcardiaca, com solucdo salina para a remocéo total do sangue
dos animais, apos a coleta dos nucleos encefalicos, o coracdo foi coletado, os atrios foram
descartados e somente ventriculos foram pesados em balanca semi-analitica (Micronal B400)
Concomitantemente a perna direita dos animais foi retirada e o comprimento da tibia foi obtido

com paquimetro analdgico (Mitutoyo, Japdo), o restante do animal foi descartado.

2.10. Obtencdo de tecidos e ensaio de Imunofluorescéncia
Apbs os registros funcionais, aproximadamente 3-5 animais/grupo foram
profundamente e anestesiados. Imediatamente apds a parada respiratéria foi realizada a
perfusdo (fluxo constante de 40 ml/min) do cérebro, via ventriculo esquerdo, com 300ml de
solugdo Dubecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma) previamente resfriada, seguida de

perfusdo com fixador (Paraformaldeido 4% - PFA, Sigma). Apos a perfusdo o animal foi
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decapitado para a remocdo do encéfalo. O encéfalo foi pos-fixado em PFA em tampéo fosfato
0,1M, pH 7,4 (PB) por 48 horas e depois crioprotegido em solucéo de sacarose 20% e 30% em
PBS em temperatura ambiente por 24 horas cada. Os encéfalos foram armazenados em
geladeira (~4 °C) até a realizacao dos experimentos de imunoistoquimica. Os encéfalos foram
seccionados em criostato (cortes coronais de 30 pum, Leica, CM 3050, Germany) abrangendo
toda a extensdo dos nucleos de interesse: PVN, NTS, CVLM e RVLM (PAXINOS &
WATSON, 1986).

Os cortes do PVN foram entdo submetidos a um pré-tratamento em solugdo de
Borohidreto de sddio (Sigma) a 1% em PB 0,1M por 15 minutos. Em seguida foram realizadas
5 lavagens de 5 minutos em PB 0,1M. Os tecidos foram entdo submetidos a um segundo pré-
tratamento, em solucdo contendo 1% de Peroxido de hidrogénio (Synth) e 10% de alcool
metilico (Synth) em PB 0,1M por 30 minutos. Logo apos, foram feitas 5 lavagens de 5 minutos
em PB 0,1M.

Apds os tratamentos iniciais, os tecidos foram submetidos ao blogueio em solucéo de Triton X-
100 0,3% (Synth), soro de burro 3% (Jackson ImmunoResearch Inc), em PB 0,1M por uma
hora. Em seguida, em solu¢do com as mesmas concentragdes de Triton X-100 e soro de burro,
os cortes foram incubados nos anticorpos primarios (Tabela 2) por 48 horas sob refrigeracdo e
movimento, as duplas marcacdes foram realizadas entre RECA-1 e 0s outros respectivos

anticorpos produzidos em coelho.

Tabela 2. Lista de anticorpos utilizados nos experimentos de Imunofluorescéncia.

Anticorpo Hospedeiro Empresa Cdédigo  Concentracdo
RECA-1 Camundongo Abcam ab9o774 1:800
Claudin-5 Coelho ThermoFisher 34-1600 1:100
Caveolin-1 Coelho CellSignaling 3238S 1:100
PDGFRp Coelho CellSignaling 28E1 1:50
Aquaporin-4 Coelho Millipore AB3594 1:50

Apos o periodo de incubacéo, os tecidos foram entdo lavados 3 vezes por 5 minutos em PB
0,1M, em seguida incubados nos anticorpos secundarios, Alexa Fluor® 594 Anti-camundongo
e Alexa Fluor® 488 Anti-coelho (Jackson ImmunoResearch Inc.) na concentragéo de 1:500 por

1 hora em temperatura ambiente.
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Apo6s 3 lavagens de 5 minutos com PB 0,1M os cortes foram entdo montados em laminas
previamente gelatinizadas, as quais foram examinadas em microscopio de fluorescéncia
(Axioimager Al, Zeiss, Muenchen, Germany) e a quantificacdo da expressao foi realizada pelo

software ImageJ (NIH).

Apds a montagem das laminas, prior a aquisicdo das imagens, o tempo de exposicdo foi
padronizado para que 0s mesmos paramétros fossem utilizados para todas as laminas sem que
nenhum grupo ou rato tivesse o tempo de exposicao extrapolado, sendo assim todas as imagens
do mesmo filtro e de um mesmo protocolo tiveram 0s mesmos tempos de exposicéo, ganho e

intensidade.

Seguida da aquisicdo das imagens, essas foram analisadas no software ImageJ. Inicialmente,
desenhou-se a area de interesse (sigla do inglés area of interest, AOI) para quantificacdo dos
subnicleos e para background, todas as imagens 8-bits tiveram o background e a média da
intensidade quantificado, os valores de intensidade das imagens foram adquiridos com a
subtracdo dos valores de média do background dos valores das areas de interesse. A AOI

utilizada (Figura 2), foi utilizada a fim de quantificar o subndcleo do PVN, o Ventromedial

(vm)-

Figura 2. Fotomicrografia do PVN, ilustrando da regido correspondente ao nicleo ventromedial (area
26



envolvida no controle autondmico da circulagdo onde as mensura¢des de imunofluorescéncia foram
feitas. A area de interesse (AOI) estd demarcada em amarelo. Barra=50um. 3V, 3° ventriculo.

