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RESUMO

Estudos demonstram uma forte correlacao entre insultos nutricionais inadequados,
como a desnutricdo proteica, durante os periodos de gestacdo e de lactacdo na génese de
doencas cronicas, incluido a hipertensdo. Entre varios mecanismos levantados para tais
patologias, 0 estresse oxidativo tem uma influéncia relevante. Em contraste, o exercicio
fisico moderado ¢é apontado como um modulador positivo do estresse oxidativo e do fluxo
simpatico central, reduzindo o risco do surgimento dessas doencas, sendo ele uma
estratégia para combater o aparecimento e/ou progressdo de doencas crénicas. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento fisico
moderado sobre o balango oxidativo e a expressdo de peptideos excitatorios e inibitorios
no tronco de ratos jovens submetidos a desnutri¢do proteica materna. Inicialmente, 8 ratas
prenhas foram divididas em dois grupos experimentais: controle (C) e desnutrido (D), que
receberam respectivamente uma dieta contendo 17% e 8% de caseina durante toda a
gestacdo e lactacdo. Durante os dias 26, 27 e 28 os animais realizaram o teste de esforco
incremental em esteira, aos 30 dias de vida, os grupos controle (C) e desnutridos (D)
foram subdivididos em grupos néo treinados (CNT e DNT) e treinados (CT e DT), sendo
entdo submetidos a um programa de treinamento fisico moderado (50% da capacidade
méaxima de corrida) em esteira ergometrica durante 4 semanas durante 1 hora por dia. Aos
60 dias, o tronco encefélico foi coletado e as seguintes analises foram realizadas:
atividade enzimatica da citrato sintase, biomarcadores do estresse oxidativo: MDA e
Carbonilas; atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, e GST; atividade do sistema
antioxidante ndo-enzimatico: Sulfidrilas, GSH,GSSG e a Razdo GSH//GSSG; expressdo
génica dos peptideos excitatdrio (GRIN1 e GRIA1L); expressdao génica dos peptideos
inibitérios (GABRA1, GABRB2, GABARAPL1 e GAD); e a expressao génica da UCP2.
De forma resumida, observamos que os animais que receberam uma dieta com menor teor
de proteinas apresentaram prejuizo no metabolismo oxidativo, desbalan¢o no estado
REDOX e uma maior sensibilidade a impulsos excitatdrios. Por outro lado, o exercicio
fisico reverteu o estresse oxidativo e modula de forma inversa a expressdo dos peptideos

excitatorios e inibitorios no tronco encefalico dos ratos desnutridos.

Palavras-chave: Desnutri¢do; Exercicio fisico moderado; Tonus vasomotor,
Hipertensdo neurogénica; Doengas cronicas.



ABSTRACT

Studies demonstrate a strong correlation between inadequate nutritional insults, such as
protein malnutrition, during the periods of pregnancy and lactation in the genesis of
chronic diseases, including hypertension. Among several mechanisms raised for such
pathology, oxidative stress has a relevant influence. In contrast, moderate physical
exercise is indicated as a positive modulator of oxidative stress and central sympathetic
flow, reducing the risk of the emergence of these diseases, being it a strategy to combat
the onset and/or progression of chronic diseases. Thus, the present study aimed to
investigate the effects of moderate physical training on the oxidative balance and the
expression of excitatory and inhibitory peptides in the trunk of young rats submitted to
maternal protein malnutrition. Initially, eight pregnant rats were divided into two
experimental groups: control (C) and malnourished (D), receiving a diet containing 17%
and 8% casein throughout pregnancy and lactation. On days 26, 27, and 28 animals
performed the incremental exercise test on a treadmill, at 30 days of life, the control (C)
and malnourished (D) groups were subdivided into untrained (CNT and DNT) and trained
(CT and DT), is then submitted to a program of moderate physical training (50% of the
maximum capacity of race) in treadmill during 4 weeks for 1 hour per day. At 60 days,
the brainstem was collected and the following analyzes were performed: Biomarkers of
oxidative stress: MDA and Carbonyls; citrate synthase, SOD, CAT, and GST enzymatic
activity; activity of the non-enzymatic antioxidant system: Sulphydryls, GSH, GSSG, and
the GSH//GSSG Ratio; mRNA levels of excitatory peptides (GRIN1 and GRIA1); of
inhibitory peptides (GABARAL, GABRB2, GABARAPL1 and GAD); and UCP2. In
summary, we observed that animals that received a diet with a lower protein content
showed impairment in oxidative metabolism, imbalance in the REDOX state, and greater
sensitivity to excitatory impulses. On the other hand, physical exercise reverses oxidative
stress and modulates inversely the expression of the excitatory and inhibitory peptides in

the brainstem of malnourished rats.

Keywords: Malnutrition; Moderate physical exercise; Vasomotor tone, Neurogenic

hypertension; Chronic diseases.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, um dos principais focos da saude publica mudial é o combate as
doengas cronicas (DC’s) como hipertensdo e infarto do miocardio. As estimativas
sugerem que cerca de 462 milhGes de adultos estdo abaixo do peso. Além disso, mais de
40% de taxa de mortalidade infantil est4 relacionada a desnutricdo (SHRIVASTAVA,;
SHRIVASTAVA, 2019). Em 2020, mais de 149 milhdes de cringas abaixo dos 5 anos
estdo abaixo do peso (WHO et al. 2021). Esses dados podem ser ainda maiores devido as
restricbes no acesso a servigos essenciais de nutricdo durante a pandemia de COVID-19
(WHO et al. 2021).

Varios estudos epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado uma forte
relacdo entre a desnutricdo nas fases iniciais da vida (gravidez, lactacdo e primeira
infancia) e o aparecimento de DCs, incluindo hipertensdo (BARKER, 2007
GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007; HALES; BARKER, 1992; LUCAS, 1991).

A organizacdo munidal de saide (OMS) recomenda medidas profilaticas que
incluem a préatica de exercicio fisico atrelada a uma nutricdo adequada que deve ser
preconizadas desde o inicio da vida para se ter um potencial efeito na redug¢ao das DC’s
(WHO, et al. 2021).

O exercicio aerdbico, como estratégia de modificagdo do estilo de vida, tem sido
amplamente recomendado pelos principais centros, tais como OMS e o Colégio
Americano de Medicina do Esporte, devido ao seu efeito de otimizagdo sobre o sistema
cardiovascular (BENJAMIN; MUNTNER; ALONSO; BITTENCOURT et al., 2019;
FRANKLIN; THOMPSON; AL-ZAITI; ALBERT et al.,, 2020; TSAO; ADAY;
ALMARZOOQ; ALONSO et al., 2022). Entre os efeitos observados no sistema
cardiovascular, podemos citar os efeitos positivos nos padrdes fisiologicos
hemodindmicos, como reducdo da pressdo arterial, diminuicdo do débito cardiaco, e a
reducdo nos estimulo de excitacdo simpatica do sistema nervoso central (SNC) em
modelos de hipertensdo (LI; LI; ZHAO; LV et al., 2019; ZALESKI; TAYLOR; PARK;
SANTOS et al., 2019). Entretanto, os beneficios moleculares e bioquimicos associados
a pratica do exercicio fisico moderado depende de algumas variaveis como tipo de
exercicio, periodizacdo, duracdo, intensidade e volume. Ha evidéncias de que a

intensidade moderada leva a otimizacdo do sistema antioxidante e restauracdo do
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desequilibrio simpato-excitatorio central no tronco encefalico (LI; LI; ZHAO; LV et al.,
2019; WAFI; YU; GAO; ZUCKER, 2019). No entanto, os mecanismos sobre 0s quais 0

exercicio fisico modula o estresse oxidativo e a hiperatividade sdo pouco compreendidos.

Um dos focos principais do nosso grupo de pesquisa € a elucidacdo de mecanismos
bioguimicos subjacentes a desnutri¢cdo proteica materna e ao surgimento prematuro de
doencas cardiacas, bem como o uso de medidas profilaticas ndo farmacoldgicas que
possam reverter/minimizar essa suscetibilidade a um fenétipo nédo saudavel (FERREIRA;
DA SILVA PEDROZA; BRAZ; DA SILVA-FILHO et al., 2016; FERREIRA; LIU;
FERNANDES; LAGRANHA, 2016; NASCIMENTO; FREITAS; SILVA-FILHO;
LEITE et al., 2014; SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA
et al., 2021). Dando continuidade a esses estudos prévios, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do exercicio fisico moderado sobre o equilibrio oxidativo e a expressdo
de genes excitatorios e inibitorios no tronco encefalico de ratos jovens expostos a

desnutricdo proteica materna.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Desnutricdo materno-infaltil, estresse oxidativo e as doencas
cronicas

As alteracGes provocadas por uma dieta pobre em proteina durante o periodo
intrautreino associados aos maus habitos alimentares, ao comportamento sedentério e a
inatividade fisica na fase adulta fazem parte dos grandes problemas de satde publica no
mundo. Esses, sdo fatores de riscos modificaveis para a géneses e prevaléncia para as
DCs, incluido hipertensdo e as doencas cardiacas nos paises de baixa e média renda
(TARGHER; MARRA; MARCHESINI, 2008; TREMBLAY; AUBERT; BARNES;
SAUNDERS et al., 2017; YOUNG; HIVERT; ALHASSAN; CAMHI et al., 2016).

O ambiente nutricional durante as fases pré, pos-natal e primeira infancia vém
sendo foco de estudos ha décadas, onde essas evidéncias fortalecem a hipdtese que um
insulto nutricional durante as fases inicias da vida pode sensibilizar a prole causando
variagdes que podem levar a quadros de instabilidade metabdlica na vida adulta. E esses
quadros poderdo entrar em conflito com as condi¢des que serdo submetidas ao individuo
em fases posteriores da vida (OROZCO-SOLIS et al., 2011).

