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“Néo é o critico que importa, ndo aquele que
aponta como o homem forte tropec¢a ou onde o
fazedor de proezas poderia ter feito melhor. O
credito pertence ao homem que esta
realmente na arena, cujo rosto esta marcado
de poeira, suor e sangue; que se esforca
valentemente; que erra, que falha
repetidamente, pois ndo ha esforco sem erro e
falha; mas que de fato se esforca para realizar
as acgoOes; que conhece grandes entusiasmos,
as grandes devocdes; que se dedica a uma
causa digna; que, no melhor dos casos, no
final, conhece o triunfo da grande conquista, e
gue, no pior dos casos, se falhar, ao menos
falhara ousando grandemente, para que seu
lugar jamais seja junto daqueles que tém
almas frias e timidas, que desconhecem tanto
a vitoria quanto a derrota.

O mundo é moldado por aqueles que se
levantam, que enfrentam os desafios de frente
e gue trabalham incansavelmente para fazer a
diferenca. Sejamos esses homens na arena,
prontos para enfrentar o mundo com coragem,
determinacdo e a crenca de que nOSSOS
esfor¢cos, por menores que sejam, podem

contribuir para um futuro melhor”

Theodore Roosevelt Jr.
The Man in the Arena - Citizenship in a
Republic. Discurso proferido na Universidade

de Sorbonne, Paris, Franca, 1910. (Adaptado).
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RESUMO

O sistema nervoso autdnomo (SNA) compreende o sistema nervoso simpatico (SNS)
e 0 sistema nervoso parassimpatico (SNP), os quais estdo associados a regulacao da
funcao cardiovascular. A neuroinflamacéo, assim como o aumento do ténus simpatico,
é relatada como pedra angular na génese da hipertensédo arterial (HA), que, por sua
vez, protagoniza como principal fator de risco modificavel para a problematica
associada ao desenvolvimento, manutencdo e agravamento das doencas
cardiovasculares (DCV). O fluxo simpatico é modulado por diferentes nucleos
localizados no sistema nervoso central (SNC), como o ndcleo paraventricular
hipotalamico (PVN) e a regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM). Afeccdes
circunscritas a essas regides sdo frequentemente implicadas no desequilibrio do
balanco autondmico, sendo essa uma das razfes da patogénese da HA. Embora os
neurdnios presentes nessas regides centrais de controle cardiovascular e autondmico
contribuam para a modulacdo do fluxo simpatico, os fatores que cooperam para a
elevacdo da atividade neuronal ainda estdo sob investigacdo. Nas ultimas décadas,
diversas evidéncias experimentais tém relacionado as citocinas cerebrais ao
desequilibrio autonémico observado em diferentes modelos de hipertensdo arterial
(HA). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € um constituinte das citocinas pro-
inflamatorias (CPI) e atua como neuromodulador, desempenhando um papel
fundamental na regulacao simpatica da presséo arterial (PA). Estudos sugerem que o
aumento da expressao das CPls ativa mdultiplas vias de sinalizacdo e influencia
agudamente a descarga neuronal, promovendo mudancas adaptativas que, por sua
vez, modulam a excitabilidade neuronal por meio da transcricdo génica. Por outro
lado, o treinamento fisico aerdbico (TFA) é reconhecido como ferramenta preventiva
e terapéutica adjuvante ao manejo da HA. Estudos sugerem que, por intermédio de
diversas adaptacbes sistémicas integrativas, o TFA pode induzir alteracdes
autondmicas e hemodinamicas favoraveis ao controle neural da PA. A luz dessas
consideracbes, o0 presente estudo avaliou a contribuicAo do processo
neuroinflamatério nas respostas cardiovasculares e autondmicas induzidas pelo TNF-
a no PVN de animais hipertensos submetidos a um protocolo regular de TFA, em
intensidade moderada. Para tanto, SHR (250 - 350g) foram organizados em dois
grupos: I. SHR-TFA (8 semanas de treinamento aerdbico, n=13); Il. SHR-SED (8

semanas de supervisdo em atividade fisica tipica da espécie, n=10). A pressao arterial
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sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foram monitoradas ao longo de todo o
periodo de tratamento por intermédio da pletismografia de cauda (PC). Ao final das 8
semanas, os animais foram anestesiados com uretano (400 mg-kg~ do peso corporal;
i.v.) associada a a-cloralose (40 mg-kg™, do peso corporal; i.v.), e instrumentalizados
cirurgicamente para realizacdo de nanoinjecfes intranucleares unilaterais (50 nL) no
PVN, registro da presséo arterial média (PAM), FC e atividade nervosa simpatica
esplancnica (ANSE). Durante os registros nao anestesiados, identificamos que o TFA
promoveu bradicardia em repouso observada a partir da 3 semana (SHR-TFA: 488,9
+ 13,1 para 450,2 + 11,6 bpm; p<0,05). Na fracdo do estudo em que os registros foram
realizados em SHR anestesiados, identificamos que as nanoinjec¢des intranucleares
de veiculo (solugdo de salina tamponada com fosfato; PBS 0,01 M) no PVN, néo
promoveram alteragdes nos valores basais da PAM (SHR-SED: A -2,1 £ 1,3; SHR-
TFA: A -0,7 £ 1,4 mmHg; 10 min apds veiculo, em relacdo ao basal), FC (SHR-SED:
A 0,039+ 1,6; SHR-TFA: A-1,0 £ 1,8 bpm; 10 min apdés veiculo, em relacéo ao basal),
e JANSE (SHR-SED: A +9,7 + 2,0; SHR-TFA: A +4,3 + 1,7%; 10 min ap6s veiculo, em
relacdo ao basal), do mesmo modo que nao foram observadas diferengas entre os
grupos. Em contrapartida, as nanoinje¢des intranucleares de TNF-a no PVN do grupo
de animais hipertensos que permaneceram em atividade fisica tipica da espécie
induziram um aumento da PAM (SHR-SED: A +11,4 £ 3,9 mmHg; p<0,05; 50 min apés
TNF-a, em relagdo ao basal), FC (SHR-SED: A +18,8 + 4,5 bpm; p<0,05; 60 min apos
TNF-a, em relacdo ao basal) e [ANSE (SHR-SED: A +21,8 + 4,7 %; p<0,05; 20 min
apos TNF-a, em relacao ao basal). Nos SHRs submetidos ao TFA, identificamos que
as nanoinjecdes de TNF-a no PVN nao promoveram respostas pressoras (SHR-TFA:
A -46 £ 2,4 vs. SHR-SED: A +6,8 + 4,2 mmHg; p<0,05; 40 min apés TNF-a),
tampouco, a simpatoexcitacdo (SHR-SED: A +30,6 + 4,7 vs. SHR-TFA: A +14,3 +4,9
%,; p<0,05; 30 min ap6s TNF-a) observada no grupo sedentario. Além disso, houve
diferenca significativa quando o0s grupos de treinamento s&o abordados
comparativamente aos grupos de animais sedentarios. Em conjunto, esses resultados
demonstram que o TFA regular, em intensidade moderada, foi eficaz na promocéo da
bradicardia em repouso, além de atenuar o aumento da ANSE e resposta pressora

induzidas pela ativagdo aguda do processo neuroinflamatoério no PVN de SHR.

Palavras-Chave: Atividade nervosa simpatica; Fator de Necrose Tumoral Alfa;

Hipertenséo arterial; Imunomodulacédo; Neuroinflamacgéo; Regulacdo autonémica.
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ABSTRACT

The autonomic nervous system (ANS) comprises the sympathetic nervous system
(SNS) and the parasympathetic nervous system (PSNS), which are associated with
the regulation of the cardiovascular function. Neuroinflammation and the increase of
the sympathetic tone are reported as angular stone in the genesis of the arterial
hypertension (AH), which is the main factor for modifiable risk for the problem
associated with development, maintenance and aggravation in the cardiovascular
diseases (CVD). The sympathetic flow is modulated by different elemental nucleus
located in the central nervous system (CNS), such as the hypothalamic paraventricular
nucleus (PVN) and the rostral ventrolateral medulla (RVLM). Conditions circumscribed
to these regions are frequently implicated to the autonomic imbalance, driving force in
pathogenesis of the AH. Although the neurons in these cardiovascular and autonomic
central control regions contribute to the modulation of the sympathetic flow, the factors
that cooperate to the increase of the neuron activity are still under investigation. In the
last decades, many experimental evidence related the brain cytokines to the autonomic
imbalance observed in different models of AH. The tumor necrosis factor alpha (TNF-
a) is a constituent of the pro-inflammatory cytokines (PICs) that acts as
neuromodulator and perform a fundamental role in the sympathetic regulation of the
blood pressure (BP). Studies suggest that the increase of the PICs expression
activates many signaling ways and acutely influence the neural discharge, promoting
adaptative changes that modulate the neuronal excitability through genic transcription.
On the other hand, the aerobic physical training (APT) is recognized as a preventive
and adjuvant therapeutic too in AH management. In light of these considerations, the
present study evaluated the contribution of the neuroinflammatory process to the
cardiovascular and autonomic responses induced by TNF-a in the PVN of hypertensive
animals undergoing a regular moderate-intensity APT protocol. To this end, SHR (250
- 3509) were divided into two groups: . SHR-APT (8 weeks of aerobic training, n=13);
Il. SHR-SED (8 weeks of supervision in species-typical physical activity, n=10). The
systolic blood pressure (SBP) and the heart rate (HR) was monitored throughout the
whole treatment period with the tail plethysmography (TP). At the end of the 8 weeks,
the animals were anesthetized with urethane (400 mg-kg™ body weight; i.v.)
associated with a-chloralose (40 mg-kg™ body weight; i.v.) and surgically instrumented

for unilateral intranuclear nanoinjections (50nL) in the PVN, recording of mean arterial
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pressure (MAP), HR and splanchnic sympathetic nerve activity (SSNA). During the
non-anesthetized records, we identified that the APT promoted resting bradycardia
observed from the 3rd week of training (SHR-APT: from 488,9 + 13,1 to 450,2 + 11,6
bpm; p<0,05). In the fraction of the study where the recordings were performed in
anesthetized SHR, we identified that the vehicle nanoinjections (phosphate-buffered
saline; PBS, 0.01 M) in the PVN didn’t promote the change in the basal values of the
MAP (SHR-SED: A -2,1 = 1,3; SHR-APT: A -0,7 £ 1,4 mmHg; 10 min after vehicle,
from baseline), HR (SHR-SED: A 0,039 £ 1,6; SHR-APT: A -1,0 + 1,8 bpm; 10 min
after vehicle, from baseline) and [SSNA (SHR-SED: A 49,7 + 2,0; SHR-APT: A +4,3
1,7%; 10 min after vehicle, from baseline), in the same way that it wasn’t observed
differences between the groups. In the other hand, intranuclear nanoinjections of TNF-
a in the PVN of hypertensive animals that remained in species-typical physical activity
induced an increase in MAP (SHR-SED: A +11,4 + 3,9 mmHg; p<0,05; 50 min after
TNF-a, from baseline), HR (SHR-SED: A +18.8 £ 4.5 bpm; p<0.05; 60 min after TNF-
a, from baseline) and JSSNA (SHR-SED: A +21.8 £ 4.7 %; p<0.05, 20 min after TNF-
a, from baseline). In SHR submitted to APT, we found that nanoinjections of TNF-a
into the PVN did not elicit pressor responses (SHR-TFA: A -4.6 + 2.4 vs. SHR-SED: A
+6.8 £ 4.2 mmHg; p<0.05; 40 min after TNF-a), nor did they result in sympathetic
excitation (SHR-SED: A +30.6 + 4.7 vs. SHR-TFA: A +14.3 + 4.9 %, p<0.05; 30 min
after TNF-a), as observed in the sedentary group. Additionally, there was a significant
difference in these parameters when comparing the training groups to the sedentary
groups of animals. Taken together, our findings demonstrate that regularly performed
moderate-intensity APT effectively promotes resting bradycardia while also mitigating
the increase in SSNA and pressor response induced by acute activation of the

neuroinflammatory process in the PVN of SHR.

Keywords: Sympathetic nervous activity; Tumor Necrosis Factor Alpha; Arterial

hypertension; Immunomodulation; Neuroinflammation; Autonomic regulation.