2.11. Anélise estatistica
Os resultados sdo apresentados como média £EPM. O desempenho em esteira, comparacao dos
valores de PA, FC, razdo PV/CT, analise espectral, e RT-PCR e Imunofluorescéncia entre
WKY e SHR sedentarios e treinados foram avaliados pela ANOVA de 2 fatores e post-hoc de
Tuckey. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05.

3. Resultados

3.1. Eficacia do Treinamento
3.1.1 Capacidade Aerobia
Ratos adultos das linhagens SHR e WKY foram submetidos ao teste de capacidade
aerdbia méxima nas semanas experimentais 0 (inicio) e 4 (final) dos protocolos de treinamento.

Os dados obtidos estdo apresentados abaixo na Figura 3.
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Figura 3. Evolugdo temporal do desempenho em esteira em SHR e WKY.
A- desempenho dos grupos treinados (SHR-T ¢ WKY-T) e sedentarios (SHR-S e WKY-S) ao longo das
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4 semanas experimentais. B- Ganho de desempenho apo6s 4 semanas de Treinamento. Significancias
(P<0,05) * vs. WKY; B vs.respectivo controle sedentario # vs. Semana 0.

Desde o teste inicial os SHR apresentaram maior capacidade aerobia do que os WKY
pareados por idade (1.3+0.03 Km/h e 0.78+£0.06 Km/h respectivamente). Ambos 0s grupos
treinados (SHR-T e WKY-T) mostraram ganho significativo no desempenho ap6s 4 semanas
de treinamento (1.93+0.05 Km/h e 1.47+0.05 Km/h respectivamente), enquanto que 0S grupos
sedentarios mostraram ligeiro decréscimo, mas sem alteracdes significativas durante as 4
semanas experimentais. Observamos que embora os animais partissem de capacidades
aerobicas diferentes, 0 ganho no desempenho foi 0 mesmo para ambos os grupos (Figura 3B),
com ganho de +0,6+0,08 e de +0,6+£0,06 km/h em ambos os grupos treinados (WKY-T e SHR-
T, respectivamente).

3.1.2 Frequéncia Cardiaca basal

A Frequéncia Cardiaca (FC) basal ou de repouso dos animais submetidos aos protocolos
de T e S foi obtida pela quantificacdo dos intervalos entre picos sucessivos da pressao sistolica
(30 minutos), com os ratos acordados e mantidos em suas gaiolas. Os resultados encontrados
estdo graficamente representados na Figura 4. Os ratos SHR-S, como esperado, possuem maior

FC de repouso do que os animais WKY-S (349+4 e 322+2 b/min respectivamente).

Em ambos os grupos experimentais o treinamento induziu redugfes da FC basal, de maior
intensidade nos SHR-T (-11% vs -4% nos WKY-T, quando comparados com 0s respectivos
controles S). A bradicardia de repouso, um importante marcador de treinabilidade, foi
observada em ambos os grupos: 3085 b/min nos SHR-T e 3071 b/min nos WKY-T.
Interessante observar-se que a FC basal dos SHR-T nao mais difere daquela apresentada pelos
WKY, indicando um importante beneficio do treinamento aerdbio em reverter a elevada

taquicardia basal apresentada pelos hipertensos espontaneos (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a frequéncia cardiaca de repouso
nos WKY e SHR sedentérios (S) e treinados (T). Significancia (P<0,05) * vs. WKY; B vs.
Respectivo controle sedentario.

3.2. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre os valores basais de Pressdo Arterial
Média (PAM) e Peso Ventricular em SHR e WKY.

A Figura 3-A mostra que os SHR-S se encontravam na fase cronica da hipertenséo
arterial, apresentando valores mais elevados de PAM que 0s WKY-S (156£3 mmHg vs. 100£3
mmHg, respectivamente), e que, o treinamento foi capaz de reduzir significativamente esta
variavel cardiovascular apenas nos SHR-T quando comparado ao seu controle sedentério
(reducdo de 12%), porém ainda apresentando valores maiores que os dos WKY-T (13745 e

106+4 mmHg, respectivamente).

Outra caracteristica indicativa de que os SHR se encontravam na fase crénica da HA é
a hipertrofia cardiaca (razdo Peso Ventricular/Comprimento da Tibia), Figura 5B. Por sua vez
o0 treinamento por 4 semanas foi capaz de reduzir o peso ventricular nos ratos espontaneamente
hipertensos (0,26+0,00 g/mm em SHR-T), uma reducdo 13%. O T foi, portanto, capaz de
corrigir a hipertrofia dos ventriculos dos SHR, sem nenhuma alteracdo nos WKY-T vs. WKY -
S.
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Figura 5. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a pressdo arterial média (A) e sobre a razao peso
dos ventriculos/comprimento da tibia (PV/CT) em SHR e WKY sedentarios (S) e treinados (T) durante
as 4 semanas experimentais. Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. respectivo controle S.

3.3. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a sobre a variabilidade do Intervalo
de Pulso (IP) e seus componentes espectrais em SHR e WKY.