O periodo critico do desenvolvimento (PDC), diz respeito as fases mais delicadas
e importantes do desenvolvimento do organismo, conhecido como gestacao, lactacéo e
primeira infancia. As altas taxas de proliferacdo e multiplicacéo celular correspondentes
a organogénese, tornam esses periodos extremamente sensiveis e vulneraveis a quaisquer
alteragdes do meio (HANSON; GODFREY; LILLYCROP; BURDGE et al., 2011;
LUCAS, 1991).

Evidéncias na literatura mostram que uma privacdo nutricional no PCD afeta
diversos tecidos, trazendo efeitos insalubres sobre o desenvolvimento de varios tecidos e
consequentemente do individuo, aumentando os riscos de desenvolvimento de doencas
cronicas (DC’s) na vida adulta (BARKER; OSMOND, 1988; BARKER, 2007;
BARKER, 2004; VAISERMAN, 2017; WU; BAZER; SATTERFIELD; L1 et al., 2013)

Segundo LUCAS (1991), qualquer tipo de estresse e/ou insulto tais como:
tabagismo (REEVES; BERNSTEIN; DODDS; JENSEN et al., 2008), &lcool (YANG,;
WITKIEWICZ; OLNEY; LIU et al., 2001), desnutricdo (HALES, 1997), proveniente do
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ambiente pode causar alteragdes tanto bioquimicas quanto fisiologicas, a longo prazo, que

torna o organismo susceptivel ao desenvolvimento de morbidades cardiovasculares.

Partido para o ponto de vista bioquimico e metabdlico, a restricdo proteica
materna promove uma alteracdes no inicio da vida através da remodelacdes funcionais
de varios tecidos especificos (LANGLEY-EVANS, 2009).

No rim, resultados anteriores do nosso laboratério de pesquisa (Laboratério de
Bioquimica Geral Molecular e do Exercicio), no Centro Académico de Vitéria da UFPE,
mostram que a desnutricdo proteica materna diminuiu a atividade da SOD e CAT,
aumentou a lipoperexidacdo, oxidacdo de proteinas, deposicdo de coldgeno e um
crescimento anormal do corpdsculo renal (PEDROZA; FERREIRA; SANTANA; DA
SILVA et al., 2019). Além disso, a literatura aponta que o numero de néfrons € reduzido
pela exposicdo a desnutricdo materna e, com o envelhecimento, 0s animais que expostos
a uma alimentacdo com déficit proteico desenvolvem lesdo glomerular e perda
progressiva da funcéo renal (AEBI, 1984; LANGLEY-EVANS; WELHAM; JACKSON,
1999; LANGLEY-EVANS, 2009).

Outro estudo do nosso grupo de pesquisa com protocolo semelhante de dieta
também observaram danos oxidativos sistémicos como aumento da produgéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO’s) e diminui¢do na capacidade respiratdria mitocondrial no
coracdo de ratos adultos, podendo levar a patologias cardiovasculares (NASCIMENTO;
FREITAS; SILVA-FILHO; LEITE et al., 2014). No pancreas, ratos machos de 3 meses
de idade expostos a denustricdo proteica gestacional apresentaram menor contedo de
células B e um aumento da producdo de ERO’s relacionado a disfun¢do mitocondrial
(THEYS, et al., 2011.) Ja no figado, a restricdo alimentar materna afeta os niveis de
taurina, de triglicerideos e um maior acumulo de goticula de gorduras nos hepatécitos
em comparagédo ao grupo controle, aumentando as chance de desenvolvimento de doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica na prole masculina adulta (DU, et al. 2020). Em outro
estudo experimental, foi visto que descendentes velhos de mées alimentadas com dieta
pobre (6% de proteina) em proteinas no PDC, apresentaram um maior estresse oxidativo
associado ao desequilibrio de hormbnios sexuais na préstata ventral, os quais poderdo
contribuir para desenvolvimento de cancer prostatico na velhice, em comparag¢do com o
grupo controle (PORTELA, et al. 2021).
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Esses resultados consolidam a teoria da programacéo fetal proposta por Barker
(1990) ha mais de 25 anos atras, que usaram evidéncias epidemioldgicas humanas para
mostrar uma relacdo forte entre o baixo peso ao nascer, ambiente pré e pds-natal
estressantes e 0 risco posterior de desevolvimeto de uma variedade de condicdes
patologicas com diabetes melitus tipo Il e doencas coronarianas (BARKER, 1990;
BARKER, 2007; REYNOLDS, 2019).

A cerca do desenvolvimento de tais patologias, varios mecanismos foram
propostos, dentre os quais 0 estresse oxidativo tem papel relevante. O estresse oxidativo
pode ser definido como um desequilibrio crénico entre a producdo em excesso de ERO’s

e a sua eliminacdo pelo sistema antioxidante.

Os niveis elevados de ERO’s por longos peridos podem causar danos oxidativos a
lipideos estruturais, proteinas e DNA. Em condic@es fisioldgicas normais, cerca de 2%
do oxigénio da respiracdo celular € reduzido de forma incompleta (monovalente), gerando
0 anion superéxido (Oz°) (CHANCE; SIES; BOVERIS. 1979; ZOROV; JUHASZOVA;
SOLLOTT. 2014 ). O Oz" é precursor de outras EROS, sendo produzida principalmente
na respiracdo celular pelos complexos I e 111 da candeia transportadora de elétrons (CTE)
mitocondrial (ZOROV; JUHASZOVA,; SOLLOTT. 2014; BOUCHEZ; DEVIN. 2019).
Entretanto, as ERO’s tem um palpel importante como moléculas de sinalizagao celular
em varios processos metabolicos como na biogénese mitocondrial, morte celular e na
regulacao da progressao do ciclo celular (ZOROV; JUHASZOVA; SOLLOTT. 2006;
VERBON; POST; BOONSTRA. 2012; ZOROV; JUHASZOVA,; SOLLOTT. 2014;
SIES; JONES. 2020).

Os tecidos possuem um certo nivel de tolerancia ao estresse oxidativo devido ao
sistema antioxidante atuante, entretanto, o tecido mais vulneravel as ERO’s é o SNC
devido ao maior consumo de oxigénio, baixa atividade do sistema antioxidante e elevados
niveis de &cidos graxos poliinsaturados que aumentam a producdo das ERO’s podendo
comprometer fungdes vitais do organismo (MANSEGO et al., 2011; CERETTA et al.,
2012). Evidéncias cientificas com humanos e modelos experimentais mostram que a
exposicdo do SNC ao estresse oxidativo € um dos principais mecanismos das
neuropatologias tipo Alzheimer (SWOMLEY e BUTTERFIELD, 2015), Epilepsia
(PEARSON et al., 2015), Esquizofrenia (RAJASEKARAN et al., 2015), Esclerose lateral
amiotréfica (PALOMO; MANFREDI, 2015). Em adicéo, a literatura vem mostrando que
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na hipertensdo a ERO’s pode ter um papel central na génese dessa doenca, uma vez que
o tronco encefalico (TE) tem circuitos neurais responsaveis pelo controle da presséo
arterial e que sdo influenciados pela ERO’s (KISHI et al., 2004; PETERSON, SHARMA,
DAVISSON, 2006; NISHIHARA et al., 2012; CHAN, CHAN e SIGNALING, 2014).

Dados prévios avaliando o efeito da dieta pobre em proteina durante o PCD no
tronco encefalico, demonstraram que ratos de 22 dias de vida, mostrou a diminuicdo da
atividade antioxidante da GST, do estado REDOX, em conjunto com a disfuncédo
mitocondrial, o que potencializa o quadro de estresse oxidativo (FERREIRA; DA SILVA
PEDROZA; BRAZ; DA SILVA-FILHO et al., 2016).

Esses e outros dados da literatura, sugerem como ponto em comum da etiologia
das doencas cardiovasculares, tanto a nivel central quanto sisttmico o desequilibrio
oxidativo e a disfuncdo mitocondrial induzida pela restricdo proteica durante o PCD
(NASCIMENTO; FREITAS; SILVA-FILHO; LEITE et al., 2014; DE BRITO ALVES,
J. L. et al,, 2016; FERREIRA, D. J. S. et al., 2016; FERREIRA, D. J. S. et al., 2019;
FERREIRA. D. J. S. et al. 2016).

2.2. Sistema nervoso autéonomo: funcdo, metabolismo fisiologico e
biogquimico
O sistema nervoso autbnomo (SNA) é uma subdivisdo do sistema nervoso
periférico responsavel pelo controle das respostas reflexas (de natureza inconsciente) de
varias funcdes fisioldgicas vitais como: respiracdo, pressao arterial, frequéncia cardiaca,
entre outras atividades que mantém homeostase organica (LANGLEY, 1898). O SNA é
dividido em trés subsistemas: sistemas simpatico, parassimpatico e entérico. O entérico
diz respeito a acBes simpaticas e parassimpatica destinada ao trato ao trato gastrointestinal
(ORIMO; GHEBREMEDHIN; GELPI, 2018).

O sistema nervoso simpatico e o parassimpatico possuem inervagdes aferentes e
eferentes fornecendo entrada sensorial e saida motora, repectivamente, para o sistema
nervoso autdbnomo central (KAREMAKER, 2017; STERNINI, 1997; WAXENBAUM,;
REDDY; VARACALLO, 2019). As sinalizacbes simpética e parassimpatica para as
saidas motoras viscerais sao orquestrados em dois niveis/conjuntos de organizacgdes
neuronais interligados em série. Sistema nervoso autdnomo central, diz respeito as rede

neural pré-ganglionar localizado no tronco encefalico e na medula espinhal que formam



21

0 primeiro nivel organizacional (KAREMAKER, 2017; LANGLEY, 1921; ORIMO;
GHEBREMEDHIN; GELPI, 2018; STERNINI, 1997; WAXENBAUM; REDDY,;
VARACALLO, 2019). O segundo conjunto é estruturado por corpos de neurdnios pds-
ganglionares que formam os ganglios autbnomo onde suas fibras nervosa recobrem os
orgdos vicerais, conhecidos como sistema nervoso periférico (KAREMAKER, 2017,
LANGLEY, 1921; ORIMO; GHEBREMEDHIN; GELPI, 2018; STERNINI, 1997;
WAXENBAUM; REDDY; VARACALLO, 2019).