1. INTRODUCAO

Em circunstancias nas quais as vicissitudes que acometem a sociedade
contemporanea sdo abordadas por entidades com interesses voltados para a saude
e bem-estar populacional, os males que afetam o sistema cardiovascular destacam-
se por possuirem indicadores alarmantes de incidéncia e mortalidade.
Internacionalmente, a World Health Organization, (2021) estima que 32% do numero
total de ébitos ao redor do globo foram atribuidos as doencas cardiovasculares (DCV),
de tal modo que as afeccbes cardiovasculares, representaram 17,9 milhdes de
intercorréncias que evoluiram para o 6bito no ano de 2019 (World Health Organization,
2021). De maneira andloga, o Brasil, quinto maior pais do mundo com 8.510.345,540
kmz2 (IBGE, 2021), e dimensdes continentais, dispde de um cenario pouco favoravel.
Em territério brasileiro, as DCV ranqueiam os indices de taxa de mortalidade e
hospitalizagdes, configurando a principal causa de morte no pais em 2019,
correspondendo a 27% do total de 6bitos, segundo a base de dados do Sistema Unico
de Saude (SUS) (Barroso et al., 2021; Malta et al., 2017; Oliveira et al., 2022).

A hipertensdo arterial (HA), doenca crbnica nao transmissivel (DCNT),
protagoniza como principal fator de risco modificAvel para a problematica associada
ao desenvolvimento e agravamento das DCV, as quais foram responsaveis por
onerosos R$9.378.278,00 em custos com procedimentos clinicos para o sistema
publico de saude no Brasil em 2019 (Carey et al., 2018; Forouzanfar et al., 2017;
Oliveira et al., 2022). Além disso, foram registrados gastos de R$10.524.044,00 em
procedimentos cirargicos decorrentes de DCV, totalizando assim um montante de
R$19.902.322,00 (Barroso et al., 2021; Oliveira et al., 2022).

A presséo arterial (PA) é determinada pelo produto do débito cardiaco (DC) e
da resisténcia periférica total (RPT). O DC, por sua vez, corresponde ao volume de
sangue bombeado pelo coracdo por minuto e é obtido pelo produto entre o volume
sistélico (VS), que corresponde a quantidade de sangue ejetada pelo ventriculo
esquerdo a cada contracao (sistole) do musculo cardiaco, e a frequéncia cardiaca
(FC) (Gordan et al., 2015). O aumento cronico da PA é um dos principais critérios
diagnésticos para HA, o qual é amplamente reconhecido pela comunidade cientifica
(Abboud & Singh, 2017; Coote & Chauhan, 2016). No entanto, a HA é um distarbio
multifatorial do sistema cardiovascular, resultante da interacdo complexa entre fatores

genéticos, epigenéticos, comportamentais e ambientais, assim como inconformidades



em sistemas e 6rgdos, destacam-se, nomeadamente 0 sistema nervoso central
(SNC), glandulas adrenais e rins (Abboud & Singh, 2017; Carey et al., 2018; Grassi et
al., 2015). Individuos que apresentam valores de PA iguais ou superiores a 140 mmHg
de pressdo arterial sistolica (PAS) e 90 mmHg de pressao arterial diastdlica (PAD) séo
considerados como hipertensos, enquanto aqueles com PAS entre 130 e 139 mmHg
e PAD entre 85 e 89 mmHg séo classificados pré-hipertensos (Barroso et al., 2021;
Unger et al.,, 2020; Vasan et al., 2001). Contudo, a identificacdo dos fatores
responsaveis pelo aumento crénico da PA em humanos continua sendo um desafio
arduo, precisamente pelo nimero elevado de variaveis e mecanismos regulatérios
com potencial para apresentar-se em desequilibrio conjuntamente (Harrison et al.,
2011; Marvar et al., 2011).

O principio de Krogh, nomeado em homenagem ao fisiologista dinamarqués
August Krogh, enfatiza a existéncia de um modelo animal adequado para estudo de
diversas probleméticas associadas a fisiologia, o0 qual pode ser mais conveniente para
a realizacdo da investigacdo experimental (Krogh, 1929). No que se refere a
hipertensdo essencial em humanos, a linhagem de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) desenvolvida e padronizada por Okamoto & Aoki, (1963) ocupa o
posto como pedra angular em investigacdes de inUmeras equipes no ambito da
pesquisa, que direcionam seus esforcos ao estudo e ao aperfeicoamento do
entendimento da patogénese propria a HA, tal como a contribuicdo do SNC para o
aumento persistente dos valores pressoéricos denotados nesse modelo experimental
de hipertensdo neurogénica a partir da 62 semana de vida (Andresen et al., 1980;
Okamoto & Aoki, 1963).

E bem estabelecido que a elevacéo da atividade do sistema nervoso autbnomo
(SNA), destaca-se como um mecanismo critico implicito no desenvolvimento do
quadro hipertensivo em SHR (Judy et al., 1976; Levick et al., 2010), com énfase no
fluxo do seu componente simpatico, regulado hegemonicamente por nucleos neurais
elementares e circuitos neurais, exempli gratia, o nucleo do trato solitario (NTS), a
regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM) e o nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN) (Dampney et al., 2005; Deng et al., 2019; Guyenet, 2006; Patel, 2000; Young
& Davisson, 2015). Nesse contexto, a despropor¢do autonémica, em que se verifica o
aumento do tbnus simpatico em proporcdo ao refreamento da atividade
parassimpatica, assim como diferencas na ativacao simpatica entre 6rgaos, seguem

no escopo das diligéncias que buscam obstinadamente averiguar as concatenacgdes



genuinas relativas ao incremento da atividade nervosa simpatica (ANS) e o
pronunciamento da HA (Coote & Chauhan, 2016; Grassi et al., 2015; Guyenet, 2006).

A hipertenséo neurogénica pode ser definida como um aumento persistente da
PA, em que a ANS desempenha um papel substancial ou mesmo preponderante como
forca motriz de seu incremento (Grassi et al., 2015; Harrison et al., 2011; Marvar et
al., 2011; Z. Shi et al.,, 2014), no entanto, 0S mecanismos que cooperam para a
regulacao positiva desse fendmeno ainda sédo mal compreendidos ou encontram-se
sob a obscuridade do desconhecimento. Estudos sugerem relagdes objetivas entre
fatores que estdo relacionados de forma intermediaria a génese da amplificacdo do
drive autonémico simpdtico, tais como a ativacdo da microglia associada a producéo
de citocinas pré-inflamatérias (CPI) na regido do PVN (Kettenmann et al., 2011; P.
Shi, Diez-Freire, et al., 2010), e a expressado da molécula gasosa de éxido nitrico (NO)
(Garthwaite et al., 1988; Patel, 2000), dado que a inibi¢do crénica de sua sintese, bem
como a superexpressao induzida, reverbera sob a HA via simpatoexcitacdo devido ao
aumento do estresse oxidativo (Garthwaite, 2019; Kimura et al., 2005; Y.-F. Li & Patel,
2003; McBryde et al., 2018).

A face do até aqui exposto, é apropriado que exploremos com afinco horizontes
COes0s aos mecanismos centrais que incidem sobre a etiologia da HA. O
entendimento de que o encéfalo desempenha atribuicdo elementar homeostatica na
regulacdo da funcdo cardiovascular € bem estabelecido (Fajemiroye et al., 2018;
Hilton, 1982; Kabat, 1935; Yardley & Hilton, 1986). Assim sendo, ao adentrarmos
metaforicamente as aguas oceanicas que compdem o SNC, em um breve periodo
seriamos confrontados pelo arquipélago hipotalamico, composto por um conjunto de
ilhotas que correspondem aos diferentes nucleos essenciais que integram essa regiao
(Saper & Lowell, 2014). Contextualmente, destaca-se o PVN (Blair et al., 1996; Qin et
al., 2018). O hipotalamo é reputado como um importante elo de integracdo entre o
sistema nervoso e o sistema endoécrino, essa regido cumpre incumbéncia notavel ao
que se refere a regulacéo da homeostase energética, equilibrio de fluidos e eletrdlitos,
termorregulacdo, comportamento reprodutivo, ciclos circadianos e respostas a
agentes estressores externos (Saper & Lowell, 2014; Toni et al., 2004). Além disso,
esta associado a regulacado das funcdes cardiovasculares e amplamente reconhecido
como mediador central no controle do fluxo autonémico (Abboud & Singh, 2017; Coote
& Chauhan, 2016; Gordan et al., 2015; Judy et al., 1976).



Situado no diencéfalo ventral adjacente ao terceiro ventriculo (3V), ordenado
bilateralmente com arranjo heterogéneo, o microcosmos PVN materializa-se em
neurdbnios magnocelulares que possuem projecdes axonais ao lobo posterior
hipofisario, local em que secretam vasopressina e ocitocina, compondo 0 sistema
hipotalamo-neuro-hipofisario associado a regulacdo de fluidos e liberacdo do leite
materno, respectivamente; e neurbnios parvocelulares cujas extensdes axonais
projetam-se a eminéncia mediana (EM), constituindo as primicias dos eixos
enddcrinos hipotédlamo-hipéfise-tiroide e hipotalamo-hipéfise-adrenal, por intermédio
da liberacdo do hormdnio liberador de tireotrofina (TRH), e horménio liberador de
corticotrofina (CRH), na vasculatura portal hipofisaria (Kalsbeek & Buijs, 2021; Kondo
et al., 2021; Qin et al., 2018). O prisma microcGsmico incorre sob a perspectiva de
que, além de seu papel neuroenddcrino, o acervo neuronal autonémico parvocelular
do PVN dispbe de neurbnios pré-motores simpaticos como constituintes, que
projetam-se diretamente ou indiretamente, por intermédio do RVLM, a neurbnios pré-
ganglionares simpaticos situados na coluna intermédio-lateral da medula espinal
(IML), instituindo o PVN como nucleo integrativo e sustentaculo hipotalamico no que
concerne a dinamica de fluidos corporais e homeostase cardiovascular (Blair et al.,
1996; Chen & Toney, 2001; Swanson & Sawchenko, 1980).

O termo “homeostase” é amplamente difundido nas ciéncias biomédicas e
fisiolégicas. Sua génese remonta a compreensao de que a ciéncia é construida por
uma série de eventos sisteméaticos que sustentam a edificacdo do conhecimento. Tal
como as espléndidas asas das aves conferem-lhes o voo e lhes condenam a
liberdade, o método cientifico, fundamentado pela razdo e, sobretudo, na
experimentacdo, no qual as hipoteses sdo submetidas ao crivo da prova, compde a
edificacdo do conhecimento falivel, suscetivel a revisdes e replicacdo. Isso capacita o
homem, desde tempos imemoriais inquisitivos condenados aos porqués, alcar voos
ambicionando a obtencdo da maestria, aprimoramento de tecnologias e realizagéo de
novas descobertas, destinadas as geracdes que se sucederdo, desafiando a propria
natureza frente a finitude humana perante a infinitude do cosmos.

Para que entendamos as origens do termo homeostase, convido-0s a revisitar
os fundamentos que alicergcam o segundo principio da termodinamica, elucidados pelo
eminente fisico francés Nicolas Léonard Sadi Carnot (Figura 1A), que versa sobre o
ciclo termodinamico tedrico ideal, proposto em sua obra intitulada: “Reflections on the

motive power of heat and on machines fitted to develop that power” (Carnot et al.,



1890). De maneira concisa, Carnot et al. (1890) exploram a eficiéncia de uma maquina
térmica tedrica em relacdo a conversao de calor em trabalho, almejando alcancar o
méaximo rendimento de motores termodindmicos. Por meio de uma sequéncia de
transformacdes gasosas, uma maquina térmica de rendimento total & equacionada,
criando-se assim um ciclo de rendimento 6timo, em que ocorre a continua conversao
de calor em trabalho, condicionada pela realizacéo de ciclos entre fontes quentes e
frias (Feidt, 2017). Sinteticamente, a cada ciclo, uma quantidade especifica de calor é
extraida da fonte quente, considerada energia util e parcialmente convertida em
trabalho, enquanto o restante é dissipado para a fonte fria, sendo denominada energia
dissipada (Udriste et al., 2021). Este conceito introduz o ciclo termodinamico tedrico
de Carnot, constituindo o cerne da origem da definicdo de equilibrio termodinamico
(Carnot et al., 1890).