Os efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a variabilidade da FC e seus
componentes espectrais foram quantificados pela analise espectral sobre séries temporais de
intervalo de pulso (IP) na 42 semana experimental e sdo apresentados na Figura 6 (A-D).

A variabilidade do IP (Fig. 6A) encontrava-se reduzida nos SHR-S quando comparado
com seus controles normotensos (365 ms? e 86£8 ms?, respectivamente). A reducdo da
Variabilidade do IP nos SHR-S foi acompanhada de uma reducéo de 54% da atividade vagal
(HF-1P de 17,61+2,79 ms2 nos WKY-S para 7,93+0,98 ms? nos SHR-S, P<0,05, Figura 4B), e
elevacdo de 57% do componente simpatico ao coragdo (LF-IP de 1,56+0,41 ms? nos WKY-S
para 6,36+0,48 ms2 nos SHR-S, P<0,05, Figura 6C).
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Figura 6. Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a variabilidade do Intervalo de Pulso (IP,
painel A), e seus componentes espectrais de alta (HF-IP, painel B) e baixa frequéncia (LF-IP, painel C),
e sobre o balango simpato-vagal ao coragdo (razdo LF/HF, painel D) em SHR ¢ WKY apoés 4 semanas
experimentais. Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. Sedentario

Essas alteracdes indicam serem os hipertensos sedentarios acompanhados de aumento
de 41% no balango simpato-vagal ao coracdo, como indicado pela razdo LF/HF (de 0,21+0,04
nos WKY-S para 0,36+0,04 nos SHR-S, Figura 4-D). Com o treinamento de 4 semanas, ndo
houve alteracdo significativa da variabilidade do IP entre os WKY-S e WKY-T, mas nos SHR-
T, o treinamento foi capaz de aumentar esta variavel (73£10 ms?, Figura 4A) em cerca de 50%,
praticamente a igualando a apresentada pelos grupos WKY. O treinamento nos SHR foi capaz
de normalizar a variabilidade da frequéncia cardiaca por aumentar parcialmente a atividade
vagal (HF-1P, 12,39+1,99 ms?) e reduzir parcialmente a atividade simpatica ao coracéo (LF-IP:
2,48+0,28 ms?), normalizando, portanto, o balango simpato-vagal nos SHR-T (LF/HF:
0,30+0,03 ms?).

3.4. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a variabilidade da PAS e seus

componentes spectrais em SHR e WKY.

31



Os efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a variabilidade da Pressdo Arterial Sistolica
(PAS) e seus componentes espectrais foram quantificados pela analise espectral em séries
temporais da PAS na 42 semana experimental e sdo apresentados na Figuras 7 (A-C). SHR-S
apresentaram aumento de 2,6 vezes na variabilidade da PAS (de 22,4+3,4 nos WKY-S para
59,2+7,5 mmHg? nos SHR-S) (Figura 7A), a qual foi acompanhada de 7,2 vezes da atividade
simpatica vasomotora (LF-PAS de 1,77+0,35 mmHg? para 12,78+2,65 mmHg? nos SHR-S
(P<0,05, Figura 7B). O treinamento ndo alterou a variabilidade da PAS e a atividade
vasomotora dos WKY-T, mas reduziu marcadamente e praticamente normalizou ambos

parametros nos SHR-T: houve reducgéo de 37% da variabilidade da PAS e de 51% na LF-PAS
(Figuras 7A e 7B).
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Figura 7. Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a variabilidade da Pressdo Arterial
Sistolica (PAS) sobre seu componente espectral de baixa frequéncia (LF-PAS) e sobre o barorreflexo
espontdneo (Alfa LF) em SHR e WKY apds 4 semanas experimentais. Significancias (P<0,05) * vs.
WKY; B vs. respectivo controle S.

Observamos também que a hipertensdo espontanea foi acompanhada de importante
diminuicdo da sensibilidade do barorreflexo espontaneo (de 2,00+0,28 para 0,64+0,05
ms2/mmHg?, P<0,05) como indicado pelo Alfa LF, Figura 7C, e que o treinamento determinou
tendéncia a recupera¢do (SHR-T: 1,0£0,16 ms¥mmHg?) sem no entanto atingir niveis de
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significancia. Assim como observado para a variabilidade do IP da PAS e seus componentes

spectrais, o treinamento ndo modificou o barorreflexo espontaneo dos WKY-T (Figura 7C).

3.5. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a permeabilidade da BHE no PVN
de SHR e WKY.
Ap0s os registros funcionais parte dos animais de cada grupo foram anestesiados para
administracdo intra-arterial dos corantes FITC-10kD e Rodamina-70kD. Vinte minutos apds 0s
ratos foram sacrificados com dose supra-maxima do anestésico. Os encéfalos foram

imediatamente removidos para analise posterior da integridade da BHE (descrito nos Métodos).