2.3. Sistema nervoso autdénomo central

O sistema nervoso autdnomo central diz respeito a varias regides interligadas do
troco encefalico e medula espinal, que unidas estdo relacionadas a diversos reflexos
simpaticos e parassimpaticos (GIBBONS, 2019; LOEWY, 1990).

2.3.1. Tronco encefalico

As principais fun¢Bes do TE é manter a homeostase e coordenar as respostas
fisiologicas do organismo por meio das resposta do sistema nervoso simpatico e
parassimpatico. TE € dividido em trés porcdes: mesencéfalo, ponte e Bulbo (figura 1).

Esta ultima esté envolvida nas fungdes homeostéticas vitais basicas (SNELL, et al 2010).

Mesencéfalo Tectum
Base
Ponte
Tegmentum
Bulbo

Figura 1. Divisdes do tronco encefalico. Adaptado. (DE BRITO ALVES; COSTA-SILVA, 2018).

2.4. Mesencéfalo
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O mesencéfalo é a parte superior do tronco cerebral e esta relacionado com controle
motor, regulacdo da temperatura, sono e vigilia (MOORE; PERSAUD; TORCHIA;
ALVAREZ, 2008; TORTORA; DERRICKSON, 2016). O mesencéfalo contém niicleos
importantes, como a substancia negra, onde os neurbnios dopaminérgicos liberam
impulsos nervosos estendendo-se até os nucleos da base para o auxilio no controle motor
subconsciente (MOORE; PERSAUD; TORCHIA; ALVAREZ, 2008; TORTORA;
DERRICKSON, 2016). Les6es ou perda desses neurdnios estdo associados a tremores
excessivos dos membros, conhecido com doenca ou mal de Parkinson (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA; ALVAREZ, 2008; TORTORA; DERRICKSON, 2016). Além
disso, os coliculos inferiores sdo os principais nucleos para a via auditiva, recebe aferéncia
do cértex auditivo e eferéncia dos nucleos da periferia do tronco encefalico. Os nucleos
rubros também se encontram no mesencéfalo, onde os axénios do cerebelo e do cortex
cerebral fazem sinapses em suas media¢Ges auxiliando no controle dos movimentos
musculares (MOORE; PERSAUD; TORCHIA; ALVAREZ, 2008; TORTORA;
DERRICKSON, 2016) .

Por fim, dois pares de nervos cranianos possuem nucleos mesencefalicos, os nervos
oculomotores e os nervos trocleares (11 e 1V, respectivamente) (MOORE; PERSAUD;
TORCHIA; ALVAREZ, 2008; TORTORA; DERRICKSON, 2016). Impulsos nervosos
gerados por esses pares de nervos geram o controle dos movimentos dos olhos, contragéo
pupilar e mudancas no formato da lente ocular (MOORE; PERSAUD; TORCHIA;
ALVAREZ, 2008; TORTORA; DERRICKSON, 2016).

2.5. Ponte

A ponte esté localizada entre 0 mesencéfalo e a medula oblonga, anteriormente ao
cerebelo. Conectando os axdnios pontinos ao cerebelo, enquanto outros fazem parte de
tratos motores descendentes e de tratos sensitivos ascendentes (MOORE e PERSAUD,
2008; MENESES 2011; TORTORA e DERRICKSON; 2016). Apresenta funcdes na
coordenacdo e na otimizacdo da eficiéncia da atividade motora voluntaria em todo corpo,
mostrando ser um complexo conjunto de circuitos essenciais nesses quesitos. Na ponte
também esta localizado o centro respiratério pontino, que juntamente com centro
respiratorio bulbar auxiliam no controle respiracio (MOORE e PERSAUD, 2008;
MENESES 2011; TORTORA e DERRICKSON; 2016).
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Além disso, essa regido possui ndcleos neurais associados aos nervos: trigémeos
(V), que sdo responsaveis no controle da mastigacdo; nervos abducentes (VI),
relacionados a impulsos motores que controlam os movimentos oculares; nervos faciais
(VI1), impulsos nervosos que controla a secrecdo de saliva, lagrima e a musculatura da
mimica facial (MOORE e PERSAUD, 2008; MENESES 2011; TORTORA e
DERRICKSON; 2016).

2.6. Bulbo

O Bulbo é a parte mais inferior do tronco encefalico contém a substancia branca
onde estdo todos o0s tratos motores e sensitivos que se projetam entre varias regides do
encéfalo e a medula espinhal. O bulbo é responsavel por varias fungdes autonémicas
basicas do SNA (WEBB, 2017).

Parte dessa substancia branca formam saliéncias na parte anterior da , sdo
denominadas de piramides (MOORE e PERSAUD, 2008; MENESES 2011; TORTORA
e DERRICKSON; 2016). As piramides séo formadas pelos tratos corticospinais, que
passam impulsos nervosos do telencefalo para medula espinal sendo responsaveis pelos
movimentos voluntarios dos quatro membros e do tronco (MOORE e PERSAUD, 2008;
MENESES 2011; TORTORA e DERRICKSON; 2016). Além disso, o bulbo possui
nucleos que sdo essenciais para o controle das fungbes vitais, tais como o centro
cardiovascular e o centro respiratério bulbar (MOORE e PERSAUD, 2008; MENESES
2011; TORTORA e DERRICKSON; 2016).

No bulbo estd localizado o centro respiratério e o centro cardiovascular, que
regulam diversas funcdes, tais como regulacdo da frequéncia cardiaca, intensidade do
batimento cardiaco, e a pressao arterial (MOORE e PERSAUD, 2008; MENESES 2011;
TORTORA e DERRICKSON; 2016). Ja o centro respiratorio bulbar é responsavel pelo
ritmo respiratorio basal (MOORE e PERSAUD, 2008; MENESES 2011; TORTORA e
DERRICKSON; 2016). Pelo fato de apresentar funcdes vitais, lesdes provenientes de
traumatismo forte na cabeca ou na regido cervical superior podem ser fatais (MOORE e
PERSAUD, 2008; MENESES 2011; TORTORA e DERRICKSON; 2016).

2.7. Centro cardiovascular
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A regulagdo neural do sistema cardiovascular é controlada pelo SNA (BLESSING,
1987; LOEWY E SPYER, 1990). A manutengéo neural desse sistema envolve a ativagdo
de grupos heterogéneos de sensores periféricos (barorreceptores, receptores
cardiopulmonares e quimiorreceptores, entre outros), os quais projetam suas aferéncias
via as estruturas do SNC, via nervo vago e glossofaringeo para os 6rgdos viscerais
(BLESSING, 1987; LOEWY E SPYER, 1990). Essas informacdes aferentes processadas
no SNA culminardo na modulacdo das vias autondmicas eferentes, controlando as
variaveis cardiovasculares na perspectiva de manter o equilibrio dindmico momento a
momento nas diversas situacoes (estado de alerta ou relaxamento) comportamentais as
quais os mamiferos sdo submetidos (BLESSING, 1987; LOEWY E SPYER, 1990). No
sistema cardiovascular, as variaveis reguladas pelo SNA sdo a frequéncia cardiaca, o
volume sistélico (forca de contracao) e a resisténcia periférica, as quais sdo determinantes
da presséo arterial (BLESSING, 1987; LOEWY E SPYER, 1990).

Estudos classicos mostraram que o nucleo do trato solitario (NTS) é composto por
um aglomerado de corpos de neurdnios heter6genos localizado na parte do dorso medial
da MO (COTTLE, 1964; LOEWY,1990). Além disso, ele é divido em trés porcbes: NTS
comissural; NTS intermediario e NTS rostral. Sabe-se que 0 NTS intermediario esta
intimamente relacionados ao controle central das flutuacGes cardiovasculares em
respostas dos impulsos provenientes dos barorreceptores e quimiorreceptores, utilizando
0 glutamato (GLU) como neurotransmissor primario, ver figura 2 (CRAVO, 2009;
DALE, 2002; MACHADO, 1997). Também apresenta conexdes com regides do
hipotadlamo ligadas as respostas cardiovasculares de longo prazo (figura 2) e ao
seguimento ventrolateral do bulbo, onde existem sitios neurais como a medula caudal
ventrolateral (CVLM) e a medula rostral ventrolateral (RVLM) que fazem parte do centro
vasomotor (DAMPNEY, 2002).
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A CVLM esta localizada na parte caudal do seguimento ventrolateral do bulbo e tem
fungdo fundamental para o mecanismo barorreflexo, através de impulsos GABAE€rgicos
(inibitorios) para a RVLM aumentando ou diminuindo sua funcdo excitatoria

(glutamatergica) culminando no equilibrio dindmico pressorico (GUYENET, 2006).