Através da aplicacdo perspicaz da esséncia do equilibrio termodinamico no
contexto das ciéncias médicas e fisiologicas, o renomado fisiologista francés Claude
Bernard (Figura 1B), descreveu o conceito de “milieu intérieur”, ou seja, fixidez do
meio interno como condicéo essencial para a vida (Bernard, 1865; Bernard C, 1878;
Gross, 1998). Para entado, o termo “homeostase” ser proposto por Walter Bradford
Cannon (Figura 1C) (Cannon, 1939; “The Wisdom of the Body,” 1934), um conceito
gue ecoa até os dias atuais, enfatizando a manutencdo das condicdes estaticas ou

constantes do meio interno como um elemento fundamental para a preservacao da

vida.
A

Figura 1. Pioneiros. (A) Nicolas Léonard Sadi Carnot (1796-1832), (B) Claude Bernard (1813-1878) e
(C) Walter Bradford Cannon (1871-1945). Adaptada de Wikimedia Commons (Dominio Publico).



O renomado endocrinologista Dr. Hans Hugo Bruno Selye (Figura 2) foi o
primeiro pesquisador a cunhar o termo “estresse” no contexto da biologia,
caracterizando-o como uma resposta ndo especifica do corpo a qualquer demanda,
seja ela causada por, ou resultando, em condi¢cdes favoraveis ou nao favoraveis
(Selye, 1946). Em seu ensaio sobre a sindrome da adaptacdo geral (SAG), Selye,
(1946) descreveu a fase de alarme ou alerta, que representa a oscilacdo do meio
interno de um organismo e a prontiddo do mesmo para responder efetivamente ao
agente estressor (Selye, 1946). O estadgio de alerta contempla uma resposta
vertiginosa, essencialmente deliberada pelo SNA, em particular seu ramo simpatico,
atuando sobre a estimulacédo de érgdos-alvo através de neurotransmissores a nivel
central, além da liberagdo de adrenalina e noradrenalina por intermédio da
estimulacdo das glandulas adrenais (Selye, 1950).

Figura 2. Pesquisador pioneiro no estudo das respostas fisiol6gicas ao estresse. Dr. Hans Hugo Bruno
Selye (1907-1982). Retirada do acervo Government of Canada - Library and Archives (Dominio
Publico).

Nessa perspectiva, € bem convencionado no campo da neurofisiologia o
potencial deletério engajado pela neuroinflamagdo, mesmo figurando em niveis
baixos, sobre os mecanismos cerebrais que orquestram a génese da HA (Abboud et
al., 2012; Harrison et al., 2011; Marvar et al., 2011; Wu et al., 2012). Embora a
inflamacdo no SNC seja uma resposta imune inata, estudos sugerem que, tao
intensamente quanto as CPI circulantes, o aumento da expressao de citocinas em

ndcleos cerebrais, modula positivamente a ativacao do fluxo simpatico, corroborando



o desenvolvimento e agravamento do processo hipertensivo, oportunizando um
cenario favoravel a lesdo de 6rgdos alvo, tais como o coracdo, rins e vasculatura
(Harrison et al., 2011; Mourao et al., 2021; Shabab et al., 2017; P. Shi, Raizada, et al.,
2010). Ademais, estudos identificaram que inconformidades inatas relativas ao
contexto autondmico-imune estdo associadas a génese da hipertensdo neurogénica
(Harrison et al., 2011; Levick et al., 2010; Waki et al., 2008).

O sistema imunoldgico sui generis ao encéfalo humano € composto por células
de origem mesodérmica que transladam para o tecido nervoso durante os estagios
exordiais do desenvolvimento, recebendo a alcunha de micréglia e preservando-se na
regido (Cronk & Kipnis, 2013; Kettenmann et al., 2011). A imunomodulac¢ao microglial
classifica-se fundamentalmente quanto a sua morfologia e funcdo, decompondo-se
atualmente em trés categorias possiveis: M0, M1 e M2. A classificacdo MO é retratada
como a microglia em estado de “repouso”, relativa ao monitoramento de possiveis
agentes patdogenos e mudancas de circunstancias no cenario associado a
concentracdo extracelular de neuroquimicos (Kettenmann et al., 2011; Kreutzberg,
1996).

Na conformidade dos elementos constituintes do sistema imunoldgico, a
modulacdo imunolégica a nivel cerebral € mediada por citocinas, as quais, por sua
vez, promovem sinalizacbes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas. Assim, a
classificacdo M1 é congruente ao aprovisionamento de CPI, tais como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1-3 (IL-1B), que estao
associadas a resposta imunoldgica aguda, bem como quimiocinas e espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Abboud & Singh, 2017; Agarwal et al., 2011; P. Shi, Diez-Freire,
et al.,, 2010; P. Shi, Raizada, et al., 2010). Por outro viés, a classificacdo M2 é
caracterizada pela promocdo da reparacdo tecidual, eliminacdo de residuos e
manutencdo da homeostase encefalica em geral. Este subtipo de microglia também é
associado a presencga de citocinas anti-inflamatorias (CAl), como a interleucina 4 (IL-
4) e a interleucina 13 (IL-13) (Kettenmann et al., 2011). E importante ressaltar que a
ativacdo da microglia e a subsequente liberacdo de CPI, com destaque para o TNF-
a, sdo eventos precoces relacionados ao processo neuroinflamatério. Evidéncias
experimentais indicam que a ativacdo da micréglia no PVN esta diretamente
associada aos niveis elevados de CPI em fenotipos hipertensos (Shabab et al., 2017;
P. Shi, Diez-Freire, et al., 2010; Z. Shi et al., 2014).



Em virtude do protagonismo das CPI no incremento da inflamacao do tecido
nervoso e no ténus simpatico, ambos versados como coeficientes para 0 aumento da
incidéncia e manutencdo da HA, é fundamental que pormenorizemos o ja aludido
TNF-a. Descritas como um grupo de proteinas de baixo peso molecular, as citocinas
desempenham um papel crucial na comunicacao intercelular e estdo intimamente
associadas ao processo inflamatorio (Becher et al., 2017; J.-M. Zhang & An, 2007). O
TNF-a, isolado por Aggarwal et al. (1984 e 1985), integra a superfamilia do fator de
necrose tumoral (TNF), com todos os constituintes desta referida superfamilia
destacando-se por desempenharem acbes eminentemente pré-inflamatorias
(Aggarwal et al., 1984, 1985; Idriss & Naismith, 2000; MacEwan, 2002). Sintetizado e
secretado por macrofagos ativados, linfocitos T, mondcitos e células natural Killers
(NK), o TNF é inicialmente expresso como uma proteina transmembrana de 26
kilodaltons (kDa), passivel de clivagem proteolitica em sua forma extracelular solavel
(17 kDa), por intermédio da enzima conversora de TNF-a (TACE) (Aggarwal et al.,
2012; MacEwan, 2002). Em condices fisioldgicas, essa citocina multifuncional
desencadeia uma série de eventos celulares e efeitos bioldgicos, incluindo a
modulacdo das respostas imunes inatas e adaptativas, regulacdo da apoptose de
células tumorais e inducéo da diferenciacéo e ativacdo de células imunes, a regulacéo
da angiogénese, o estimulo a producdo de outras citocinas e moléculas de adesao
celular, bem como a promoc¢édo da homeostase de tecidos normais (Kalliolias &
Ivashkiv, 2016).

No que diz respeito ao SNC, é fundamental ressaltar que o TNF-a é
predominantemente sintetizado por astrécitos e células da microglia. Apdés sua
liberacdo, liga-se a dois diferentes receptores proteicos de TNF-a: o receptor de
membrana de 55 kDa, conhecido como TNFR1, e o receptor de membrana de 75 kDa,
denominado TNFR2. Ambos pertencem a superfamilia de receptores de TNF, que
engloba, além dos ja mencionados, outros receptores, tais como FAS, CD40, CD27 e
RANK (Aggarwal et al.,, 2012; Idriss & Naismith, 2000; MacEwan, 2002).
Indubitavelmente, a alegoria em evidéncia intrinseca ao TNF-a esta relacionada a
regulacdo das células imunolégicas. No entanto, a ligagdo deste com a série de
receptores distribuidos em diferentes areas, incluindo o tronco encefélico, coértex,
cerebelo, talamo e ganglios da base, exerce influéncia sobre mudultiplas vias de

sinalizacao (Kalliolias & Ivashkiv, 2016; MacEwan, 2002).



Através de um contexto ligante-receptor, é relevante enfatizar a ativacdo do
Fator Nuclear Kappa B (NF-kB), o qual desempenha um papel crucial no controle da
expressao de diversos fatores associados a resposta inflamatoéria. Entre esses fatores,
destacam-se as citocinas IL-6, interleucina 8 (IL-8), interleucina 18 (IL-18),
qguimiocinas, Oxido nitrico-sintase induzida (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e 5-
lipoxigenase (5-LOX). Adicionalmente, ha o recrutamento das proteinas dominio de
morte associado ao receptor TNFR1 (TRADD) e dominio de morte associado ao CD95
FAS (FADD), o que ativa sequencialmente a caspase-8 e caspase-3, resultando no
processo apoptotico. Também é observada a ativacdo mitocondrial e a liberacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e citocromo C (Cyt-C), que ativam
sequencialmente a caspase-9 e caspase-3, levando a apoptose. Além disso, o TNF-a
induz sua propria expressao ao ativar o NF-Kb (Hsu et al., 1995; Idriss & Naismith,
2000; Morgan & Liu, 2010; Natoli et al., 1997).

Em condicdes fisioldgicas, o TNF-a é expresso em baixas concentragdes na
circulagdo; no entanto, sua sintese e secrecdo aumentam em cenarios associados a
inflamacédo (Aggarwal et al., 2012). No que se refere ao cérebro, o incremento nos
niveis dessa CPI é consistentemente observado em resposta a condicdes do SNC,
tais como choques mecanicos, isquemias e distdrbios neurodegenerativos, como a
doenca de Alzheimer e a esclerose multipla (A. Frankola et al., 2011; Aggarwal et al.,
2012; Clay Goodman et al., 1990; Liu et al., 1994). Nos ultimos anos, evidéncias
experimentais tém fortalecido a hipétese de que o aumento do fluxo simpatico
associado a HA recebe influéncia e pode ser modulado pelo aumento da expressao
de TNF-a. Curiosamente, diversos modelos experimentais de hipertensao, tais como
ratos sensiveis ao sédio padronizado por Dahl, hipertensdo induzida por sal-DOCA,
hipertensdo induzida por angiotensina Il (ANG Il) e hipertensdo nos modelos
deficientes de NO, compartilham niveis elevados de TNF-a (Elmarakby et al., 2008;
B. Huang et al., 2016; Shahid et al., 2010; J. Zhang et al., 2014).

Autores demonstraram que, assim como 0S mecanismos intrinsecos relativos
ao incremento das CPI, a administracdo central de TNF-a induz desarranjos
autonémicos e hemodinamicos agudos (Bardgett et al., 2014; Mouréo et al., 2021).
Em experimentos recentes, constatou-se que nanoinjegdes intranucleares de TNF-a
sdo capazes de aumentar significativamente a expressao génica de mediadores
excitatérios no PVN de ratos anestesiados, em conjunto com um aumento da ANS

(Wei et al., 2021). H4 também correlactes diretas entre as sinaliza¢cdes mediadas pelo
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TNF-a e danos endoteliais a vasculatura, juntamente com um aumento significativo
do estresse oxidativo (Ma et al., 2016; Wu et al., 2012).

O estresse oxidativo deriva-se do desequilibrio entre a formacdo de EROs e
estratégias fisiolégicas de anteparo antioxidante, geralmente por intermédio da
sobrecarga (Becker, 2004; de Champlain et al., 2004; Nishihara, Hirooka, Kishi, et al.,
2012; Nishihara, Hirooka, Matsukawa, et al., 2012). O complexo enzimatico NADPH
oxidase (NOX) é composto por mdltiplas subunidades, servindo-se de duas
subunidades de membrana, p22phox e Nox2, bem como quatro subunidades
citoplasmaticas, p40phox, p47phox, p67phox e Racl (Ogboo et al., 2022; Shatwell &
Segal, 1996). Essa enzima multimolecular esta extensivamente associada a producéo
de EROs (Bedard & Krause, 2007). Estudos indicam que o aumento do estresse
oxidativo devido a ativagdo da NOX impulsiona o0 aumento da ANS em SHR (de
Champlain et al., 2004; Grassi et al., 2015; Kishi et al., 2004; Nishihara, Hirooka,
Matsukawa, et al., 2012; Wu et al., 2012).