A andlise da fluorescéncia em cortes sequenciais do PVN mostrou intenso
extravasamento do FITC-10 kD nos SHR-S quando comparados aos WKY -S, mas auséncia de
extravasamento nos SHR-T (Figura 8A). Nenhuma alteracdo foi observada nos WKY-T quando
comparados aos WKY-S. Analise quantitativa, centrada no subnicleo ventromedial do PVN
(PVNvm), uma importante area de controle autonémico da circulagdo, confirmou estas
observacBes mostrando intenso extravasamento do FITC-10kD nos SHR-S (11,6+1,3%, um
aumento de 2,9 vezes quando comparado a 3,9+0,2% nos WKY-S, P<0,05, Figura 8B). Houve
nos SHR-T intensa reducao do extravasamento do FITC10kD (5,4+0,6%), valor este similar ao
observados nos WKY-S. Como observado na Figura 8B, o treinamento ndo modificou o

extravasamento observado no grupo WKY.

Extravasamento Fitc
(% area)
0

SHR WKY SHR

Figura 8. Efeitos do treinamento (T) e sedentarismo (S) sobre a permeabilidade da BHE no PVN de
SHR ¢ WKY .A- imagens da colocaliza¢cdo de Rodamina-70kD (vermelho) ¢ FITC-10kD (verde). B-
quantificagdo do FITC extravasado para o parénquima encefélico. Valores foram obtidos em 4-6
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cortes/rato, 3 ratos/grupo. 3V, 3° Ventriculo. Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. respectivo
controle S

3.6. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a microcirculagdo no PVN
ventromedial de SHR e WKY.

A Figura 9 ilustra, para 4 ratos representativos dos grupos experimentais, a densidade de
capilares no PVN evidenciada pela Imunofluorescéncia para a RECA-1. Observa-se a grande
densidade de capilares em relacdo a areas circunvizinhas, demarcando inclusive o préprio PVN
(Figura 7A). a comparacdo entre WKY-S e WKY-T, SHR-S e SHR-T ndo mostrou diferencas
visiveis de densidade capilar no PVN (Figura 7B). Analise quantitativa da densidade capilar
no PVNVm mostrou que nem a hipertensdo, nem o treinamento fisico alteraram
significativamente a Imunofluorescéncia para a RECA-1 (WKY-S:3675+251, WKY-
T:3333+440, SHR-S:3879+146, SHR-T: 3981+274. Figura 9C).
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RECA-1 (densidade integrada)

Figura 9. Comparacao da densidade de capilares no PVN, evidenciada pela Imunofluorescéncia para RECA-1 em
SHR e WKY sedentarios (S) e treinados (T). Fotomicrografias em menor aumento (A, barra= 100 pm) ilustrando
o PVN bilateralmente e em maior aumento comparando a densidade capilar nos 4 grupos experimentais (B, barra=
50 pm). C, dados quantitativos da Imunofluorescéncia para RECA-1 no PVN ventromedial. 12-16 cortes/rato, 4
ratos/grupo.

3.7. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a expressdo dos diferentes
componentes da BHE no PVNvm de SHR e WKY
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Nossos resultados ilustrados na Figura 8 confirmaram dados anteriores de nosso e outros
laboratorios (23,32) mas ndo identificam 0s mecanismos pelos quais a hipertensdo e o
treinamento aerdbio alteram a permeabilidade da BHE. Para tanto, outra parte dos ratos de cada
grupo foram perfundidos com salina 0,9%, para a remogao do encefalo a fresco, imediatamente
apos a parada cardiorrespiratdria induzida por dose supra-maxima de anestésicos.

O PVN foi identificado e procedeu-se a sua microdissec¢ao. Buscamos identificar no PVN
quais componentes da BHE se encontram alterados e possam ser candidatos responsaveis por
alteracdes da permeabilidade da BHE. Para isso, realizamos inicialmente a analise da expressao
génica seguida da expressdo proteica dos diversos componentes da BHE.

3.7.1.Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a expressao de proteinas da Jungao
Oclusiva no PVN de SHR e WKY.

Na Figura 10 estdo ilustrados os resultados encontrados a expressdao génica (RT-PCR) das
proteinas constituintes da juncdo oclusiva. A expressdo génica de Cld-5 mostrou ndo haver
diferengas estatisticas entre os grupos experimentais (Figura 10A), tanto em rela¢do ao grupo
quanto a condicdo, observacdo que se repetiu em relacdo aos outros genes constituintes da
juncéo oclusiva, a saber a OCDN (Figura 10B) e ZO-1 (Figura 10C). Frente a resultados
controversos na literatura indicando lesdo ou nenhuma alteracdo nas juncbes oclusivas em
diferentes patologias (36), buscamos comprovar estes dados atravées da expressao proteica. Para
iSs0, 4 ratos de cada grupo foram perfundidos com DMEM seguido de PFA a 4% e analisamos
nos mesmos tempos e condi¢cdes experimentais. Diferentemente do RT-PCR, no qual utilizamos
todo o PVN, a IF nos permitiu uma analise espacial interessando apenas subnucleos
autondémicos do PVN, no caso o Ventromedial (vm). Além disso, como quantificamos nas
mesmas areas de interesse (AQOIs) a capilarizacdo pela IF para RECA-1, representamos para

cada AOI a densidade da proteina em relagdo a densidade dos capilares.
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Figura 10. Expressdo génica das proteinas constituintes da jun¢@o oclusiva no PVN de SHR e WKY
sedentarios (S) ou treinados (T). Os graficos indicam a expressao génica de CLDN-5 (A), OCLN (B) e
Z0-1 no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) de SHR ¢ WKY apoés 4 semanas experimentais
(S ou T). 6-8 animais por grupo.