Hipotalamo

A pox® .SON B
Caminhos Aferentes s ADH Caminhos Fferentes

Seio carotideo

Barorreceptores

Nervo vago

Arco adrtico

— Inibitorio

— | \
@ M
Medula gblonga Coracio
— Excitatorio

Vasos sanguineos

Figura 2. Rede excitatoria/inibitoria no tronco encefalico. Imagem A, os sinais eferentes relacionados ao
controle da pressdo arterial e frequéncia cardiaca se dao pela vasodilatagdo ou vasoconstriccdo do Arco
adrtico e seio carotideo. A vasoconstricgdo (hipertensdo) é capitada pelos barorreceptores que mandam
sinais para 0 NTS. O NTS estimula a CVML e o Nucleo Ambiguo (NA) que sdo centros inibitérios: O
CVLM reduz/inibe a acdo do RVLM. Os Neurdnios excitatorios do RVLM projetam estimulas a medula
intermediolateral (IML) que projetam os sinais simpaticos para o coragdo e vasos sanguineo. Os Neurdnios
glutamatérgicos do NA excitados pelo NTS estimulam via nervo vago a diminuic¢do da atividade elétrica
do nodo sinusal reduzindo a frequéncia cardiaca. Adaptado (KASPER, 2015; RICHARD, 2001)

A RVLM ¢ constituida por neurdnios glutamatérgicos responsaveis pelo controle
vasomotor instantaneo. Sua acdo depende dos impulsos provenientes do CVLM que
dependendo das informacdes transmitida pelo NTS ativado, por respostas de aumento ou
diminuigdo da pressdo no seio carotideo e no arco adrtico (CRAVO, 2009; GUYENET,
2006). A partir desses impulsos os neuronios da RVLM projetam impulsos diretamente

aos neurdnios pré-sinapticos na coluna intermediolateral (ILM) localizados na coluna
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vertebral projetando o fluxo simpatico para vérios tecidos incluindo coragdo e vasos
sanguineos (KASPER, 2015; RICHARD, 2001).

2.7.1. Glutamato

O glutamato (GLU) é um aminoacido ndo essencial que pode ser sintetizado nos
terminais pré-sinapticos a partir da desaminacéo da glutamina sob acéo da glutaminase
ativada por fosfato (figura 3), também pode ser proveniente da alimentacdo e de outras
vias, como as anapleroticas do ciclo do acido citrico, por meio da atividade enzimatica da
a-cetoaminotransferase e GLU desidrogenase (SCHOUBOE et al., 1997; NELSON E
COX. 2014). Sabe-se que ele é o principal neurotransmissor excitatorio dos mamiferos e
medeia varios processos fisioldgicos voltados a plasticidade (proliferacéo e diferenciacdo
celular) do SNC (DAVIES; LESTER; REYMANN; COLLINGRIDGE, 1989), como
aprendizagem e memdria (MELDRUM, 2000), adaptacdo ambiental (OZAWA et al.,
1998), envelhecimento (SEGOVIA et al.,, 2001), proliferacdo e migracdo celular
(MCDONALD E JOHSTON, 1990), ansiedade (OTTERSEN E STORM-MATHISEN,
2000). Além disso, também estd envolvido em processos bioquimicos, como no
metabolismo da aménia, sintese de peptideos e proteinas, metabolismo energético
(TEICHBERG, 1980).
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Figura3: Recaptacdo de glutamato na fenda sinaptica. Interacdo metabdlica entre célula da glia e neurdnio
glutamatérgico. A liberagdo do GLU ¢ limitada por transportadores especificos para os astrocitos (célula
da glia), evitando a excitotoxidade. Adapitado (RUGGIERO, et al. 2011)

Os niveis de um pool vesicular intracelular de GLU sao altos, podendo chegar a
100 MM (NILCHOLLS E ATWELL, 1990). Sua fungdo como neurotransmissor, ocorre
nos terminais pre-sinapticos glutamatérgicos a partir de um potencial de acdo calcio
(Ca*™) dependente de voltagem, que sinaliza o deslocamento dos transportadores de GLU
vesicular (VGLUTS); ocorrendo a fusdo dessas vesiculas a membrana neuronal,
favorecendo entdo a liberacdo do GLU por exocitose na fenda sinaptica (NILCHOLLS E
ATWELL, 1990). Logo em seguida a liberacdo do GLU, uma parte faz a sinalizagdo nos
receptores glutamatérgicos neuronais pos-sindpticos para os devidos fins evocados a
célula alvo. Entretanto, a maior parte € transportada para os astrocitos por transportadores
especifico de GLU conhecidos como EAATS (inglés- excitatory amino acid transportes)
(OTIS, 1997; HUANG et al.,2004). Esses transportadores de GLU fazem parte de uma
familia de proteinas transportadoras de neurotransmissores, como GLU, glicina e

aspartato. Enquanto uma subclasse primaria esta responsavel pelo transporte do GLU do
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citosol para meio extracelular (VGLUTS), a outra subclasse remove o GLU da fenda-
sinaptica e de sitios extra sinapticos (EAATS) (GANEL E ROTHSTEIN, 1999).

No astrocito, 0 GLU transportado é condensado juntamente com uma molécula de
NHs (amonia) formando a glutamina (GLN), reacdo catalisada pela enzima glutamina
sintase (EISENBERG et al., 1987). Logo em seguida a GLN é transportada para a matriz
extracelular que seré capturada pelos neurdnios pré-sinapticos e regenerado o GLU pela
glutaminase, compondo o ciclo GLU-GLN (EISENBERG et al., 1987). Esse ciclo tém
um papel fisioldgico significativo no processo metabolico do GLU para a manutencao do
equilibrio dos niveis de GLU nos centros neurais. Niveis altos de GLUT por longos
periodos na fenda sinaptica estdo associados a perda neuronal por excitotoxicidade
(MELDRUM, 2000). Essa excitotoxicidade esta intimamente relacionada a falhas de
alguns componentes do ciclo GLU-GLN levando a neuropatologias. Estudos apontam
que a disfuncdo ou hiperatividade dos transportadores de GLU pode estar associado a
varias doengas e transtornos mentais, tais como esquizofrenia (GANEL E ROTHSTEIN,
1999), doenca de Alzheirmer (Y1 E HAZELL,2006), doenca de Huntington (Y1 E
HAZELL,2006), esclerose lateral amiotréfica (Y1 E HAZELL,2006).

2.7.2. Receptores glutamatérgicos

O GLU gera suas acles excitatorias na membrana pos-sinaptica através das
interacdes com receptores especificos conhecidos como receptores glutamatérgicos
(OBRENOVITCH; URENJAK, 1997). Os receptores de GLU podem ser classificados
em duas familias, os ionotrépicos (iIGLUR) e os metabotropicos (nGLUR) (HARVEY;
SHAHID, 2012 REINER; LEVITZ, 2018.). A existéncia de uma grande variedade de
receptores faz com que o neurotransmissor GLU tenha uma ampla diversidade funcional
(NISWENDER E CONN, 2010).

Os mGLUR sao receptores de resposta lenta, ligados a mecanismos intracelular de
transducdo de sinal por meio da proteina G, mediando a produgdo de um segundo
mensageiro (NISWENDER; CONN, 2010). Eles sdo subdivididos em oito produtos
proteicos (MGLURu1-s) relacionados a genes diferentes, e sdo divididos em trés grupos de
acordo com a associa¢do a proteina G e 0 modo de sinal de transducdo propagado
(NISWENDER; CONN, 2010). Os receptores do grupo I (MGLUR: e 5) ativam a

sinalizacdo mediada por fosfolipase C ativada via subunidade Gg/Go da proteina G para
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formar dois segundo mensageiros inositol-1,4,5-trifosfato e diacilgricerol (IPs/DAG) a
partir da clivagem do fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato, enquanto os receptores do grupo
I1e Il (INGLUR2e3e MGLUR4,67e8) inibem a producdo do CAMP via transdugéo de
sinal evocado pela proteina G (Gi/Go), ou seja, esses dois ultimos grupos tem funcéo de
inibir/minimizar a transducdo de sinal glutamatérgico (NISWENDER; CONN, 2010).

Os iGLURs sdo canais i6nicos cation-especificos responsaveis pela origem,
disseminacdo e ampliacdo do sinal glutamatérgico (CONTMAN et al, 1995). Eles sédo
subdivididos em trés subtipos: o N-metail-D-aspartato (NMDA), de cainato (CA) e a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato, estes dois ultimos sdo conhecidos como
receptores nao-NMDA (OZAWA et al, 1998).

Sédo diversos os subtipos de NMDA, AMPA e CA, classificados de acordo com as
diferentes combinacGes das subunidades proteicas com as quais sdo encontrados varios
genes codificantes para tais subunidades: 4 genes GRIA que codificam genes para
subunidades AMPA, 7 genes GRIN codificantes para subunidades NMDA e
5 genes GRIK codificam para subunidades Cainato (TRAYNELIS et al, 2010). De
acordo com a combinacao destas subunidades, 0s receptores possuem maior ou menor
permeabilidade ao influxo de ions e, deste modo, apresentam funcionalidades distintas
(BOWIE, 2008).

2.7.3. Receptores NMDA

Os receptores subtipo (rNMDA) nomeado pela sua afinidade ao N-metil-D-
aspartato, sdo produtos proteicos compostos por trés subunidades diferentes NR1-3,
sendo que a combinagdo tradicional é de um receptor heterotetrdmero de duas subunidade
NR1 e duas NR2 formando um canal idnico, compondo em maior quantidade 0s
receptores neuronais no SNC (DINGLEDINE , BORGES , BOWIE, 1999; LAU E
TYMIANSKI, 2010).

Quando o GLU se liga os dominios extracelulares da subunidade proteica NR2 do
receptor NMDA, gera uma alteragdo conformacional liberando o ion magnésio (Mg?*)
dependente de voltagem, que obstrui o canal do receptor, permitindo assim o influxo de
Ca""e Na* e efluxo de K* através da membrana plasmatica que na maioria das vezes leva

a despolarizacdo da célula pés-sinaptica. Além do GLU, os rINMDA também requerem a
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ligacdo simultanea da glicina auxiliando como co-agonista (DINGLEDINE, BORGES,
BOWIE, 1999; MUIR, 2009; GONDA, 2012).