Embora existam evidéncias correlacionando fatores correspondentes a génese
da HA com agentes pro-oxidativos, a definicdo pontual de como esses mecanismos
estdo relacionados mantém-se sob investigacdo. Estudos sugerem que a ativacao da
NOX mediada por citocinas, como o ja mencionado TNF-a, desempenha um papel
consideravel em disfun¢des cardiovasculares (Griendling et al., 2000; Kang et al.,
2009; Y.-F. Li & Patel, 2003). Em um estudo realizado por Guggilam et al. (2007), foi
demonstrado que o incremento de TNF-a no PVN contribui para o aumento na
expressdo das subunidades Nox1l, Nox2 e Nox4 da NOX. A subunidade Nox1 foi
predominante em neurbnios magnocelulares, enquanto houve um acréscimo nas
subunidades Nox2 e Nox4 em ambas as regides, parvocelular e magnocelular, o que
contribuiu para um aumento na producdo de EROs no nucleo hipotalamico (Guggilam
et al., 2007). Ademais, os autores observaram que a administracdo de Pentoxifilina
(PTX), que é resumidamente um inibidor da sintese de CPI, reduziu a expressao das
subunidades da NOX no PVN (Guggilam et al., 2007). Achados como esse sugerem
que intervencdes anti-inflamatérias e antioxidantes podem implicar a reducao das
subunidades de NOX na regido do PVN, bem como contribuir para a diminuicdo do
estresse oxidativo e atenuacdo consecutiva da simpatoexcitagdo induzida por
coeficientes pro-inflamatorios.

Assim como ocorre no nucleo hipotalamico, o aumento das EROs na regido do

RVLM implica repercussdes desfavoraveis ao sistema cardiovascular, principalmente
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devido a gradacao ténica simpatica (Nishihara, Hirooka, Kishi, et al., 2012; Wu et al.,
2012). Os Receptores AT1 séo proteinas componentes da membrana celular e fazem
parte do grupo de receptores acoplados a proteina G. Ao se ligarem quimicamente a
ANG I, podem fomentar uma série de eventos celulares. Por intermédio desses
receptores, o aumento dos niveis de ANG Il em regides cerebrais pode contribuir para
disfuncbes autondmicas intimamente relacionadas a hiperatividade simpatica, bem
como viabilizar a vasoconstricdo periférica mediada por coeficientes pré-inflamatorios
e oxidativos (Wang et al., 2017; H. Xia et al., 2009).

Autores identificaram que o incremento na producédo de superoxido pode estar
associado a interacao entre a ANG Il circulante e receptores AT1 localizados na regido
circumventricular, mais especificamente no 6rgdo subfornical (SFO). Assim como
ocorre com as EROs, a formacao de superoxido no PVN e RVLM induz o aumento do
fluxo autondmico simpatico em SHR (Kishi et al., 2004; Peterson et al., 2006).
Curiosamente, em experimentos realizados por Sriramula et al. (2011), a
superexpresséao induzida da enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), foi eficaz
na reducgéo da expressao de CPI no PVN em modelos de hipertensdo mediados pela
ANG II, acompanhada pela reducéo substancial de valores pressoricos (Sriramula et
al., 2011). A face do até aqui exposto, faz-se permissivo inferir associacdes objetivas
no que diz respeito ao incremento das CPI, neuroinflamacéo e estresse oxidativo a
nivel do SNC, robustecendo implicacdes autonémicas e cardiovasculares que
convergem direta ou indiretamente nos mecanismos cerebrais participes na HA. Essa
€ uma area auspiciosa e prolifica no campo da neurofisiologia, embora ainda demande
tempo e perseveranca, para determinar implicacées clinicas, especialmente o0s
aspectos terapéuticos.

As benesses germinadas por intermédio do treinamento fisico (TF), séo
amplamente difundidas na contemporaneidade, seja por seu potencial preventivo ou
terapéutico (Barroso et al., 2021; Hong et al., 2022; Lopes et al., 2016; Raquel et al.,
2022; Silva et al., 2019; Unger et al., 2020; W.-J. Xia et al., 2021). Renomado como
ferramenta de intervencéo terapéutica ndo farmacoldgica suplementar as vicissitudes
gue entremeiam a HA, o TF distingue-se pela irrefutabilidade de sua eficacia na
mitigacéo de fatores de risco cardiovascular (C.-Y. Huang et al., 2012; Lin et al., 2020;
Unger et al., 2020). O TFA, quando realizado em intensidade moderada, tem sido
veementemente recomendado como terapéutica para reducao dos valores da PA, em

conformidade com as diretrizes para prevencao, detec¢éo, avaliagéo e tratamento da
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HA. Essas diretrizes sdo deferidas por organizagcdes como o American College of
Cardiology (ACC), American Heart Association (AHA) e a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC), que por seu turno, equivalem evidéncias cientificas em diretrizes,
para fornecer orienta¢des técnicas para a pratica clinica no que diz respeito a saude
do sistema cardiovascular (Whelton et al., 2018).

Sob uma perspectiva neurofisiolégica de vanguarda, evidéncias anteriores ja
delinearam o éxito do TFA no contexto da HA, associando-o a reducdo de
componentes pré-inflamatérios, inibicdo da producdo de superéxido e atenuacdo do
estresse oxidativo no PVN em SHR (Agarwal et al., 2011, 2012; Jia et al., 2014;
Masson et al., 2014). Entretanto, até o presente momento, os efeitos especificos do
TFA sobre as respostas cardiovasculares e autondmicas desencadeadas pela
ativagdo do processo neuroinflamatério no PVN ainda ndo haviam sido
minuciosamente determinados. Considerando essa area ainda néo explorada, a
presente investigacdo se propds a elucidar os impactos do TFA regular, em
intensidade moderada, na modulacdo de parametros cardiovasculares e autonémicos,

mediados pela administracéo intranuclear de TNF-a no PVN de ratos SHR.



13

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as respostas cardiovasculares e autondmicas induzidas pela
administragao intranuclear de TNF-a no PVN de SHR submetidos a um protocolo

regular de TFA em intensidade moderada.
2.2. Objetivos Especificos
Avaliar as respostas da PAS e FC de SHR néo anestesiados, antes, durante e

apos o protocolo de TFA de intensidade moderada em esteira rolante;

Estabelecer as respostas da PAM, FC e atividade nervosa simpéatica
esplancnica (ANSE) induzidas pela administracdo de TNF-a no PVN de SHR

anestesiados, apos o protocolo de TFA de intensidade moderada em esteira rolante.
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3. METODOLOGIA

3.1. Modelo Experimental

Os experimentos foram realizados em machos da linhagem SHR com idades
entre 8 e 12 semanas e peso variando de 2509 a 350g, fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Goias (UFG). Os animais foram divididos em dois grupos:
o grupo Treinados (SHR-TFA) e o grupo Sedentarios (SHR-SED). Esses animais
foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas e do
Departamento de Farmacologia (DCIF/DFar), localizado no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas Il da UFG. As condi¢cBes do biotério seguem um ciclo de luz-escuridédo de
12/12 horas (das 07:00h as 19:00h) e a temperatura ambiente € mantida constante
entre 22°C e 24°C, com um sistema de ventilacdo e exaustdo. Os animais foram
alocados em estantes ventiladas, dentro de caixas apropriadas (41x34x16cm) com
grades de metal, em grupos de cinco animais por caixa. Os animais tiveram acesso
irrestrito a agua e racao, cumprindo todas as normas de manejo e cuidado animal. Os
procedimentos experimentais foram desenvolvidos de acordo com as diretrizes da

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFG (Protocolo nimero 030/22).
3.2. Adaptacédo ao treinamento fisico em esteira rolante

Previamente ao inicio do protocolo de TFA em esteira rolante ou inatividade
fisica bem como, divisdo dos animais em seus respectivos grupos, todos os SHR
foram submetidos a adaptagéo ao treinamento em esteira rolante (Figura 4). Nas duas
semanas que antecederam o inicio do protocolo de treinamento aerdbico
propriamente dito, os animais foram expostos a atividade fisica de baixa intensidade
e curta duracdo, com velocidades entre 5 e 10 m/min, durante 10 minutos, 5 dias por
semana (Ceroni et al., 2009; Lopes et al., 2016; Masson et al., 2014). Em um primeiro
momento, apos 0s primeiros 5 dias, que corresponderam a primeira semana, animais
gue ndo demonstraram aptidao ao treinamento proposto foram designados para os
grupos de animais que permaneceram em atividade fisica tipica da espécie, ou seja,
0 grupo SHR-SED. Além de introduzir a corrida em esteira para 0s animais, o periodo
de adaptacao ao treinamento em esteira rolante permitiu a randomizacao e divisao
aleatéria dos animais entre 0s grupos experimentais. Dessa forma, ratos
predominantemente ativos foram distribuidos equitativamente entre os grupos SHR-

TFA e SHR-SED, garantindo uma alocacao balanceada.
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3.3. Classificacao da aptidao fisica e velocidade aer6bica maxima

Com o objetivo de mensurar as capacidades fisicas dos animais em relacéo ao
treinamento em esteira rolante, foram realizados incrementos progressivos de carga,
com énfase na relagcéo entre a resisténcia manifestada pelos animais em fungéo do
tempo (Figura 3). Os testes incrementais foram conduzidos em trés momentos
decisivos: imediatamente apos a selecdo e encaminhamento dos animais para 0s
grupos de treinamento, ou seja, antes do inicio do protocolo, com o propdsito de
avaliar as capacidades iniciais dos animais. O segundo momento ocorreu 4 semanas
apos a exposicao dos animais ao TFA, com o objetivo de identificar possiveis ganhos
de condicionamento e proporcionar aos animais um aumento progressivo da carga,
focando na carga de treino adequada para gerar sobrecarga. O terceiro momento foi
apos 8 semanas consecutivas de treinamento.

O teste progressivo de carga consistiu em estagios com 3 minutos de duracéao,
com carga inicial estabelecida em 5 m - min™2, e foi adaptado para a esteira motorizada
digital para ratos (Bonther, Brasil). Ao final do 3° minuto de cada estagio, os animais
receberam um incremento de carga de 5 m - min~! a velocidade total da esteira rolante.
O incremento foi aplicado progressivamente até a exaustdo do animal, que foi
determinada com base em fatores observacionais. Isso ocorreu quando o animal
interrompeu a corrida por mais de 10 segundos em um dos estagios de 3 minutos ou
demonstrou sinais de desgaste fisico, aproximando-se do ponto final da area de
treinamento apds ndo conseguir passar pela metade anterior do percurso no mesmo
estagio (Ceroni et al., 2009; Lopes et al., 2016).

A VAM de cada animal foi obtida por intermédio do teste progressivo de
incremento de carga. A velocidade de treinamento determinada para cada periodo do
protocolo correspondeu a 50% e 60% da VAM média obtida pelos grupos de animais
submetidos ao protocolo de TFA. Ao determinar a VAM meédia, 0os grupos de
treinamento foram subdivididos, permitindo que apenas animais com desempenho
semelhante em relacdo as capacidades aerdbicas executassem o treinamento em
esteira em conjunto. Dessa forma, limitamos a possibilidade de sobrecarga devido ao
treinamento com velocidades acima dos valores suportaveis. A VAM é expressa pela

seguinte equacao:
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Tempo de duragdio total do teste &5 Carga incrementada (m/min)

Velocidade aerdbica maxima (VAM) =
Tempo de duracéo de cada estagio

Figura 3. Representacdo da equacao utilizada para quantificar a velocidade aerébica maxima (VAM,
m/min) nos grupos de SHR-TFA.

3.4. Pletismografia de cauda

A pletismografia de cauda (PC) foi utilizada como método ndo invasivo para
monitorar a PAS e FC dos animais de ambos os grupos (Hellstrom, 1975; Kubota et
al., 2006). Com a intencéo de facilitar a adeséo ao protocolo por parte dos animais,
bem como reduzir a interferéncia do estresse de contengdo e manipulagdo nos
parametros monitorados, nas 2 semanas que antecederam o inicio dos registros, os
animais foram submetidos a aclimatacédo. Ademais, a PC foi realizada ao longo das 8
semanas em que 0s grupos de treinamento e inatividade fisica foram submetidos aos
seus respectivos protocolos de tratamento.