Observamos que a hipertensdo ndo determinou alteracao significativa da expressao proteica
de CLDN5 no PVNvm, mas o treinamento nos SHR foi acompanhado de aumento significativo
(de 0,15+0,03 para 0,43+0,12 CLDN5/RECA-1, Figura 11B). Nenhuma alteragdo significativa
foi observada nos WKY-S e WKY-T (Figura 11B).
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Figura 11. Expressao proteica de Claudina-5 em SHR ¢ WKY treinados (T) e sedentarios (S).A-
Imunoreatividade de CLDN-5 (em verde) e RECA-1 (Vermelho) no PVN de SHR ¢ WKY apos 4
semanas experimentais (S ou T), B, comparacdo dos dados quantitativos no PVNvn. 4 cortes/rato, 4
ratos/grupo. 3v, 3°. Ventriculo. Significancias (P<0,05) B vs. respectivo controle S.
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3.7.2. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a expressdo de vesiculas de
transporte transendotelial no PVN de SHR e WKY.

Trabalhos anteriores da literatura tém indicado que as vesiculas de transporte transendotelial
sdo positivas para caveolina-1 (CAV-1) (37-39), sua expressdo génica foi por nos analisada por
RT-PCR (Figura 12). Observamos perfis diferentes de expressdao com valores expressivamente
aumentados de CAV-1 no PVN dos SHR-S quando comparado aos WKY-S (2,45+0,39, e
1,3+0,25; respectivamente, P<0,05). Observamos também que o treinamento ndo modificou a
expressao génica de CAV-1 no grupo WKY, mas determinou importante reducdo nos SHR-T
guando comparados aos SHR-S (de 2,45+0,39 para 1,05+0,19, respectivamente, P<0,05).
Observamos ainda que apos o treinamento a expressdo génica de CAV-1 nos SHR-T ndo mais
diferia da apresentada pelos grupos WKY (Figura 12).

Caveolina-1 mRNA
(fold change)
_|
=

WKY SHR

Figura 12. Expressdo génica de Caveolina-1 no ntcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) em
SHR e WKY sedentérios (S) e treinados (T) apds 4 semanas experimentais. n= 6-8 animais por grupo.
Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. S.

Os efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre a expressao de CAV-1, foram confirmados
pelo ensaio de Imunofluorescéncia para a quantificacdo da expressdo proteica no PVNvm. A
Figura 13A compara a expressdo proteica de CAV-1 em animais representativos dos quatro
grupos experimentais, cujos dados quantitativos s&o apresentados na Figura 13B. A semelhanca
da expressdo génica, a expressdo proteica, a CAV-1 encontra-se aumentada nos SHR-S em
relacdo ao controle normotenso e o exercicio aerébio determinou reducdo da CAV-1 nos SHR-
T quando comparado ao SHR-S (reducdo de 63%, P<0,05) levando-a a niveis similares aos
observados nos WKY-S.
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Houve também tendéncia a redugdo da Imunofluorescéncia paraa CAV-1 nos WKY-T (redugédo
média de 96% em relacdo ao WKY-S), porém os valores ndo atingiram niveis de significancia
(Figura 13B).

WKY

Caveolina-1 (dens. int
de CAV-1/dens. Int. de Reca-1)

WKY SHR
SHR

Figura 13. Expressdo proteica de Caveolina-1 no PVNy, de SHR e WKY treinados (T) e sedentarios
(S). A- Imunoreatividade de CAV-1 (em verde) e RECA-1 (Vermelho) no PVN de SHR e WKY apds 4
semanas experimentais (S ou T). B, comparac¢@o dos dados quantitativos no PVNyn. 4 cortes/rato. 4
ratos/grupo. 3v, 3°. Ventriculo. Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. respectivos controles S

3.7.3. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre componentes da Membrana
Basal

Entre os componentes da BHE que podem contribuir para a disfuncdo da BHE e para seu
aumento de permeabilidade, citam-se os constituintes da membrana basal (MB) (40-43).
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Figura 14. Expressdo génica de Lama2 (A) e Col4al(B) no nucleo paraventricular do hipotalamo
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(PVN) de SHR ¢ WKY sedentarios (S) e treinados (T) ap6s 4 semanas experimentais. n= 6-8 animais
por grupo.

Analisamos também os efeitos da hipertensdo e do treinamento sobre a expressao génica de
Laminina o2 (Lama2) e Colageno-4 al (Col4al), principais constituintes da MB da BHE
(Figura 14, A e B). Observamos pequenas varia¢des na expressdo génica de Lama2 e de Col4al,
mas sem diferencas estatisticas entre 0s 4 grupos experimentais, sugerindo que tanto a

hipertensdo e treinamento ndo afetam a constituicdo da MB.