No citoplasma, o Ca*'também desempenha um importante papel como segundo
mensageiro, influenciando um consideravel numero de funcdes celulares, fornecendo
ajustes em processos de proliferacdo e sobrevivéncia celular, bem como na morte celular
por necrose ou apoptose (ORRENIUS, ANKARCRONA, NICOTERA, 1996). As células
neuronais dispdem de mecanismos homeostaticos especializados na manutencao
intracelular tanto da localizacdo dos ions Ca™ quanto da concentracdo destes, através de
uma intima relagdo entre o influxo, efluxo, captacdo e armazenamento no reticulo
endoplasmatico e mitocondria (SATTLER E TYMIANSKI, 2000). O influxo de Ca*™*
regula a excitabilidade da membrana e a intensidade da transmissao sinaptica atraves da
ativacao de cascatas de sinalizacao intracelular dependente de si mesmo (SATTLER E
TYMIANSKI, 2000). .

H& um fendmeno fisioldgico conhecido com potenciacdo de longa duracdo (LTP),
que é um tipo de plasticidade sinaptica caracterizado pelo aumento duradouro (horas e
dias) e eficaz da propagacdo do potencial de acdo do neurbnio e ocorre em varias areas
cerebrais. Esse aumento da atividade neuronal desencadeado por um estimulo tetanico
(estimulo de alta frequéncia, 100Hz) é precedido de varios eventos bioquimicos que pode
ser dependente de rNMDA (BISS E LOMO, 1973; MCNAUGHTON., DOUGLAS E
GODDARD, 1978; BLISS E COLLINGRIDGE, 1993). .

O Ca™ proveniente tanto do influxo via os canais idnicos quanto dos estoques
intracelulares contribuem para alcangar substancialmente o nivel necessario ao gatilho de
inicio da LTP (NICOLL, KAUER E MALENKA, 1988; MALENKA, 1994). Ao longo
desse processo, varias enzimas quinase tem funcdo crucial, como a proteina quinase Il
dependente de C a**/calmodulina (CaMKII), a proteina quinase C e (PKC) e a proteina
quinase A (PKA) (NICOLL, KAUER E MALENKA, 1988; MALENKA, 1994).

A CaMKII faz parte de uma familia de proteinas quinases dependentes de
Ca**/calmodulina (CaMKs), as quais desempenham um papel importante na ativacao do
LTP (CHIN E MEANS, 2000; SODERLING E STULL, 2001). As CaMKs mais
investigadas e envolvida neste papel e nas fungbes neuronais séo CaMKI, CaMKII,

CaMKIV. Apesar de todas serem ativadas pelo complexo Ca**/calmodulina (Ca/CaM),
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cada isoforma possui mecanismo de ativacdo distinto (CHATILA, et al. 1996;
TOKUMITSU, et al 2004). Sucintamente, a ativacdo da CaMKII pelo Ca/CaM permite a
autofosforilacdo de varios residuos de aminoacidos incluindo Thrzss, Thrsos € Thrsos
(LISMAN E SCHULMAN, 2002; COLBRAN, 2004).

e Na* Fenda Sinaptica

a glutamate

"
Sitio modulado pelo Zn** | / Sitio de reconhecimento
e poliaminas N do rNMDA

Sitio de ligagdo do M

Membrana pés-sinaptica

Figura 4. Receptor NMDA. Representacdo do mecanismo de ativacdo do rNMDA e seus sitios de
ativacdo.Adaptado. (DE-SOUSA, 2013).

Niveis excessivos de GLU na fenda sinaptica resultam na superestimulacdo do
rNMDA e entrada de Ca*™ excessiva no terminal p6s-sinaptico, que somadas a liberacéo
do Ca** das reservas intracelulares, elevam a concentracdo de Ca*™* acima do limiar
ativador de mecanismos regulatorios ativando os mecanismos intracelulares de
excitotoxicidade (SATTLER E TYMIANSKI, 2000).

Alteracdes com maior durabilidade relacionadas a excitabilidade dos neurénios
estdo associadas a liberagdo repetida do GLU e a ativacdo do receptores AMPA que
produz uma despolarizacdo muito rapida da membrana pos-sindptica (milissegundos),
além dos efeitos induzidos pela ativacdo dos receptores NMDA, que possuem uma ativacao
mais lenta e mais duradoura (segundos) (PISERA, 2005). Entretanto, a alta permeabilidade
dos rINMDA aos ions Ca*™ desencadeia uma ampla variagdo no potencial de membrana
levando a potencial de longa duragéo (LTP) (CHIZH, 2007).
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O influxo de Ca*™ leva a uma série de cascatas moleculares de sinalizagdo nos
neurdnios pos-sinapticos, como proteinas quinases, fosfatases e proteinas relacionadas
genes precoces imediatos. Esses processos de fosforilacdo e desfosforilacéo €, deveras,
importante na regulacdo da expressdo dos canais dos rNMDA para garantir seu
funcionamento eficiente e suficiente (SATTLER E TYMIANSKI, 2000).

Os rNMDA sdo modulados por uma variedade de moléculas tais como, ions de
Zn™", poliaminas, ions H*, estado REDOX, esteroides, etanol entre outros, atuando sobre
os dominios proteicos extracelulares das suas subunidades aumentando e/ou diminuindo
o fluxo de Ca™ através do canal (GONDA, 2012). Existem varios locais, nesses
receptores, para varios antagonistas ndo competitivos e moduladores alostéricos que
exercem suas agdes nesses locais. Visto que, essas moléculas também mostram forte
seletividade de subunidades, sdo importantes ferramentas farmacoldgicas entre diferentes
tipos de rINMDA com composicdo de subunidade diferente e esses agentes seletivos de
subunidade também tem um importante papel como ferramentas relacionados ao

tratamento de patologias comportamentais e neurodegenerativas (GONDA, 2012).

2.7.4. Receptores AMPA

Os receptores AMPA (rAMPA) séo responsaveis por regular a atividade sinaptica
basal através da despolarizacdo da membrana plasmatica pds-sinaptica induzindo a
sinalizacdo sinaptica rapida, facilitando, assim, a ativacdo de outros canais de ions
dependentes de ligantes, como, por exemplo, NMDA, ou dependentes de voltagem canal
idnico por exemplo, canais parao Ca™ (TRAYNELIS et al., 2010). A ativacado do receptor
do AMPA ¢ essencial para gerar um potencial de acdo suficiente para mitigar a inibigédo
dependente de magnésio (Mg?*) do canal i6nico do receptor NMDA (TRAYNELIS et al.,
2010).

Quando o GLU se liga a um receptor AMPA, abre-se um canal cationico que
permite que ** saia e Na* entre na célula. Entretanto, a forca motriz gerada pelo influxo
de Na* é predominante, uma vez que o Na* é atraido pela carga negativa e também devido
0 gradiente de concentracdo ser menor no citoplasma do neurbnio pds-sinaptico,
resultando no potencial poés-sinaptico excitatério do neurbnio (EPSP) (EPSP)
(SAMOILOVA, 1997).
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Os rAMPA séo tetrdmeros compostos por quatro subunidades distintas (GLUAL-
A4) e podem assumir formas homotetramérica ou heterotetramérica (TRAYNELIS et al.,
2010). As quatro subunidades dos receptores AMPA e suas isoformas mostram um
padrdo de distribuicdo no tecido cerebral, aumentando a possibilidade de receptores
AMPA em varias regides encefalicas distintas (GEIGER et al., 1995; ISA et al., 1996;
XIA E ARAI, 2005). Essa distribuicdo em diferentes tipos de células neuronais é
consistente com os dados que mostram que a ativacdo do receptor AMPA pode melhorar
ndo apenas 0S potenciais pos-sindpticos excitatério, mas também potenciais pds-
sindpticos inibitorios (XIA E ARAI, 2005).

Os rAMPA possuem quatro locais aos quais um neurotransmissor, como o GLU, e
analogos a ele podem se ligar, um para cada subunidade. Amistrong et al (1998)
sugeriu que o sitio de ligacdo seja formado pela cauda do terminal N e pelo laco
extracelular entre os dominios transmembranares trés e quatro. Quando um
neurotransmissor agonista se liga, hd uma alteracdo conformacional nesses dois dominios
abrindo o poro. O canal se abre quando o neurotransmissor esta acoplado aos dois sitios
de ligacdo extracelulares, e aumenta sua corrente a medida que mais agonistas sdo
acoplados aos sitios de ligagdo (ROSENMUND, STERN-BACH, STEVENS, 1998;
PLATT, 2007)

Uma vez aberto, o canal pode sofrer uma dessensibilizacdo rapida, blogqueando a
corrente. Os rAMPA abrem e fecham em uma fracdo de segundo (1ms) e, por isso, sdo
responsaveis pela maior parte da transmissao sinaptica excitatéria rapida no sistema
nervoso central (PLATT, 2007).

O gene codificante da subunidade GRIA2 dos rAMPA garante a permeabilidade
ao Ca™ e outros cations, como sodio (Na*) e potassio (K*). A célula neuronal seria
permeavel a esses ions, ou seja, suas passagens seriam livres, se 0s rAMPA nédo
possuissem uma subunidade GRIA2 (KI1M, 2001).

2.7.5. Receptores de Cainato

Os receptores de cainato (rCA) sdo receptores ionotrOpicos responsivos
ao GLU. Eles foram identificados pela primeira vez como um tipo distinto de receptor
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através de sua ativagdo seletiva pelo agonista sintético isolado da alga vermelha Digenea
simplex chamado de acido cainico ou cainato (COYLE, 1987). Eles sdo menos estudados
do que os receptores AMPA e NMDA devido a falta de farmacos para ativar ou inibi-los
(LERMA E MARQUES, 2013). Os rCA pobs-sindpticos estdo envolvidos na
neurotransmissao excitatoria e também tem sido implicados na neurotransmissdo
inibitétoria, modulando a liberagdo do neurotransmissor inibitorio GABA, através de um
mecanismo pré-sinaptico (LERMA E MARQUES, 2013).