Inicialmente, os animais hipertensos foram colocados em uma caixa de madeira
para aquecimento, com o objetivo de facilitar a dilatacdo da artéria caudal.
Posteriormente, foram colocados em um suporte de madeira, permitindo que apenas
a cauda do animal ficasse exposta, a fim de evitar movimentos bruscos que pudessem
afetar negativamente o registro da presséo arterial pulsatil (PAP). Em seguida, um
cilindro de metal revestido por latex com uma extremidade para entrada de ar
(manguito) foi posicionado na porcao proximal da cauda.

Ainda na porcdo proximal da cauda, um transdutor de pulso MP100
(ADInstruments, Brasil) possibilitou a captag&o dos sinais mecéanicos correspondentes
a pulsacéo da artéria. Ao inflar o manguito, os sinais da presséo de pulso (PP) foram
suprimidos, permitindo a definicdo da PAS como o primeiro pulso apds a desinflacédo
(com uma velocidade de 10 mmHg - s™%, ap6s 3 segundos de obstru¢cdo completa) do
manguito. Este manguito possui uma conexdao comum com a péra de insuflacdo, um
transdutor de pressao arterial MLT 0380/D (ADInstruments, Australia) e uma torre de
mercurio. Para obter a FC, calculamos a média dos intervalos de 10 segundos entre
os ciclos de obstrucdo e desobstrucdo do fluxo sanguineo na artéria caudal.

Os sinais mecanicos gerados foram identificados pelos seus respectivos
transdutores, conectados a um amplificador de sinais ETH-200 (CB Sciences, E.U.A.),

juntamente com um conversor analogico/digital PowerLab 400 (ADInstruments,
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Australia), que foram conectados diretamente a um computador. O LabChart 7.0
(ADInstruments, Australia), foi o software adotado para obtencdo e analise dos
registros. A PAS e FC diarias de cada animal foram consideradas como a média
aritmética de pelo menos 3 desses registros de variaveis ao longo de cada semana,
do inicio ao fim do acompanhamento realizado durante o periodo de realizacdo dos

protocolos de tratamento com os grupos de SHR-TFA e SHR-SED.
3.5. Treinamento fisico em esteira rolante

Fundamental para alcancar os objetivos propostos neste estudo, o tratamento
cronico através do protocolo de TFA em esteira rolante foi adaptado de acordo com
(Masson et al., 2014). Apos definido os grupos de SHR-TFA, na sequéncia do inicio
do monitoramento e registro da PAS e FC pelo método nao invasivo de PC, os animais
hipertensos foram entdo sujeitados ao treinamento aerdbico em esteira rolante,
realizado sistematicamente nas 3 primeiras horas do periodo escuro, com a intencao
de preservar o ciclo claro/escuro fisiolégico dos animais.

A principio, os grupos de treinamento foram estimulados durante o periodo de
aquecimento, programado para 5 minutos com velocidade de treinamento instituida
em 25% da VAM, com incremento de carga incorrendo de minuto a minuto até
contemplar a velocidade final. Em relacdo ao tempo de treinamento na primeira
semana do protocolo, foram estabelecidos ajustes graduais variando entre 30 e 60
minutos. Ao final da etapa de treinamento, os animais encerravam as sessdes com 5
minutos de recuperacao ativa, ajustados pela redu¢do minuto a minuto da carga, até
a parada da esteira rolante. Durante 2 semanas, a velocidade de treinamento foi
estabelecida em 50% da maxima e, posteriormente (nas duas semanas seguintes),
aumentou para 60%. ApoOs 4 semanas, 0os animais foram submetidos a um novo teste
progressivo de carga para avaliar o condicionamento fisico e determinar uma nova
VAM para os grupos de treinamento. Em seguida, uma nova velocidade de
treinamento foi estipulada em 50% da VAM identificada durante o teste.

A intervencao continuou ininterruptamente por mais 4 semanas, totalizando um
periodo de 8 semanas durante o qual os animais foram submetidos ao treinamento
aerdbico em esteira rolante cinco vezes por semana, com uma duracao total de 60
minutos e uma intensidade estabelecida entre 50% e 60% da VAM preestabelecida
durante os testes incrementais de carga (Masson et al., 2014). Durante todo o periodo

do protocolo de treinamento, os animais que nao foram incluidos no treinamento
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aerobico (grupo SHR-SED) permaneceram na sala onde a esteira rolante motorizada
estava instalada. Isso foi feito com o propdésito de expor esses animais aos mesmos
estimulos vibracionais e ruidos provenientes do motor da esteira, com a intencéo de
reduzir, ao menos parcialmente, a influéncia e a disparidade de fatores estressores

sobre os parametros registrados em ambos os grupos, SHR-TFA e SHR-SED.

Adaptacao 5x Semana - 60 min - Intensidade de 50-60% da VAM | Experimento

2 Semanas 8 Semanas

Figura 4. Representacdo cronolégica do periodo despendido para adaptacdo e protocolo de
treinamento fisico aerdbico (TFA), dos grupos de SHR-TFA, até a realizacdo dos experimentos
anestesiados para registro de pardmetros cardiovasculares e autondmicos.

3.6. Procedimentos cirargicos gerais

Apbs a conclusado de 8 semanas de TFA, ambos os grupos de animais (SHR-
TFA e SHR-SED) foram submetidos a inducdo anestésica com Isoflurano (2%,
Isoforine, Cristalia, Brasil) em O2 a 100% e, em seguida, foram cirurgicamente
instrumentados para a implantacao de cateteres de polietileno (PE) PE-10 combinado
com PE-50 na artéria e veia femoral direita. A cateterizacado dos vasos foi realizada
com o proposito de possibilitar a administracdo de drogas (cateter venoso), tal como
permitir o registro da PA (cateter arterial). A introducédo dos cateteres foi realizada
através da incisao cirargica na regiao inguinal direita, em direcdo ao feixe vasculo-
venoso. A regidao menos calibrosa dos cateteres (PE-10) foi introduzida na luz da veia
e artéria femoral. Os sinais mecanicos produzidos a partir da PAP da canula arterial,
foram captados por um transdutor de pressdo arterial MLT0699 (ADInstruments,
Australia), conectado ao amplificador de sinais ETH-200 (CB Sciences, EUA).

Na sequéncia, a anestesia foi mantida pela infusdo de uretano (400 mg - kg™,
i.v, Sigma-Aldrich, EUA), associado a a-cloralose (40 mg - kg™, i.v, Sigma-Aldrich,
EUA). Os animais foram traqueostomizados com a intencdo de reduzir o esforgo
respiratorio. Aléem disso, eletrodos foram inseridos nos membros anteriores para o
registro dos sinais analogicos do eletrocardiograma. Esses sinais foram amplificados
em 1.000 vezes e filtrados entre 100 e 1.000 Hz (ECG100C; ADInstruments,
Australia). A temperatura corporal dos animais foi mantida entre 36°C e 37°C por meio
de uma mesa térmica (TP700, Stryker, EUA). A amplificacdo dos sinais obtidos foi
realizada por um bioamplificador para PowerLab de acoplamento AC, 60 Hz e filtro

passa-baixa para ECG de 150 Hz. Ambos os amplificadores estavam conectados a
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um conversor analdgico/digital PowerLab 400 (ADInstruments, Australia), ligados a
um computador. O software LabChart 7.0 (ADInstruments, Australia), foi utilizado para
aquisicao dos registros dos sinais da PAP e ECG em tempo real na forma de graficos.
Simultaneamente, obtivemos a FC a partir do intervalo R-R do ECG e PAM a partir da
PAP.

Apoés o posicionamento dos acessos e eletrodos primarios, os animais foram
acoplados em decubito ventral a um aparelho estereotaxico (David Kopf Inst., EUA) e,
em seguida, foram fixados. Foi realizada uma craniectomia para criar um ambiente
adequado para a realizacdo das nanoinjecdes intranucleares. Em seguida, uma
incisao retroperitoneal foi realizada para permitir a identificagcdo do nervo esplancnico
toracico, que, apos ser isolado das demais estruturas, foi cuidadosamente
posicionado sobre um par de eletrodos bipolar com constituichio em prata,
apropriadamente acoplado a um micromanipulador, o qual, por sua vez, foi conectado
ao computador para permitir a aquisicdo e registro da ANSE através do software
LabChart 7.0 (ADInstruments, Australia).

3.7. Nanoinjecdes intranucleares

Por meio da cirurgia estereotaxica, utilizamos um sistema padronizado de
coordenadas tridimensionais com subsidio intelectual obtido através do Atlas de
Paxinos & Watson (Paxinos, G. & Watson, 1998), para realizacdo das nanoinjecdes
unilaterais empreendidas a nivel do PVN. Subsequentemente ao aparelhamento dos
animais no estereotaxico (David Kopf Inst., EUA), incis@es cirargicas foram realizadas
na regido da cabeca, com o objetivo de remover os tecidos moles que cobriam os
ossos frontal, parietais e occipital. Com a assisténcia de um microscépio, identificamos
o bregma (ponto de referéncia anatdmico onde se encontram as suturas sagital e
coronal) e o utilizamos como referéncia para posicionar a micropipeta feita de
capilares de vidro (Standard glass capillaries, World Precision Instruments, Canada)
e registrar suas coordenadas. Posteriormente, utilizamos uma broca cirargica (Beltech
Ind. e Com. Ltda, Brasil) para extrair os ossos frontal e parietais, criando um ambiente
adequado para realizar as nanoinje¢des intranucleares no PVN. ApGs a craniectomia,
0 seio sagital e as coordenadas do bregma foram utilizados como referéncias
anatbmicas para identificar as coordenadas do nucleo alvo.

Dotado das coordenadas compativeis com o PVN, os grupos de SHR-TFA e

SHR-SED foram submetidos a nanoinjecdes unilaterais de TNF-a (0,6 pmol em 50 nL;
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em solucéo de salina tamponada com fosfato; PBS 0,01 M), as quais foram realizadas
10 minutos apds as nanoinjecdes do veiculo (PBS, pH 7,35). A efetuacdo das
nanoinje¢des intranucleares foi realizada por meio de um sistema de pressdo manual
acoplado as micropipetas de vidro. O controle do volume injetado foi realizado com
base na observacdo do deslocamento meniscal da solucdo na micropipeta, atraves
do microscoépio cirdrgico, com o auxilio de uma lente ocular com reticulo calibrado. Ao
final do experimento, foram injetados 50 nL do corante azul de Evans (4%; Sigma-
Aldrich, EUA) no mesmo local onde as nanoinje¢des intranucleares foram realizadas,

para fins de confirmacao histoldgica.

Tabela 1. Coordenadas utilizadas para o empreendimento das nanoinje¢des intranucleares.

Coordenadas (SAVA\
Antero-posterior (0,9 mm) Caudal ao bregma
Latero-medial (0,6 mm) Lateral ao bregma
Dorso-ventral (8,1 mm) Ventral ao seio venoso sagital
Linha Interauricular (3,5 mm) Abaixo da linha Interauricular

Notas: Coordenadas utilizadas para mapear as regides cujo as nanoinje¢des intranucleares foram
empreendidas deram-se pela padronizagdo prévia do protocolo por intermédio do Atlas Paxinos &
Watson, (1998). As coordenadas foram medidas em relacdo ao Bregma e expressas em milimetros
nos planos descritos na tabela. Linha Interauricular (LIA) € uma referéncia anatémica definida como
uma linha imaginaria que liga os dois pontos mais altos dos pavilh8es auriculares. Ela é usada como
uma referéncia para orientacdo espacial em estudos neuroanatdmicos e neurofisiologicos. No caso
especifico do nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) em ratos SHR, a LIA pode ser usada como

uma referéncia para determinar a localizagédo da estrutura em relagdo a outras estruturas cerebrais.
3.8. Aquisicao e registro da atividade nervosa simpatica esplancnica

Apos realizar a incisao retroperitoneal nos animais hipertensos ja fixados no
estereotaxico, o nervo esplancnico foi identificado com a assisténcia de um
microscopio cirargico para obter e registrar a ANSE. O nervo foi meticulosamente
dissecado e isolado das demais estruturas, sendo posicionado sobre um par de
eletrodos bipolares com composi¢cdo em prata, interligados a um micromanipulador e

conectados ao computador para adquirir e registrar os sinais da ANSE. Durante todo
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o periodo do experimento, 0 nervo esplancnico permaneceu suspenso sobre o
eletrodo de prata. Além disso, 6leo mineral (Nujol — Schering-Plough, Brasil, + 37,5°C)
foi aplicado ao campo cirargico com o intuito de evitar o ressecamento do tecido e
reduzir a captacéo de ruidos e interferéncias externas.