3.7.4. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre a expressado de Pericitos no PVN

de SHR e WKY.
A expressao génica de PDGFRp (um marcador especifico de pericitos no SNC) no PVN de
WKY e SHR, T ou S, estéd representado na Figura 15. Observamos ndo haver diferencas
estatisticas entre os grupos WKY-S e SHR-S, ou ainda entre os grupos Treinados em relacéo

aos controles sedentarios (Figura 15).
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(fold change)
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Figura 15. Expressdo génica de PDGFR[} no ntcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) em SHR e
WKY apos 4 semanas experimentais (S ou T). 6-8 animais por grupo.

Também a expressdo proteica de PDGFRp, apresentada na Figura 16, nos mostra que a
expressdo deste marcador nédo diferiu entre as linhagens WKY e SHR submetidos ao protocolo
de S (0,068+0,019 e 0,062+0,009 respectivamente), assim como ndo houve nenhuma alteragéo

significativa apos o treinamento (WKY-T: 0,045+0,015; SHR-T: 0,041+0,014).
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Figura 16. Expressao proteica de PDGFRb no PVN de SHR e WKY treinados (T) e sedentarios (S).
A- Imunorreatividade de PDGFRP (em verde) e RECA-1 (Vermelho) no PVN de SHR e WKY ap0s 4

semanas experimentais (S ou T), B, comparacdo dos dados quantitativos no PVNvm. 4 cortes/rato. 4
ratos/grupo. 3v, 3°. Ventriculo. Significancia (P<0,05) * vs. WKY; B vs. respectivo controle S.

3.7.5. Efeitos do treinamento e sedentarismo sobre os poddcitos dos Astrdcitos no
PVN de SHR e WKY.

No SNC Aquaporina-4 (AQP-4), um transportador de dgua e gases, é expresso em poddcitos
de astrécitos (3,44,45), sendo portanto utilizada como um marcador especifico da expressao

destas estruturas que recobrem os capilares encefalicos

Apesar da ligeira alteracdo na expressdo génica de AQP-4 nos SHR-S versus WKY-S
(1,43+0,14 versus 0,95+0,24 respectivamente, Figura 17) ndo houve diferenca significativa. Ja
o0 treinamento foi acompanhado de tendéncia ao aumento da expressdo de AQP-4 em ambos 0s
grupos, com uma elevagdo mais intensa no WKY-T vs WKY-S (aumento de 56%, P>0,05,

Figura 17).
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Figura 17. Expressao génica de AQP-4 no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) em
SHR e WKY sedentarios (S) ou treinados (T) apds 4 semanas experimentais n=6-8 animais
por grupo.

Observamos também que a hipertensdo espontanea nao alterou a expressdo proteica de AQP-4
no PVNvm de hipertensos em relagdo ao grupo normotenso (SHR-S: 0,028+0,009; WKY-S:
0,023+0,004), dado este compativel com a expressdo génica. No entanto, o T foi capaz de
aumentar nos SHR a expressdo de AQP-4 em 2,9 vezes quando comparado aos SHR-S (SHR-
T: 0,083+0,019; SHR-S: 0,028+0,009; P<0,05, Figura 18B), nenhuma alteracao foi observada
nos WKY-T quando comparados com 0s WKY-S.
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Figura 18. Expressdo proteica de Aquaporina-4 no PVN de SHR e WKY treinados (T) e sedentarios
(S). A- Imunoreatividade de AQP-4 (em verde) e RECA-1 (Vermelho) no PVN de SHR ¢ WKY apés 4
semanas experimentais (S ou T). B, comparac¢@o dos dados quantitativos no PVNyn. 4 cortes/rato. 4
ratos/grupo. 3v, 3°. Ventriculo. Significancias (P<0,05) * vs. WKY; B vs. respectivo controle S.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam observacfes anteriores sobre a

disfuncdo da BHE em areas de controle autondmico de hipertensos (23,32) assim como

dados anteriores de nosso laboratério sobre a eficacia do treinamento aerébio em normalizar

o funcionamento da BHE mesmao na persisténcia da hipertensdo (32). Adicionalmente varias

observacOes originais sobre os mecanismos condicionantes da disfuncdo e da correcao da

lesdo da BHE foram obtidos:

Demonstramos que 0 aumento da permeabilidade da BHE na fase crénica da hipertensao
espontanea € determinado por aumento do transporte transcelular sem alteracdes do
transporte paracelular

A hipertensdo cronica ndo se acompanha lesdo/perda das proteinas constituintes das
juncbes oclusivas, cuja expressdao génica e proteica encontra-se inalterada nos
hipertensos sedentérios quando comparados a seus controles normotensos

Durante a fase cronica da hipertensdo também ndo observamos alteracdes estruturais da
membrana basal, dos pericitos e dos poddcitos dos astrdcitos, outros constituintes da
BHE

Por sua vez, a reversao da permeabilidade aumentada da BHE nos hipertensos ap6s
treinamento aerdébio deve-se a reducdo substancial do transcitose em areas de controle
autondmico, como indicado pela completa normalizacdo da expressdo proteica de
Caveolina-1, sem alteracdo do transporte paracelular, uma vez que ha inclusive aumento
da expressdo proteica de claudina-5, uma das proteinas constituintes das juncdes
oclusivas

A normalizacdo da permeabilidade da BHE em hipertenso subsequente ao treinamento
aerobio € ainda acompanhada de aumento da densidade de podécitos dos astrécitos,
como indicado pela elevada expressdo proteica de aquaporina-4, um marcador
especifico dessa estrutura, sem alteracGes detectaveis na expressao de pericitos e de
proteinas da membrana basal