I
MM

Catibnico Nao Catibnico

Figura 5. Receptor de Cainato. Dois caminhos diferente e independente de sinalizagdo através do rCA
Do lado esquerdo (via candnica, a) a ativagdo do canal é responsavel pelo influxo de cations que gera a
despolarizacdo da membrana (b) e pelas respostas sinapticas. Esses receptores suportam proteinas
auxiliares, como as Neto que aumenta a afinidade do receptor com o ligante neurotransmissor. No lado
direito (via ndo catidnica, os rCA ativam as proteinas G (c), sinalizando através da estimulacdo da
fosfolipase C e PKC de maneira independente do fluxo de ions (Adaptado. LERMA E MARQUES,
2013)

Esses receptores tem funcdo semelhante aos rAMPA quando relacionado a EPSP.
A partir da sua ativacdo pelo GLU ou agonista, esses receptores abrem os poros do canal
ocorrendo um influxo de Ca** e Na*e um efluxo de K* chamado de corrente pds-sinaptica
excitatoria (EPSC) que precede a EPSP (HUETTNER, 2003). Entretanto, a resposta
sinaptica desencadeada pelos rCA partilham duas caracteristicas em comuns em
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comparagdo com os rAMPA: a corrente sinaptica é relativamente menor, chegando
aproximadamente a 10% da corrente de pico total e a cinética de desativacdo é
consideravelmente mais lenta (CASTILLO et al, 1997; VIGNES E COLLINGRIDGE,
1997; FRERKING, MALENKA, NICOLL, 1998).

2.8. GABA

A sigla “GABA” confere a substancia quimica neurotransmissora chamada &cido
y-aminobutirico (ROBERTS et al, 1950). O GABA ¢é considerado o principal
neurotransmissor inibitério do cortex dos mamiferos, sendo responsdvel pela agdo
inibitoria de 20% a 44% dos neurdnios corticais humanos (DEFELIPE, 1993). O GABA
é sintetizado, em sua maior parte pela descarboxilacdo do GLU, reacdo essa catalisada
pela enzima descarboxilase do acido glutdmico ou simplesmente glutamato
descarboxilase (GAD - inglés: glutamic acid decarboxylase). A GAD é uma enzima que
possui como cofator o pirodoxal fosfato (forma ativa da vitamina B6), possuindo duas
isoformas bem conhecidas que a GAD67 e GADG5 codificadas pelos genes GADL1 e
GAD?2, respectivamente (ERLANDER et al, 1991). Ambas sdo expressas em todo SNC,
no entanto, a GADL1 esta localizada no citosol dos neurdnios GABAEérgicos, enquanto a

GAD2 é amplamente expressas nas terminagoes pre-sinapticas (ERLANDER et al, 1991).

Além disso, existem estudos confirmando a presenca tanto de GABA quanto GAD,
em fracbes menores, em outras regides periféricas como no pancreas e nos fluidos
corporais (ROBERTS, 1978, 1980, 1984). Além da GAD, existe outra enzima
relacionada ao metabolismo do GABA chamada de GABA-aminotransferase (GABA-T).
A GABA-T é uma aminotransferase mitocondrial responsavel pela transaminacéo
reversivel do GABA com a-cetoglutarato originando succinico semialdeido e GLU
respectivamente. Dessa mesma forma, a GABA-T transfere o grupamento amina para o
piruvato gerando alanina e/ou transferindo da alanina para o succinico semialdeido
gerando piruvato e GABA (figura 6) (BRADY, et al. 2005).

O GABA ¢ sintetizado no citoplasma do neurbnio pré-sinaptico a partir do
precursor glutamato. Apds a sintese, é empacotado e transportado nas vesiculas sinapticas
pelo transportador de amino&cidos inibitdrio vesicular (VIAAT) (BAK; SCHOUSBOE;
WAAGEPETERSEN, 2006). Os complexos de receptores soltveis da proteina de fixacao

de NFS (SNARE) ajudam a encaixar as vesiculas na membrana plasmatica da
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célula. Quando um potencial de acdo atinge a célula pré-sinaptica, os canais para o0 Ca™
dependentes de voltagem se abrem e 0 Ca*™* se liga a sinaptobrevina, o que resulta na
fusdo da vesicula com a membrana plasmatica e libera 0 GABA por exorcitose na fenda
sinaptica, onde pode se ligar aos receptores GABA (KOLKER, 2018). 0 GABA
remanescente pode entdo ser degradado extracelularmente, ou levado de volta aos
astrocitos via GAT2/3 e entrar na via GABA shunt (figura. 6) (BAK; SCHOUSBOE;
WAAGEPETERSEN, 2006; DIDIASOVA; BANNING; BRENNENSTUHL; JUNG-
KLAWITTER et al., 2020; KOLKER, 2018)

Ciclos de Krebs

<+

Succinato i‘

SSADH

a-cetoglutarato

Succinico
Semialdeido

Via GABA Shunt

Alanina <

GABA

Glutamato GAD

Figura 6. Via GABA Shunt. Essa mostra as vias metabdlicas do GABA por meio da atividade das enzimas
GAD e GABA-T que “manobram” a concentragdo do GABA no SNC. A GAD catalisa a descarboxila¢do
do glutamato em GABA de forma irreversivel. JA a GABA-T catalisa a transferéncia do grupamento amina
do GABA para outros substratos intermediarios do ciclo de Krebs como o a-cetoglutarato e o succinico
semialdeido, que por sua vez sofre desidrogenacdo irreversivel pela enzima succinico semialdeido
desidrogenase (SSADH) formando o succinato. Adaptado. (BRADY, et al. 2005).

2.8.1. Receptores GABAEérgicos

A acdo inibitoria gabaérgica é mediada pela interacdo do GABA com trés tipos de
receptores especificos no SNC de mamiferos: GABAa, GABAs, GABAc. Os receptores

GABAA e GABAc sdo ionotropicos pertencentes a superfamilia de receptores
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nicotinicoides que incluem acetilcolina, glicina, nicotina, sensivel a estricnina e 0s
receptores de serotonina (5HT3) (CHEBIB et al, 2001; CASCIO, 2002). Esses receptores
A e C sdo canais para o ClI" controlados por ligante essenciais para propagagdo da
atividade inibitoria rapida gabaérgica nas sinapses neurais e neuromusculares
(MACDONALD E OLSEN, 1994; RABOW et al., 1995; SIEGHART, 1995; CASCIO,
2002). Em contraste, os receptores GABAs séo classificados como metabotropicos,
como membros da grande familia e receptores associados a proteina G, que por sua vez,
ativa a sintese de segundo mensageiro gerando o fluxo de K* e abertura de canais para o
Ca'" ativando a atividade inibitéria a longo prazo. (KERR E ONG, 1995; CHEBIB et al,
2001).

As trés classes de receptores de GABA a nivel bioquimico, farmacologicos e
fisiolégicos sdo todos distintos (KERR E ONG, 1995; BORMANN, 2000; CHEBIB E
JOHNSTON, 2000, CHEBIB et al, 2001).

29.1.1 Receptores GABAA

Os receptores do acido y-aminobutirico do tipo A (rGABAA) sensiveis a bicuculina
sd0 0s principais responsaveis das respostas neurotransmissoras inibitérias no SNC dos
vertebrados (figura 7A). Estruturalmente s&o pentdmeros formados a partir da
combinacéo de cinco subunidades hétero-oligoméricas compondo um complexo canal
ibnico transmembrana controlado por ligante (MACDONALD E OLSEN, 1994,
NAYEEM et al., 1994; SIEGHART, 1995; JOHNSTON, 1996; WATANABE et al.,
2002).

Esses receptores gabaérgicos apresentam uma grande variedade de isoformas
devido as variedades de subunidades existentes. O rGABAAa possui 16 subunidades
distintas6 a,3 B,3v,19,1¢,16,1me3pe 19 respectivos genes codificantes GABRA:.-
6, GRABRB13, GABRGi3, GABRDi, GABRE: GABR6O:, GABRP1 GABRR13
(JOHNSON, et al, 1992; BARNARD, et al. 1998; MULLIGAN, et al. 2012; OLSEN E
SIEGHART, 2009). Entretanto, a predominancia dos rGABAa no SNC dos vertebrados
sdo formados pelos conjuntos pentdmeros 2a2p1y,102p2y, 2012y (SIEGHART, 1995;
BARNARD, et al. 1998). A composicao de cada subunidade apresenta quatro dominios

hidrofobicos intermembranares (M1-M4); um extenso domino N-terminal extracelular no
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dominio M1, uma alca curta intracelular conecta o dominio M1 ao M2, uma alga curta
extracelular liga os dominios M2 e M3, uma alca intracelular longa faz interligacdo dos
dominios M3 e M4 seguido de um dominio C-terminal extracelular no dominio M4
(figura 13C) (CHUANG E REDDY,2018.)

A neurotransmissao inibitdria gerada em neurdnios maduros é feita pela liga¢do do
GABA ao seu sitio de ligacao entre as subunidades o e B que ocasiona a abertura do poro
gerando o fluxo de cloreto (CI) para citoplasma neuronal (SIEGHART, 1995;
WATANABE et al., 2002). O influxo de CI para o meio intracelular neuronal acontece
devido o gradiente de concentracdo extracelular ser muito maior que o intracelular. 1sso
gera a hiperpolarizagdo da membrana do neur6nio tornando-a menos reativa aos
neurotransmissores excitatérios (SIEGHART, 1995; WATANABE et al., 2002).
Entretanto, em neurdnios imaturos 0 GABA se torna excitatorio devido o gradiente
eletroquimico do CI ser maior no meio intracelular e a partir da interacdo gabaérgica, o
canal de CI se abre, o CI sai para o meio extracelular e a membrana despolariza
(BUREAU, M. et al, 1999; SPITZER, 2010).