Os sinais foram amplificados em 20.000 vezes, filtrados entre 30 e 1.000 Hz
(P511 AC amplifier; Grass Technologies, EUA) e digitalizados a uma frequéncia de
2.000 amostras por segundo por meio do conversor analdgico/digital (PowerlLab
System; ADInstruments, Australia). Para quantificar o ruido proveniente da captacao
do sinal adquirido, apds quantificar a ANSE por meio da integracéo do valor absoluto
em intervalos de 1 segundo, os animais receberam o bloqueador ganglionar
Hexametonio via cateter venoso (30 mg - kg™, i.v, Sigma-Aldrich, EUA). A média da
integral da ANS retificada (JANSr) em cada intervalo analisado, foi calculada pela
média da integral do ruido final (Jruido), subtraida da média da integral do sinal
inicialmente adquirido (JANSinicial; Tabela 2). As variacfes da integral da atividade
nervosa simpatica (%JANS) foram calculadas como a raz&o percentual em relagdo ao

valor basal (Tabela 2). As formulas aplicadas estdo apresentadas na tabela a seguir:

Tabela 2. Formulas utilizadas para o calculo da integral da atividade nervosa simpética retificada
(JANST) e variagao da JANS (%JANS).

JANS FORMULAS

JANS retificada (ANST) [ANSr = [ANSinicial — [Ruido

Variacdo JANS (%JANS)

%JANS = [JANS: - [ANSpasarretificada] X 100
IANSbasalretificada

3.9.Extracao, acondicionamento e processamento do tecido cerebral

Imediatamente apds a conclusdo dos experimentos, 0os animais dos grupos
SHR-TFA e SHR-SED foram submetidos a perfusao com soro fisiolégico (NaCl 0,9%,
200 mL, LabSynth, Brasil), seguida de formaldeido (10%, 200 mL, LabSynth, Brasil).
Um cateter de PE, acoplado a uma bomba de perfuséo, foi inserido no ventriculo
esquerdo para permitir a perfusdo transcardiaca. Em seguida, os encéfalos foram

removidos e fixados em solucdo de formaldeido a 10%. Posteriormente, foram
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acondicionados em solucédo de sacarose 30% por 48 horas. Apds a conclusdo do
periodo de fixacdo e acondicionamento, os cérebros foram seccionados em cortes
coronais de 40 micrémetros (um) com o auxilio de um criostato (CM1860UV, Leica,

Alemanha).
3.10. Coloracgéo por vermelho neutro

Com proposito em determinar os sitios das nanoinjecdes intranucleares, apos
0 processamento dos cortes histoldgicos na extensao hipotalamica, a coloragdo com
vermelho neutro foi utilizada para realcar a marcacao do PVN com o corante Azul de
Evans (4%; Sigma-Aldrich, EUA). Na sequéncia da prepara¢ao das laminas, os cortes
foram imersos em vermelho neutro (CisH17CIN4, 1%, 5 minutos de imersédo, Neon,
Brasil). Em seguida, foram imersos em &gua destilada e desidratados em
concentracdes crescentes de alcool etilico (C2HsO, 70%, 95%, 100%, 3 minutos de
imersdo cada; Neon, Brasil). Os cortes foram ainda imersos em xilol (CsH1o, 2 vezes
de 5 minutos de imersdo; Neon, Brasil), para atenuacdo do &alcool presente e
clarificacdo. Para selar as laminas, foram aplicadas laminulas com auxilio de DPX
(DPX Mountant for histology; Sigma-Aldrich, EUA), e, ao final do procedimento, as
laminas foram deixadas em temperatura ambiente para secagem.

O microscoépio optico (Leica DM500, Leica Microsystems, Alemanha), acoplado
ao sistema digital de aquisicdo de imagens (Leica Application Suite, V.3.10, Leica
Microsystems, Alemanha), foi utilizado para a realizagéo das fotomicrografias. Foram
selecionados e analisados estritamente 0s experimentos em que as nanoinjecdes

foram restritas ao PVN.
3.11. Analise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados na forma de média + erro padrdo da
média (EPM). As andlises e a construgdo dos gréficos foram conduzidas utilizando o
software GraphPad Prism (v.9.0; GraphPad Software, Inc., EUA). Com o intuito de
realizar a analise estatistica dos resultados de PAS e FC obtidos através do protocolo
de pletismografia de cauda, bem como para avaliar as diferencas entre os testes da
VAM, empregou-se os testes ANOVA de duas vias, seguidos do poés-teste LSD
Fisher's ou teste t de Student. Por sua vez, os valores basais de PAM, FC e JANS
foram submetidos ao teste t de Student. As variagdes da PAM, FC e JANS foram

analisadas através da analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias;
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Fatores: grupo/tempo), seguida pelo pés-teste LSD Fisher's. Em todas as analises,

considerou-se uma diferenca significativa para valores de p < 0,05.

3.12. Delineamento experimental
Representacéo sequencial e processual dos eventos empreendidos em ambos

os grupos (Figura 5).

Administragéo
SHR-TFA e SHR-SED
Hexametdnio — (30 mg - kg™, i.v)

Nanoinjeg&o unilateral PVN
SHR-TFA e SHR-SED
TNF-a - (0,6 pmol - 50 nL)

Procedimentos Registro

Cirurgicos Basal
k v Registro da PAM, FC e ANS

-20 min =10 min Omin 10min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

Nanoinjecao unilateral PVN Nanoinjegdo unilateral PVN
SHR-TFA e SHR-SED SHR-TFA e SHR-SED
PBS - (0,01 M - 50 nL) Azul de Evans — (4% - 50 nL)

Figura 5. Delineamento experimental indicando a ordem dos eventos em funcdo do tempo em que 0s
experimentos anestesiados se sucederam com 0s grupos SHR-TFA e SHR-SED.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos do treinamento fisico aerdbico sobre valores basais de PAP e

FC em animais hipertensos nao anestesiados

O TFA regular, em intensidade moderada, ndo demonstrou eficacia suficiente
para promover moderacdes significativas nos valores da PAS nos grupos de animais
treinados (TFA: 221,27 + 6,18 para 237,12 + 5,69 mmHg; p<0,05; Figura 6A),
tampouco quando abordados comparativamente aos grupos de animais sedentarios
(TFA: 237,12 £ 5,69 vs. SED: 242,96 £ 5,79 mmHg; Figura 6A). Contudo, o TFA
resultou em uma reducéo progressiva da FC em relacdo aos valores basais nos
grupos de animais treinados (TFA: 488,94 + 13,17 para 448,15 + 13,11 bpm; p<0,05;
Tabela 3; Figura 6B). Especificamente, na sétima semana de treinamento, observou-
se uma reducdo significativa desse parametro em comparacdo com os valores
avaliados nos grupos de animais que permaneceram em atividade fisica tipica da
espécie (TFA: 435,66 + 12,56 vs. SED: 478,21 + 15,64 bpm; p<0,05; Figura 6B).

Tabela 3. Valores basais da frequéncia cardiaca (FC; bpm) e presséao arterial sistélica (PAS; mmHg)
dos grupos de SHR-TFA e SHR-SED néo anestesiados. Os valores sdo expressos como média + erro
padrdo da média (E.P.M).

Grupos [\ PAS (mmHg) FC (bpm)

SHR-TFA 13 221,2+6,1 488,9 + 13,1

SHR-SED 10 218,03+5,4 486,3 + 10,9
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Figura 6. Efeitos cardiovasculares obtidos por intermédio da pletismografia de cauda realizada do
periodo basal (semana 0) até a 82 semana em SHR-TFA (circulo aberto) e SHR-SED (circulo fechado)
nao anestesiados. (A) Presséo arterial sistélica (PAS; mmHg), (B) frequéncia cardiaca (FC; bpm). Os
valores séo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M). * Diferente da semana 0 (basal);

# Diferente do grupo SHR-SED; p<0,05.



26

4.2. Efeitos do treinamento fisico aerdbico sobre a VAM e massa corporal

em animais hipertensos nao anestesiados

Conforme mencionado anteriormente, utilizamos a VAM como métrica para
avaliar a efetividade do TFA proposto para os grupos de animais hipertensos
treinados. A (Tabela 4) apresenta os valores basais da VAM no inicio do treinamento,
na 42 semana e ao término da ultima semana do protocolo. Observamos um aumento
gradual no desempenho da VAM em relacdo aos valores obtidos pelos grupos de
SHR-TFA durante a avaliacdo inicial das capacidades aerdbicas na semana basal
(SHR-TFA: 21,9 £ 0,7 vs. 34,2 £ 1,1 vs. 44,2 + 1,4 m/min; p<0,05; Tabela 4; Figura 7).

Tabela 4. Média + EPM das altera¢Bes concernentes a velocidade aerdbica méaxima (VAM) do grupo
de animais SHR-TFA, durante o periodo basal (semana 0), 42 e 82 semana. Expressas em (m/min).

Semanas N VAM (m/min)
Semana 0 13 21,9+0,7
Semana 4 13 34,2+1,1*
Semana 8 13 44,2 + 1,4*#

Notas: * Diferente da semana 0; # Diferente da semana 4; p<0,05.
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Figura 7. Efeitos do treinamento fisico aerdbico regular, em intensidade moderada, sobre o
condicionamento aerdbico de SHR-TFA avaliados no periodo basal (semana 0), 42 e 82 semana.
Velocidade aerdbica maxima (VAM; m/min). Os valores sdo expressos como média + erro padrédo da
média (E.P.M). * Diferente da semana 0; # Diferente da semana 4; p<0,05.

Consoante ao delineado na Tabela 5, ndo foram identificadas disparidades na

variabilidade da massa corporal entre os grupos de SHR-TFA e SHR-SED.

Tabela 5. Média + EPM das alteragbes da massa corporal nos grupos SHR-TFA e SHR-SED,
expressas em gramas (g).

Massa Corporal (g)

[\ Semana Basal SCINERERS

SHR-TFA 13 303,2+6,3 339,7 +6,7*

SHR-SED 10 313,8+7,6 339,2+ 153

Notas: * Diferente do Basal; p<0,05.
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4.3. Efeitos cardiovasculares e autonémicos induzidos pela administracao
de TNF-a no PVN em animais hipertensos treinados e sedentarios

anestesiados

Os valores basais da PAM (TFA: 137,5 = 4,3 vs. SED: 131,1 = 4,0 mmHg;
Tabela 6), FC (TFA: 352,5 + 7,9 vs. SED: 333,9 + 7,2 bpm; Tabela 6) e JANSE (TFA:
8,0 £0,5u.avs. SED: 8,4 + 0,4 u.a; Tabela 6) foram semelhantes entre os grupos de
SHR-TFA e SHR-SED anestesiados.

Tabela 6. Valores basais da pressao arterial média (PAM; mmHg), frequéncia cardiaca (FC; bpm) e
integral da atividade nervosa simpatica esplancnica (JANSE; u.a.) nos grupos de animais SHR-TFA e
SHR-SED. Os valores séo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M).

Grupos N PAM (mmHg) FC (bpm) [ANSE (u.a)
SHR-TFA 13 137,5+4,3 352579 8,0£0,5
SHR-SED 10 131,1+£4,0 333,9+7,2 8,404

Os tracados gréficos ilustrativos a seguir, apresentados nas Figuras 8 e 9,
delineiam de forma esquematica as alteracbes cardiovasculares e autondmicas
decorrentes das nanoinjecdes intranucleares de TNF-a na regido do PVN nos grupos
de SHR (SED; Figura 8) e (TFA; Figura 9).
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Figura 8. Tragado representativo das alteracdes na presséo arterial pulsatil (PAP; mmHg), frequéncia
cardiaca (FC; bpm) e atividade nervosa simpatica esplancnica (ANSE; u.a) do grupo de SHR-SED. I.
linha tracejada indica o momento da nanoinjecao intranuclear de veiculo (PBS; 50 nL), Il. linha tracejada
indica o0 momento da nanoinjecdo intranuclear de TNF-a (0,6 pmol em 50 nL) no PVN e lIl. linha
tracejada indica 0 momento da administracéo de Hexamet6nio (30 mg - kg™, i.v).
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Figura 9. Tracado representativo das alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP; mmHg), frequéncia
cardiaca (FC; bpm) e atividade nervosa simpatica esplancnica (ANSE; u.a) do grupo de SHR-TFA. I.
linha tracejada indica 0o momento da nanoinjecao intranuclear de veiculo (PBS; 50 nL), Il. linha tracejada
indica 0 momento da nanoinjecéo intranuclear de TNF-a (0,6 pmol em 50 nL) no PVN e lll. linha
tracejada indica 0 momento da administracéo de Hexamet6nio (30 mg - kg™, i.v).
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Apos as nanoinjecdes intranucleares de veiculo no PVN, ndo foram observadas
diferencas significativas nos valores basais da PAM (SHR-SED: A -2,1 + 1,3; SHR-
TFA: A -0,7 + 1,4 mmHg; 10 min apés veiculo, em relacdo ao basal; Figura 10A), FC
(SHR-SED: A 0,039 £ 1,6; SHR-TFA: A -1,0 £ 1,8 bpm; 10 min apés veiculo, em
relacéo ao basal; Figura 10B), e JANSE (SHR-SED: A +9,7 + 2,0; SHR-TFA: A +4,3 +
1,7%; 10 min apos veiculo, em relacdo ao basal; Figura 10C). Do mesmo modo, nao
foram observadas diferengas entre os grupos.