A corregédo da permeabilidade da BHE simultanea a reducdo da variabilidade da PAS e
ao aumento da variabilidade do IP nos hipertensos treinados sugere a importancia dessas
alteraces estruturais/funcionais da BHE em melhorar a perfuséo de areas autonémicas
do PVN, facilitando a reducéo da atividade simpatica e 0 aumento da atividade vagal,

e, corrigindo a disfungdo autonémica ao coragéo e vasos.
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Sabe-se que a BHE, uma estrutura multicelular complexa que age como uma barreira seletiva
entre a circulagdo sisttmica e o sistema nervoso central, restringe o extravasamento de
substancias circulantes ao parénquima cerebral por limitar o transporte transcelular, realizado
por transportadores especificos através da celula endotelial, e, praticamente bloquear o
transporte paracelular de substancias hidrossoltveis mediado pelas junc¢Ges oclusivas de alta
resisténcia elétrica (4,46,47). Sabe-se também que a BHE se encontra completamente formada
e funcionalmente ativa ao nascer, assim permanecendo em individuos saudaveis (48), mas
disfuncional com perda das juncBes oclusivas e/ou transcitose exagerada em portadores de
acidente vascular cerebral, traumas, doengas neurodegenerativas, envelhecimento e em
presenca de estimulo hiperosmolar (12,13,21,49-51)

Na hipertensdo cronica, lesdes da BHE tém sido observadas no cortex e hipocampo (13,52—
54) e mais recentemente em areas de controle autonémico como 0 PVN, o NTS e 0 RVLM
(23,32). Esses estudos tém mostrado o extravasamento de constituintes plasmaticos ao
parénquima cerebral, mas pouco se sabe sobre 0s mecanismos condicionantes destas alteragdes.
Evidéncias conflitantes tém relatado comprometimento das proteinas das jungdes oclusivas no
cortex e hipocampo (13,53,54) ou nenhuma evidéncia ultra-estrutural de perda das juncdes
oclusivas. Auséncia de comprometimento das jun¢des oclusivas foi também observada em ratos
submetidos a isquemia focal(50). Nossos dados confirmando o extravasamento de FITC-10 kD
para o parénquima cerebral na fase cronica da hipertensao espontanea, mostram adicionalmente
que este processo € mediado por aumento da transcitose, uma vez que 0os SHR sedentérios,
guando comparados a seus controles normotensos pareados por idade, apresentavam no PVN
aumento da expressdo génica e proteica da caveolina-1 (principal constituinte das vesiculas
transendoteliais ndo-mediadas por clathrin), indicando a maior densidade destas vesiculas nos
capilares cerebrais dos SHR-S. Estas observacOes sugerem que a hipertensdo desregula uma
propriedade funcional intrinseca do endotélio de capilares cerebrais, qual seja a de manter uma

baixa taxa de transcitose de cavéolas através do endotélio vascular (39).

Nossos dados ndo alteraram a expressdo génica e proteica da claudina-5 indicam ainda que o
aumento da permeabilidade da BHE no PVN de hipertensos sedentarios ocorre sem alteracoes
estruturais das juncgdes oclusivas, ou seja, mantendo bloqueado o transporte paracelular.
Observacdes similares foram feitas para a permeabilidade da BHE no hipocampo de SHR
adultos (52). Nossos resultados mostrando também a inalteracdo da expressdo de constituintes

da membrana basal (laminina a2 e colageno a.1), dos pericitos (PDGFRp) e dos podocitos dos
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astrocitos (aquaporina-4) nos hipertensos quando comparados a seus controles normotensos
confirmam ainda a integridade estrutural da BHE nos SHR-S.

Outro dado original de nosso trabalho foi a constatacdo de que a normalizacdo da
permeabilidade no PVN de SHR induzida pelo treinamento € devida a intensa redugdo do
transporte transendotelial, como indicado pela queda de cerca de 60% na expressao génica e
proteica de caveolina-1, igualando-a a dos WKY. O treinamento foi, portanto, eficaz em
corrigir a funcionalidade da BHE do PVN, mantendo reduzida (e similar a de individuos
normotensos, (39)) a taxa de transcitose através do endotélio vascular, mesmo no rato ainda
hipertenso. Além disto, o treinamento foi eficaz ndo s6 em manter a integridade das juncdes
oclusivas, como ainda aumentou e expressdo proteica de claudina-5, uma proteina estrutural de
barreira que regula a seletividade da BHE a substancias de baixo peso molecular. Em
camundongos knock out para claudina-5, Nitta e cols (55) identificaram manutencgéo da fungéo
de barreira, mas extravasamento de moléculas de peso molecular menor que 800 Dalton,
indicando sua importancia em controlar a seletividade e a impermeabilidade da BHE a
moléculas diminutas. Portanto, a maior expressao de claudina-5 na BHE dos SHR-T seria uma
garantia adicional a manter a integridade estrutural das jun¢des oclusivas e a impermeabilidade

a substancias hidrossoluveis de baixo peso molecular.