Os rGABAAa apresentam funcdes importantes e essenciais para o equilibrio
dindmico da excitabilidade neural que é mediada pela transducgéo de sinal via GABA e

modulacéo alostéricas gerada por farmacos (WATANABE et al., 2002).
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Figura 7. Esquematizacdo da composicdo e estrutura do rGABAA. (A) Os rGABAa sdo
heteropentameros transmembranares que se agrupam formando um canal permeavel ao ion CI. (B) Em
uma Vista superior do arranjo pentamétrico com o poro de canal seletivo ao centro formado pelos dominios
M2 de cada subunidade. (B) Vista superior das subunidades e seus dominios (M1-M4) do rGABAAa. Os
sitios de ligacdo do GABA estdo localizados nas jungdes entre as subunidades o e 3. Supostamente, os
neuroesteodides (NS) possuem dois sitios de ligagdo, um sitio alostérico na subunidade o e outro sitio direto
localizado entra as subunidades o ¢ 3. A interface de ligacdo dos barbitlricos e benzodiazepinicos estdo
localizados entre as subunidades o e vy, entretanto sdo sitios totalmente distintos. (C) Os rGABAA sdo
receptores membros da familia Cys-loop de canais i6nicos controlados por ligantes. Cada subunidade
apresenta uma extensa regido N-terminal no dominio M1 onde se encontra a ponte dissulfeto (principal
caracteristica da familia Cys-loop) que confere os papais do receptor em funcéo de uma variedade de drogas
incluindo as supracitadas. Os dominios M1 e M2 estdo conectados por uma alca intracelular curta, uma alga
extra celular conecta a M2 com a M3, j& a conexdo da M3 a M4 é feita por uma alca longa que pode ser
modulada por fosforilagéo e por fim, uma extremidade curta C-terminal extracelular localizada no dominio
M4. Adaptado (CHUANG E REDDY,2018.)

29.1.2 Receptores GABAs
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Os receptores do acido y-aminobutirico do tipo B (rGABABs) sdo receptores
metabotrdpicos, insensiveis a bicuculina e sensiveis a beclofeno (andlogo ao GABA, que
age como agonista seletivo nesse receptor), que desempenha um papel fundamental na
neurotransmissao cerebral (BOWERY et al, 1987; CHU et al, 1990; WATANABE et al.,
2002; FRANGAJ E FAN, 2018). Os rGABAGs estdo associados a ativacao da proteina G,
gerando e mantendo, de forma mais lenta (em comparacdo ao rGABAA), as sinapses
inibitérias (BOWERY, et al., 2002; BETTLER, et al., 2004; FRANGAJ E FAN, 2018).

Estruturalmente, os rGABAB sdo obrigatoriamente dimeros formados por duas
subunidades distintas e com funcGes diferentes (JONES, et al., 1998; MARTIN, et al.,
1999). A primeira, GABABRL, é responsavel pelos sitios alostéricos (FRANGAJ E FAN,
2018). Ja a segunda, GABABR?2, esta ligada a proteina G e também interage com as
proteinas de dominio de tetramerizacdo (KCTD - inglés: potassium channel
tetramerization-domain), que sdo uma subfamilia de canais para o potassio (K*) e
auxiliam como subunidades para o receptor GABAs modulando a atividade da proteina
G (DUTHEY, et al., 2002; SCHWENK, et al., 2010; FRANGAJ E FAN, 2018). Cada
subunidades do rGABAGB apresentam trés dominos: um dominio N-terminal extracelular
de dois lobos denominado de dominio de ligacdo ao ligante vénus flytrap, um dominio
transmembrana heptaélico e um dominio C-terminal intracelular (PADGETT E
SLESINGER, 2010; CHUN, et al., 2012; PAPASERGI-SCOTT, et al., 2020).

O mecanismo de ativagéo dos rGABAGs pré e pos-sinapticos se da pela interagdo de
agonista ao sitio de ligacdo ao ligante vénus flaytrap (essa denominacéo € relacionada a
forma em que os lobos do dominio N-terminal extracelular abraca o agonista se
assemelhando como a planta dionéia pega as moscas) da subunidade GABABR1 do
rGABAGs gerando a dimerizacdo (GALVEZ, et al., 1999; PADGETT E SLESINGER,
2010). A partir disso, 0o rGABA& estimula a classe de proteina G heterotretamérica (Gi/o),
que por sua vez inibe a ativacdo da adenilato ciclase, dos canais para o Ca™ dependente
de voltagem e também dos canais para o K* retificadores internos acoplados a proteina G
resultando na hiperpolarizacdo prolongada da membrana neuronal (PADGETT E
SLESINGER, 2010.

A disfuncdo do rGABAs estd relacionado a vérias patologias neurais e
comportamentais como a ansiedade, epilepsia, dor neuropatica, entre outras (BOWERY,
etal., 2002; ; BETTLER, et al., 2004; FROESTL, 2010; FRANGAJ E FAN, 2018).
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Sinalizacdo do rGABAs

Canais GIRK Canais Cav
rGABAB + K
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Figura 8. Ativacgdo do receptor GABAB. O rGABAB ativa a proteina G dependende GTP (Gi/o)
levando a dissociagdo em Go. e no dimero GBy. O monémero Goi/o tem fungéo de inibir a adenilato
ciclase e o dimero GPy modula negativamente os canais para o Ca™ e também dos canais para
o K" retificadores internos acoplados a proteina G (GIRK). Esse fendmeno gera uma
hiperpolarizagdo que leva a uma diminuicdo da excitabilidade do neurénio (PADGETT E
SLESINGER, 2010)

2.9.1.3 Receptor GABAc

Os receptores GABAc (rtGABAc), assim como 0s rGABAA sdo pentdmeros que
formam um canal de passagem para o Cl" formados apenas pelas subunidades p (p1-3)
(WATANABE et al., 2002; CHEBIB et al, 2004). Contudo, suas caracteristicas das
atividades cinéticas e farmacoldgicas sdo completamente distintas. Sdo receptores
insensiveis a bicuculina e beclonefo e sdo predominantemente expressos na retina dos
vertebrados (WATANABE et al., 2002; CHEBIB et al, 2004).

A formacéo estrutural segue 0 mesmo modelo do rGABAA, cada subunidades tem
quatro dominios intermembrana (M1-M4), sendo que o dominio M2 de cada subunidade
contribuem para formar o poro do canal (figura 9) (CHEBIB et al, 2004; POPOVA,
2014).

Assim com no rGABAA, 0 mecanismo de a¢do é o mesmo, onde 0 GABA, apo0s ser
exocitado das vesiculas pré-sinaptica na fenda sinaptica se liga ao receptor do neurdnio
pos-sinaptico, desencadeando a abertura do canal para o CI” que leva ao influxo de CI
culminando na hiperpolarizagdo neuronal (ENZ, 2001).
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Figura 9. Esquematizacdo do rGABAc. O rGABAcé um receptor inotrépico formado por cinco subunidades
p que se agrupam para formar um poro de passagem para o Cl-. Os sitios de ligacdo do agonista (GABA)
e do antagonista (picrotoxina) também sdo mostrados. Adaptado. (POPOVA. 2014)

2.9. Exercicio fisico e as modulagdes sobre os fatores de risco
hipertensivo e de doencgas cardiacas

No mundo cerca de 1,4 bilhdo de pessoas ndo praticam qualquer tipo atividade fisica
(GUTHOLD et al., 2018). Segundo os dados recentes a WHO, mais de trés quartos (81%)
dos adolescentes ndo praticam exercicio fisico aerdbico, conforme as recomendagdes
globais sobre atividade fisica (BULL; AL-ANSARI; BIDDLE; BORODULIN et al.,
2020).

Aproximadamente 47% da populacdo brasileira esta abaixo dos niveis
recomendados pelo American College of Sports Medicine (ACMS) de exercicio fisico,
equivalentes a no minimo 150 minutos de exercicio fisico de intensidade moderada por
semana (BUSHMAN, 2017; GUTHOLD et al., 2018). Dados epidemiogicos recentes
mostram que no Brasil, a associacdo entre 0 comportamento sendentario e a inatividade
fisica promove um aumento entre 60%-87% de desenvolvimento de DCs (BERTUOL,;
TOZETTO; STREB; DEL DUCA, 2022).

Ao que se refere o termo atividade fisica, podemos definir como qualquer
movimento do corporal produzido pela contracdo muscular esquelética elevando o gasto

energético acima dos niveis de repouso que compreende as tarefas de rotinas domésticas
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ou ocupacionais (CASPERSEN, POWELL e CHRISTENSON, 1985). Por outro lado, o
exercicio fisico (EF) é uma atividade fisica de forma sistemética, planejada e com
controle das variaveis como volume, duracéo e intensidade as quais caracterizam o tipo
do exercicio fisico (CASPERSEN, POWELL e CHRISTENSON, 1985).

Os beneficios do EF j& estdo bem estabelecidos na literatura e incluem diminuigéo
de risco e prevaléncia doengas cardiovasculares, neoplasias, diabetes tipo Il, doenca de
Parkinson, Alzheimer, entre outras (LAKKA e BOUCHARD, 2005; WARBURTON et
al., 2010; OLDERVOLL et al., 2011; SIMIONI et al., 2018). DASSNAYAKE, et al.
(2022) em uma meta-andlise, mostraram que a pratica de atividade fisica e EF podem ser
utilizados como modalidade para diminuir a pressdo arterial em individuos com
hipertensdo resistente a valores pressoricos clinicamente significativo. Além disso, a
meta-analise identificou uma possivel reducédo de doencas cardiovasculares em até 14%,
risco de acidente vascular encefdlico em 20% e a mortalidade em 13%
(DASSANAYAKE; SOLE; WILKINS; GRAY et al., 2022).