Pode-se denotar um aumento tardio da PAM nos animais que permaneceram
em atividade fisica tipica da espécie em decorréncia as nanoinjecdes de TNF-a no
PVN (SHR-SED: A +11,4 + 3,9 mmHg; p<0,05; 50 min apés TNF-a, em relacdo ao
basal; Figura 10A). Por outro lado, ndo houve aumento significativo deste parametro
em relacdo aos valores basais inerentes ao grupo de animais submetidos ao
treinamento regular em esteira rolante. Além disso, ao ser comparado com 0 grupo
sedentario, um notavel diferencial foi constatado nos grupos de treinamento (SHR-
TFA: A -4,6 = 2,4 vs. SHR-SED: A +6,8 £ 4,2 mmHg; p<0,05; 40 min apés TNF-q,
comparado ao grupo sedentério; Figura 10A), de modo que a diferengca se mantém
até o final do registro aos 60 minutos apds as nanoinjecées de TNF-a.

Em ambos os grupos, as nanoinjecdes de TNF-a no PVN promoveram aumento
da FC ao final do experimento (SHR-SED: A +18,8 + 4,5; SHR-TFA: A +16,8 + 6,4
bpm; p<0,05; 60 min apdés TNF-a, em relagdo ao basal; Figura 10B). Entretanto, ndo
foram expressas desigualdades significativas quanto a FC entre os grupos de animais
SHR treinados e sedentarios.

Durante a primeira terca parte da hora subsequente ao registro poés-
nanoinjecdes de TNF-a no PVN, observamos um aumento progressivo da JANSE
relativa ao grupo de animais sedentarios (SHR-SED: A +21,8 + 4,7 %; p<0,05; 20 min
apos TNF-a, em relagao ao basal; Figura 10C), tal como nos grupos fisicamente ativos
a partir da segunda metade da aquisicédo do registro pos-nanoinjecdes (SHR-TFA: A
+14,3 £ 4,9 %; p<0,05; 30 min apés TNF-a, em relagdo ao basal; Figura 10C).
Entretanto, nesta mesma fracdo de hora (30 minutos), um contraste foi identificado
entre os grupos SHR-TFA e SHR-SED através das técnicas estatisticas empregadas,
com um padréo ascendente mais acentuado no grupo SHR-SED (SHR-SED: A +30,6
+4,7vs. SHR-TFA: A +14,3 £ 4,9 %; p<0,05; 30 min apés TNF-a, comparado ao grupo
treinado; Figura 10C). Ademais, a diferenca entre os grupos mantém-se até o final do
experimento, aos 60 minutos (SHR-SED: A +47,1 + 3,6 vs. SHR-TFA: A +20,6 + 4,9
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%; p<0,05; 60 min ap6s TNF-a, comparado ao grupo treinado; Figura 10C), momento

em que a discrepancia entre 0os grupos se torna ainda maior em termos percentuais.
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Figura 10. Efeitos cardiovasculares e autondmicos induzidos pelas nanoinje¢des intranucleares de
TNF-a no PVN de SHR-TFA e SHR-SED anestesiados. (A) Variagao da pressao arterial média (A PAM,;
mmHg), (B) frequéncia cardiaca (A FC; bpm) e (C) integral da atividade nervosa simpéatica espléncnica
(A JANSE; %). A linha tracejada representa as nanoinjegdes intranucleares de veiculo no grupo SHR-
TFA (circulo aberto) e grupo SHR-SED (circulo fechado). A linha continua representa as nanoinjecdes
intranucleares de TNF-a no PVN. Os valores sdo expressos como média * erro padrdao da média
(E.P.M). * Diferente do tempo -20 min; # Diferente do grupo SHR-SED. p<0,05.
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4.4. Andlise histoldgica nanoinjecdes intranucleares PVN

Mediante a fotomicrografia representativa (Figura 11) do plano coronal do
hipotalamo, foi possivel identificar com precisdo o local das nanoinje¢cdes no PVN,
claramente evidenciado pela propagacdo do corante Azul de Evans (4%; Sigma-
Aldrich, MO, EUA). Tal fato atesta a exatiddo das nanoinjecdes intranucleares
conduzidas no PVN. Cabe ressaltar que apenas 0s experimentos nos quais as
nanoinjegcbes foram restritas ao PVN foram selecionados e minuciosamente

analisados neste estudo.

Figura 11. Fotomicrografia representativa da secgéo coronal (40um), realizada na regi&o hipotalamica,
evidenciando o sitio tipico unilateral da nanoinjecao realizada no nicleo paraventricular hipotalamico
(PVN). A seta indica a marcagdo com o corante azul de Evans 4%. Escala: 500um.
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5. DISCUSSAO

O achado central desta investigacao reside na comprovacao da efetividade do
TFA regular, em intensidade moderada, na redugédo da simpatoexcitacao e resposta
pressora resultantes das nanoinje¢des intranucleares unilaterais de TNF-a no PVN
em animais hipertensos sob anestesia. Adicionalmente, este estudo revelou: I. O TFA
realizado ao longo de 8 semanas resultou na reducédo da FC basal e ndo alterou os
valores da PAS nos grupos de animais SHR-TFA em comparag¢ao com 0os SHR-SED;
II. As nanoinjec¢des intranucleares de TNF-a no PVN provocaram aumentos na PAM,
FC e ANSE nos grupos de SHR-SED.

Ha muito se reconhece que o TFA é favoravel e promove efeitos benéficos na
prevencao e controle da HA (Chandler & Dicarlo, 1998; Kramer et al., 2001, 2002),
dentre os quais destacam-se a reducdo da PA e moderacdes ao fluxo autonémico
simpatico (Agarwal et al., 2011; Barbosa Neto et al., 2013; Ceroni et al., 2009). Na
atualidade, o TFA distingue-se por ser a principal categoria de treinamento com
repercussdes oportunas no manejo de afeccdes do sistema cardiovascular (Barroso
et al., 2021; Unger et al., 2020; Whelton et al., 2018). Em nossos achados, 0s grupos
de animais fisicamente ativos ostentam valores de FC em repouso excepcionalmente
mais baixos ao final do protocolo de TFA. Além disso, a discrepancia entre os grupos,
mensurada em batimentos por minuto (BPM), ja reivindicava sua significAncia a contar
das primeiras semanas de treinamento, corroborando os dados obtidos por estudos
pioneiros que atestaram a efetividade do TF em SHR na promocéo da bradicardia em
repouso (Gava et al., 1995; Negréao et al., 1993).

Os dados obtidos na presente investigacdo demonstram pontualmente que
apenas 3 semanas de TFA, em intensidade moderada, foram suficientes para
promover bradicardia em repouso em animais hipertensos ndo anestesiados, o que
representa um forte indicio do sucesso da categoria de treinamento adotada.
Investigagbes de Masson et al. (2014) sugerem que a normalizagdo do controle
barorreflexo precede a bradicardia em repouso como uma adaptacao incipiente do
sistema cardiovascular aos estimulos induzidos pelo TFA (Masson et al., 2014).
Ademais, os achados desta investigagéo reproduzem parcialmente as repercussoes
cardiovasculares obtidas em SHR por intermédio de um protocolo pragmatico de TFA
adaptado e executado em investigacdes anteriores por nosso grupo de pesquisa
(Lopes et al., 2016).
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Evidéncias experimentais identificadas por Masson et al. (2016) sugerem que
o TFA cronico, compondo-se de intensidade moderada, favorece a funcéo cardiaca,
sobretudo, ao melhorar consideravelmente o controle barorreflexo (Masson et al.,
2016). Além disso, promove a reducao do impulso simpatico direcionado a vasculatura
em modelos de hipertensdo neurogénica (Ferreira-Junior et al., 2019; J.-Y. Li et al.,
2019). Embora os SHR-TFA tenham apresentado valores de FC significativamente
menores ao longo do treinamento, em comparagcao aos valores basais, bem como
guando comparados aos SHR-SED, o protocolo de treinamento adotado neste estudo
nao promoveu alteraces nos valores basais da PAS durante os registros nao
invasivos realizados através da PC em SHR néo anestesiados. No entanto, Agarwal
et al. (2011) detectaram moderacdes significativas referentes aos valores da PAS em
SHR apds 8 semanas de corrida em esteira com intensidade moderada. A reducéo da
pressao sistélica foi mantida por mais 8 semanas até o final do tratamento, que, por
sua vez, contemplou um total de 16 semanas (Agarwal et al., 2011). Ainda neste
estudo, os autores enfatizam a significancia da intervengao cronica no manejo da HA,
no que concerne aos beneficios fisiologicos pretendidos (Agarwal et al., 2011).

Adicionalmente, em analise realizada por Schliter et al. (2010), os autores
suscitam que, os efeitos associados a reducédo da PAS em referéncia a protocolos de
TF foram mais frequentemente expressos em SHR que iniciaram o0s treinamentos
entre 4 e 6 semanas de idade, ou seja, ratos mais jovens e pré-hipertensos, e,
portanto, menos expressos em animais mais velhos com hipertenséo ja estabelecida
(Schluter et al., 2010). Dados disponiveis na literatura relatam que a categoria e
intensidade do TF sdo aspectos determinantes que confrontam diretamente a
significancia dos efeitos fisioldgicos associados ao sistema cardiovascular (Kemi et
al., 2005). Entretanto, topicos relacionados a resposta pressora em fendtipos
hipertensos frente as implicacdes motivadas por protocolos pragmaticos de TF
permanecem inconstantes. A vista disso, inferéncias diretas ou indiretas em diferentes
significancias e categorias de treinamento requerem maiores investigacoes.

Identificamos que, tdo logo na 4.° semana de corrida em esteira, 0 TFA em
intensidade moderada, proporcionou aos grupos de animais hipertensos uma
progressdo em suas respectivas cargas (m/min), com evolucdo do desempenho
evidenciada paulatinamente semana a semana, indicando uma melhora na aptidao
aerObica. De fato, os grupos de animais submetidos aos treinos semanais,

seguramente mais do que dobraram a VAM em fung¢&o do tempo de treinamento. Ha
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fortes indicios e anuéncia no entendimento de que as benesses conferidas ao sistema
cardiovascular pelo TFA estdo correlacionadas ao tempo, intensidade e género da
atividade (Kemi et al., 2005; Petriz et al., 2015). Portanto, a prescricdo adequada da
modalidade de exercicios, bem como a intensidade compreendida, sdo variaveis
fundamentais para uma intervencao eficaz.

Na fracdo do estudo em que os registros foram realizados em animais
hipertensos anestesiados, embora existam distin¢gdes significativas no aumento da
ANSE pronunciada em ambos os grupos de SHR incluidos no esquadrinhamento da
analise experimental, os achados concernentes as repercussfes cardiovasculares e
autonémicas por acdo do TNF-a ministrado diretamente no PVN, dialogam com
evidéncias experimentais recentes de Bardgett et al. (2014) e Mouréo et al. (2021),
que por sua vez, versam sobre o potencial dessa CPI no que diz respeito a agudizacao
de respostas referidas a ANS e PAM (Bardgett et al., 2014; Mouréo et al., 2021). Ao
longo dos anos, autores endossaram a relacdo causa-efeito que incide sobre a
intensificacao da expressao de CPIl em regides cerebrais como forga motriz de cunho
neurogénico para a prevaléncia de DCV (P. Shi, Diez-Freire, et al.,, 2010; P. Shi,
Raizada, et al., 2010; Z. Shi et al., 2014; Waki et al., 2008). Em adicional, h& indicios
de que a exposicdo mediada pelo tratamento com TNF-a exdgeno, pode implicar
substancialmente no incremento de sua sintese enddgena, de modo dose-dependente
(Niitsu et al., 1988). Os autores Z.-H. Zhang et al. (2003) identificaram que mesmo a
administracao periférica de TNF-a esta associada a ativacdo de neurdnios no PVN e
RVLM, mediada pela conduc¢éo da CPI pelo sangue, operando a nivel hipotalamico e
deliberando respostas determinantes para o aumento da PA, FC e ANS (Z.-H. Zhang
et al., 2003).