Observamos também que o treinamento aerdbio foi acompanhado apenas nos hipertensos de
aumento marcante na expressdo de aquaporina-4, uma proteina de membrana especificamente
expressa nos podocitos dos astrocitos, que envolvem externamente o capilar encefélico
(endotélio + membrana basal + pericitos) funcionando como ‘bordas’ a separar o tecido nao-
neural dos neurbnios e parénquima cerebral (3,56). Considerando-se que, em individuos
higidos, os poddcitos dos astrocitos restringem a entrada de células inflamatdrias no
parénquima cerebral (56), é de fundamental importéancia o efeito do treinamento em corrigir a
disfuncdo de barreira aumentando a densidade dos poddcitos (e, portanto, evitando o
extravasamento de macrofagos no parénquima cerebral) na hipertensao espontanea uma doenga
neurogénica caracterizada por baixo grau de inflamacdo(57). De fato, os astrocitos respondem
a insultos no SNC néo apenas restringindo a inflamacao, mas também facilitando reparos na
BHE e consequentemente a protecdo dos neur6nios(56,58). Vérios trabalhos tém demonstrado
que além da funcg&o de barreira, da regulagéo idnica e da funcao anti-inflamatdria, os astrocitos
séo capazes de secretar uma série de fatores como o fator neurotrofico derivado da glia (GNDF)
fator basico de crescimento do fibroblasto (bFGF), fator f de transformagdo do crescimento

(TGFB) e angiopoetina 1, que podem induzir, facilitar e manter a fun¢éo de barreira(3,4,59),
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assim como a laminina um componente especifico da membrana basal de vasos cerebrais, a
qual ao se ligar a receptores de integrina previne a diferenciagdo de pericitos do estagio

quiescente e estabilizador para o estagio contratil e lesivo da BHE (41).

Em coeréncia a esses achados, nossos resultados relativos ao aumento da densidade dos
poddcitos de astrécitos, mas inalteragdo da expressdo génica e proteica do PDGFRp nos SHR
treinados quando comparados a seus controles sedentarios sugerem que o treinamento também
contribuiu para a estabilizacdo dos pericitos, mantendo-0s no estado inativo e estabilizador da
BHE. Embora ndo contadssemos com anticorpo contra laminina (e/ou outro componente da
membrana basal), a inalteracdo de sua expressao génica apds treinamento nos SHR é um indice
a sugerir que a manutencao dos pericitos em seu estado quiescente ndo alterou a sintese de

laminina, contribuindo para a estabilidade observada na membrana basal.

Deve-se ter presente que estas alteracdes estruturais e funcionais induzidas pelo treinamento na
BHE dos SHR, que condicionaram sua integridade funcional e corrigiram a perfusdo cerebral
numa importante area de controle autonémico, ocorreram simultaneamente a melhora do
controle autondmico da circulacdo, como evidenciados pelo aumento da atividade vagal ao
coracgdo e reducdo da atividade simpatica ao coragdo e vasos. Estas observacdes sugerem uma
possivel causa-efeito. De fato, a auséncia de quaisquer alteracbes seja nos diferentes
componentes da BHE, seja no controle autonébmico da circulacdo de ratos normotensos
submetidos a mesma intensidade de treinamento, reforca a proposi¢cdo acima, ou seja, 0
aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca e a reducdo da variabilidade da pressdo arterial
induzidas pelo treinamento nos ratos hipertensos espontaneos (as quais contribuem para evitar
lesbes de 6rgdos-alvo, reduzindo os fatores de risco na hipertensdo(60,61) dependem da reducéo
da transcitose, do fortalecimento das jun¢des oclusivas pela sintese aumentada de claudina-5 e
do maior revestimento do endotélio pelos poddcitos astrociticos, 0s quais conjuntamente
contribuem para a normalizagdo da permeabilidade da BHE no PVN ventromedial. Embora néo
tenhamos investigado os efeitos sobre a BHE em outras areas de integragdo do controle
autondmico como os subndcleos posterior e dorsal cap do PVN, o NTS e 0 RVLM, é bastante
provavel que mecanismos similares aos observados no presente trabalho condicionem seus

ajustes funcionais a hipertensdo e ao treinamento aerébio.
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4. CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que a disfuncdo autondmica que caracteriza a fase crénica da
hipertensdo ocorre simultaneamente ao aumento da permeabilidade da BHE determinada pelo
aumento da expressdo de vesiculas transendoteliais positivas para a caveolina-1 que
condicionam a transcitose, sem alteracbes dos constituintes da barreira e do transporte

paracelular.

O treinamento aerobio de baixa a moderada intensidade diminui e normaliza a permeabilidade
da BHE de hipertensos por reduzir a transcitose e a expressao de vesiculas transendoteliais,
aumentando adicionalmente a funcdo de barreira por reforcar as juncdes oclusivas pela maior
expressao de claudina-5 e por aumentar a densidade dos poddcitos dos astrocitos que revestem
os capilares do PVN ventromedial. Estas adaptacGes induzidas pelo treinamento nesta
importante area de integracdo cardiovascular melhoram a perfusdo tecidual e contribuem
substancialmente para normalizar a disfuncdo autondmica mesmo na persisténcia da

hipertensao.
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