Curiosamente, mesmo ante a administracao circunscrita de TNF-a no PVN de
animais hipertensos anestesiados, a resposta da PAM foi abolida nos grupos de
animais submetidos ao treinamento em esteira. Agarwal et al. (2011) demonstraram
gue um protocolo crénico de TFA, em intensidade moderada, ndo apenas reduz a
expressdo de CPIl no PVN e RVLM de SHR, mas também promove modera¢cdes no
estresse oxidativo, contribuindo para o restabelecimento de disfun¢gbes autondmicas
e, assim, atenuando a simpatoexcitacdo (Agarwal et al., 2011). Essas evidéncias
corroboram as descobertas atuais do estudo, que se referem a auséncia de resposta
da PAM em SHR-TFA durante os registros sob anestesia. Aléem disso, destacam a
disparidade no aumento da ANSE observada entre os grupos SHR-TFA e SHR-SED,
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uma vez que, inegavelmente, a curva de ascensao inerente aos animais hipertensos
treinados € consideravelmente mais suave em comparacdo com a ascensao continua
dos grupos sedentarios.

De fato, o incremento dos coeficientes pré-oxidativos e pro-inflamatorios
exercem influéncia sobre a atividade neuronal, oportunizando disfuncdes autonémicas
como resultado do aumento do estresse oxidativo, o que contribui pra o aumento da
PA e ANS (Levick et al., 2010; Mehta & Griendling, 2007; Nagae et al., 2009; P. Shi,
Diez-Freire, et al.,, 2010; Zimmerman et al.,, 2004). O aumento da atividade da
micréglia, bem como a neuroinflamacdo em regifes de controle autonédmico sao
mediadores intimamente associados a patogénese da HA (Sharma et al., 2019; P. Shi,
Diez-Freire, et al.,, 2010). As EROs derivadas da ativacdo da NOX atuam como
segundos mensageiros vigorosos, a nivel intercelular e intracelular, em vias de
sinalizacdo congéneres ao aumento de valores pressoricos em fenétipos hipertensos
(Bedard & Krause, 2007; Mehta & Griendling, 2007; Murdoch et al., 2011; Touyz et al.,
2020). Dentre as vias de sinalizacédo ativadas pelo aumento do estresse oxidativo,
destaca-se a quinase regulada por sinalizacéo extracelular (ERK1/2) (Wei et al., 2009;
Yu et al., 2016), afamada por implementar o aumento da translocacdo do NF-kB e
regular positivamente a expressdo de TNF-a, assim como outras CPl no PVN
(Cardinale et al., 2012). A resultante desse conjunto de fatores manifesta-se através
de um aumento substancial da ANS, assim como do aumento dos valores pressoéricos
(Cardinale et al., 2012; Murdoch et al., 2011; Wei et al., 2009). Os mecanismos pelos
quais a sinalizacdo ERK1/2 impulsiona a ANS né&o sao totalmente esclarecidos. No
entanto, a regulacdo positiva da expressdo génica de mediadores inflamatdrios no
PVN, por intermédio da via de sinalizacdo ERK1/2, certamente coopera para a
hiperatividade simpatica sustentada em contextos croénicos, como na HA(Wei et al.,
2008; Yu et al., 2016).

Na atualidade, é bem estabelecido que o TFA, quando realizado regularmente
em associacao com terapias farmacolégicas anti-hipertensivas disponiveis, ou mesmo
como uma modalidade terapéutica ndo farmacoldgica alternativa, exerce influéncia
altamente benéfica sobre diversas das vias relacionadas a etiologia da HA (Barroso
et al., 2021; Whelton et al., 2018). Na ultima década, diversos autores tém discutido
evidéncias experimentais que solidificam a hipétese de que, ao menos parcialmente,
0 TFA esta associado a benesses ao sistema cardiovascular através de acdes sobre

mecanismos intimos ao SNC (Ferreira-Junior et al., 2019; Jia et al., 2014; J.-Y. Li et
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al., 2019; Raquel et al., 2022; Silva et al.,, 2019). Este indicio implica que os
mecanismos centrais podem desempenhar papéis fundamentais nas transicoes
criticas que delineiam as respostas cardiovasculares manifestadas por fenotipos
hipertensos quando incorporados em protocolos pragmaticos de TF.

Em conjunto com o aumento da expresséo de CPI, a ativacdo da microglia no
PVN é amplamente associada ao aumento dos valores pressoricos na hipertenséo
neurogénica (P. Shi, Diez-Freire, et al., 2010). Estudos demonstraram que as células
da micrdglia ativas apresentam um corpo celular maior, com ramificacdes bem
definidas, mais curtas, além de disporem de um aspecto mais espesso e robusto
(Eskes et al., 2003; Kettenmann et al., 2011; Lynch, 2009; Stence et al., 2001).
Admiravelmente, em experimentos recentes, Wen Jie. Xia et al. (2021) constataram
gue apenas 4 semanas de TFA, em intensidade moderada, foram suficientes para
promover moderacfes no contingente da microglia ativada no PVN de SHR, além de
ser surpreendentemente capaz de oportunizar alteracdes na morfologia das células.
ApOs as sessOes de treinamento, as células da microglia apresentaram morfologia
ramificada, com corpos celulares apequenados e processos longos e finos, opondo-
se ao aspecto morfologico apresentado por células dessa regido identificada em SHR
fisicamente inativos (W.-J. Xia et al., 2021).

Paralelamente, Kishi et al. (2012) identificaram moderacfes aos valores
pressoéricos em SHR submetidos ao TFA em esteira rolante ao longo de 6 semanas.
fluxo simpdtico, via reducao do estresse oxidativo no RVLM, além de uma melhora
significativa na sensibilidade barorreflexa induzida pelo treinamento regular realizado
pelos animais hipertensos (Kishi et al., 2012). Em conjunto, esses dados corroboram
os achados do presente trabalho e indicam que o TFA regular, em intensidade
moderada, pode exercer influéncia a nivel central sobre o reequilibrio das CPI,
reducdo da ativacdo da micréglia e do estresse oxidativo, contribuindo para a inibigéo
da simpatoexcitacdo em regides centrais de integracdo e controle autonémico, além
de reduzir a PA persistente explicitada em modelos experimentais hipertensos
utilizados.

Sincronicamente a pauta relativa a modulagdo autonémico-imune, observa-se
modificagcdes estruturais e funcionais nos vasos sanguineos em SHR, tais como o
aumento do trofismo de artérias e arteriolas periféricas, que guarnecem o incremento

axiomatico persistente da PA nesses animais (Abboud & Singh, 2017; Folkow et al.,
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1972; Mulvany et al., 1978). Em analises morfométricas recentes, Lemos et al. (2018)
identificaram que as arteriolas esplénicas de SHR possuem paredes mais espessas
se comparadas as arteriolas da mesma regido em amostras de animais normotensos
(Lemos et al., 2018). Achados experimentais de Amaral et al. (2000) demonstraram
que o TFA, em intensidade moderada, foi eficaz em oportunizar a reducéo da relacao
parede-lumen alterada em arteriolas de animais hipertensos, aumentando o diametro
interno e externo sem alterar a espessura do vaso, além de normalizar a resisténcia
vascular (Amaral et al., 2000). Esses resultados sugerem que a modulagdo das
respostas hemodinamicas e alteracbes morfométricas identificadas na
microcirculacdo periférica sdo adaptacdes diretas do protocolo de treinamento que,
por sua vez, contribuiram para o efeito redutor da PA em SHR treinados.

Para mais além, o estudo de Amaral et al. (2000) enfatiza que os dados obtidos
nao excluem a possibilidade do envolvimento de mecanismos adicionais na
moderacdo dos valores pressoricos induzida pelo treinamento, com énfase sobre a
modulacdo negativa do fluxo simpético (Amaral et al., 2000). Achados recentes de
Lemos et al. (2018) apontam correlacdes casuisticas no que diz respeito a
hiperatividade simpéatica e a espessura de arteriolas periféricas em SHR (Lemos et
al., 2018). Ademais, em consonancia com os resultados alcancados por Amaral et al.
(2000), apos submetidos a um protocolo sistematizado de TFA ao longo de 9
semanas, os SHR apresentaram normalizacdo no didmetro irregular das arteriolas,
identificada apds processamento histoldégico, sendo estes ajustes deferidos a
vasculatura e concomitantes a reducao da ANS (Lemos et al., 2018). O coeficiente de
correlacéo entre o efeito simpatico e a espessura da parede das arteriolas indicou que
a regressdo da hipertrofia observada nos pequenos vasos correspondentes aos
grupos de animais hipertensos treinados reflete a modulagéo autonémica em resposta
ao TFA (Lemos et al., 2018). O que reforca a eficacia desse protocolo de treinamento
ao que se refere a redugéo da PA.

De forma analoga, evidéncias experimentais distinguiram alteracdes
morfoldgicas microanatdmicas significativas a nivel da microvasculatura cerebral em
SHR, incluindo hipertrofia de arteriolas e o estreitamento luminal vascular (Baumbach
et al., 1988; Gesztelyi et al., 1993; Sabbatini et al., 2001). Por outro lado, Jordao et al.
(2021) constataram que a intervengdo ndo farmacologica mediada pelo TFA é
excepcionalmente eficaz na reversdo dos efeitos deletérios circunscritos a vasculatura

da regido cerebral (Jordao et al.,, 2021). Em SHR, o aumento da resisténcia local
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mediado pela diminuicdo do diametro do limen, bem como o0 aumento da espessura
da parede das arteriolas cerebrais, contribui para a manutencdo de valores
pressoricos elevados, contudo, em seus achados, Jordao et al. (2021) identificaram
que moderacfes aos valores da PA em animais submetidos ao treino aerdbico
correlaciona-se positivamente com a reducdo da relacdo parede-lumen, como
resposta adaptativa ao TFA aplicada as artérias cerebrais (Jordao et al., 2021). Além
disso, o treinamento possibilita a angiogénese capilar em areas pré-autonémicas,
contribuindo para a melhora da perfusao cerebral em conjunto com a reducdo da
resisténcia arteriolar local, assessorando a diminuicdo da presséao parcial (Jordao et
al., 2021).

Essas descobertas, juntamente com nossos achados atuais, que demonstram
a eficacia do TFA regular, em intensidade moderada, na atenuacdo da resposta
pressora mediante a ativacdo aguda do processo neuroinflamatério mediado pela
administracdo de TNF-a no PVN de SHR, indicam a existéncia de uma série de
correspondéncias entre os fatores que podem influenciar a atenuacdo dos valores
pressoricos induzida pelo TFA em animais hipertensos. E licito propor que, ao menos
parcialmente, a reducdo da resposta pressora e simpatoexcitatéria pode estar
associada a modulacdo da atividade neuronal em referéncia as moderacdes nos
mecanismos centrais de controle da PA. No entanto, mais investigacfes sao
necessarias para verificar precisamente os mecanismos responsaveis pelo contraste

identificado nas respostas determinadas entre SHR-TFA e SHR-SED.
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6. CONCLUSAO

Ainda que a presente investigacdo ndo tenha examinado especificamente os
mecanismos subjacentes as adaptacdes neuronais induzidas pelo protocolo de TFA
em SHR, os dados obtidos demonstraram, pela primeira vez, a eficacia do referido
protocolo de treinamento fisico regular, em intensidade moderada, na atenuacdo da
simpatoexcitacdo e resposta pressora induzida pelo TNF-a administrado diretamente
no PVN. Além disso, o treinamento demonstrou melhorar significativamente a
capacidade fisica aerdbica e reduzir a FC em repouso de ratos hipertensos. Nossos
achados reforcam a preeminente importancia do TFA como estratégia néo
farmacoldgica adjuvante ao controle da HA, exercendo influéncia notavel, em

particular, sobre regides centrais de controle cardiovascular e autondémico.
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