Em relacdo ao estado REDOX, ja é amplamente aceito que exercicio fisico
moderado (EFM) auxilia no balango oxidativo diminuindo o estresse oxidativo do
organismo resultando em uma menor predisposi¢do a DCs (LAKKA e BOUCHARD,
2005; RADAK et al., 2013). Além disso, ERO’s produzidas durante a pratica do EFM
sdo de suma importancia para as modulagdes celulares relacionadas ao estresse oxidativo,
como a biogénese mitocondrial e o aumento da atividade dos sistemas antioxidantes
(LAKKA e BOUCHARD, 2005; RADAK et al., 2013; WIECEK et al., 2018).

Em adi¢do, o EFM aumenta a liberacdo de 6xido nitrico dependente de endotélio
resultando em menores valores pressoricos (GOTO et al., 2007), melhora a funcao
cardiovascular (AGARWAL, 2012), melhora a resposta do sistema imune (NIEMAN,
2011), como observado no aumento da capacidade fagocitaria dos neutrofilos (BRAZ;
FERREIRA; PEDROZA; DA SILVA et al., 2015).

Essas alteracfes tem uma repercussdo positiva na saude cardiaca e vascular,
LACHANCE et al. (2009) em um estudo com ratos com insuficiéncia valvar adrtica grave
que foram submetidos ao EFM observou um hipertrofia cardiaca fisiologica levando a
uma maior sobrevida (LACHANCE et al., 2009). Em adicdo, dados do nosso laboratorio
publicados recentemente mostraram que 4 semanas de EFM, 60 minutos por dia
restaurou tanto o estado REDOX no ventriculo, quanto a bioenergética mitocondrial, em
ratos jovens expostos a desnutri¢do proteica materna (SILVA PEDROZA; BERNARDO;
PEREIRA; ANDRADE SILVA et al., 2021).



44

Os beneficios da pratica regular do EFM sdo inimeros, entranto, 0s mecanismos
pelos quais, 0 EFM reduz a pressdo arterial ndo séo totalmente compreendidos. 1sso se
deve, em grande parte, pela natureza etiologica da hipertensdo ser multifatorial. Embora
a dieta inadequada e o comportamento sedentario sejam fatores consideraveis, ja é
amplamente aceito que a desnutricdo pode causar o desenvolvimento da hipertenséo
neurogénica, por meio de desequilibrio oxidativo que leva a um aumento do fluxo
simpatico central, que por sua vez, pode causar a resisténcia arterial periférica (DE
BRITO ALVES; COSTA-SILVA, 2018; DE BRITO ALVES; DE OLIVEIRA;
FERREIRA; BARROS et al., 2016; DE BRITO ALVES; NOGUEIRA; CAVALCANTI
NETO; LEOPOLDINO et al., 2015; FERREIRA; DA SILVA PEDROZA; BRAZ; DA
SILVA-FILHO et al., 2016; FERREIRA; PEDROZA; BRAZ; FERNANDES et al.,
2019; FERREIRA; LIU; FERNANDES; LAGRANHA, 2016).

Partindo desses pressupostos, o objetivo do presente estudo foi avaliar se 0 EFM
reverte ou minimiza os efeitos insalubres da denutri¢do proteica materna em ratos machos
jovens. Nossa hipotese basea-se no seguinte: O EFM praticado nas fases inicias da vida
pode diminuir o estresse oxidativo, a expressdo de genes relacionados aos impulsos

excitatorio e aumentar as expressao de génes inibitorio GABAérgicos no TE.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito do exercicio fisico moderado sobre o estado REDOX e a expressao
de genes excitatdrios glutamatérgicos e inibitorios GABAérgicos no TE de ratos machos

jovens submetidos a desnutricdo proteica materna.

3.2. Especificos

» Avaliar no tronco encefalico de ratos machos juvenis sedentarios e treinados:

l. Metabolismo Oxidativo

Atividade da Citrato Sintase (CS)



1. Biomarcadores de estresse oxidativo
Peroxidacéo lipidica (MDA);

Oxidacéo proteica (Carbonilas).

I11.  Defesa antioxidante enzimatica
Atividade da enzima antioxidante Superoxido dismutase (SOD);
Atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT);

Atividade da enzima antioxidante Glutationa-S-transferase (GST)

V. Defesa antioxidante ndo-enzimaética
Quantificacao do balangco REDOX - glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG);

Quantificacdo dos grupos tiois totais (Sulfidrilas).

V. Expressdo do mRNA

e Expressao de peptideos excitatorios glutamatérgico
GRIN1 e GRIA1

e Expressao de peptideos inibitérios GABAEérgicos
GABRA1, GABRB2, GABARAPL1 e GAD2

e Expressdo de componentes mitocondriais

Expresséo de UCP2

3.3. Animais e dieta

45

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar provenientes da colonia do

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram

mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura de 22°C + 2, ciclo claro-escuro

de 12/12 horas no Centro Académico de Vitoria-UFPE. A manipulacdo e os cuidados
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com 0s animais seguiram as recomendagdes do COBEA ap0s a aprovacdo do projeto
junto ao Comité de Etica em Estudos com Animais do Centro de Biociéncias da

Universidade Federal de Pernambuco (niumero do processo: 0060/2018).

Utilizamos 8 progenitoras (com ninhada de 8 filhotes cada), sendo que, de cada
progenitora utilizamos 2 filhotes por ninhada para cada analise experimental. As
progenitoras foram divididas em dois grupos de acordo com a dieta fornecida: controle
(C, caseina a 17%) e desnutridas (D, caseina a 8%) (Tabela 1). Na lactacdo, as
progenitoras continuaram recebendo dieta conforme o grupo experimental e apds o
desmame (21 dias de idade), todos os filhotes receberam dieta normo-proteica (NP)
(Caseina 17%) para suprir todas as necessidades nutricionais durante a fase de

crescimento.

. Quantidade*

Ingredientes 8% 7%
Caseina 88,09 194,09
Mix Vitaminico 10,0¢ 10,0¢
Mix Mineral 35,090 3500
Celulose 50,0 ¢ 50,0 ¢
Bitartarato de Colina 259 259
DL-Metionina 309 309
Oleo de Soja 76,0 ml 76,0 ml
Amido de Milho 503,486 g 397,486 g
Amido Dextrinizado 132,09 132,09
Sacarose 100,09 100,09
THBT (antioxidante de gordura) 0,014 g 0,014 g

Tabela 1. Ingredientes da dieta. Quantidade para 1 kg de dieta (Reeves, 1993).

3.4. Protocolo de treinamento fisico

Entre 262 e 28° dia foram feitos os teste de familiarizagdo e o de esforgo fisico
maximo em esteira, O teste de mensuracao da capacidade maxima de corrida em esteira
foi feito em esteira adaptada para ratos com velocidade inicial de 5m/mim (0,3km/h) com
progressao de 1,66m/min (0,1km/h) a cada 3 minutos. A exaustdo foi definida pela a
incapacidade de os animais manterem o ritmo da velocidade da esteira por mais de 10
segundos (BROOKS e WHITE, 1978; CARVALHO et al., 2005; MENDES et al., 2013).
Aos 30 dias de vida, os grupos controle (C) e desnutrido (D) foram subdivididos em nao
treinados (CTN e DNT) e treinados (CT e DT) sendo entdo submetidos a um programa

de treinamento fisico moderado, em esteira ergométrica para ratos (INBRAMED, classe
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I, tipo B, 9015.5.x). Os ratos com 30 dias de vida iniciaram o protocolo experimental
previamente publicado que consiste em 4 semanas de treino, por 5 dias/semana e 60
min/dia, a 50% da capacidade maxima (SILVA PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA,;
ANDRADE SILVA et al., 2021).
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Figura 10. llustracdo do ensaio experimental. G: Gestacdo/L: Lactacdo. Adaptado. (Bernardo, E. M., 2019)

3.5. Coleta do tecido

Com aproximadamente 60 dias de vidas os animais foram sacrificados por
decapitacdo em guilhotina, rapidamente coletado o TE e armazenando em -20°C para

analises bioguimicas.

4. ANALISE BIOQUIMICA

4.1. Preparacdo do homogenato para as analises bioquimicas

Os troncos coletados foram homogeneizados em 2ml tampé&o de extragdo (Tris base
50 mM, pH 7,4; EDTA 1mM; ortovanadato de sodio 1 mM; PMSF 2 mM, Nonidet P-40
Substitute a 1%). Apds a homogenizacéo as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, a
4° C, por 10 minutos e os sobrenadantes foram submetidos a quantificacdo de proteina
utilizando o método BRADFORD (1976).

Avaliagao da citrato sintase

4.2. Quantificacdo dos niveis de peroxidacao lipidica



48

O métotodo utilizado para a mensuracdo foi o TBARS (Thiobarbituric acid reactive
substances) descrito por BUEGE e AUST (1978), foi adicionado 200ug de proteina,
200ul em acido tricloroacético a 30%, ¢ 200ug de tampao TRIS-BASE, 10 mM (pH 7,4)
agitados e centrifugados a 6.500 rpm por 5 minutos a 4°C. Na sequéncia, foi coletado o
sobrenadante e adicionado acido tiobarbitrico a 0,73% em volumes iguais, seguido de
fervura a 100 ° C por 15 minutos. O malonaldeido (MDA) e outros compostos liberados
pela peroxidacgdo lipidica reagem com estes reagentes produzindo uma coloracao rosa e
em seguida é lido no espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 535 nm. Os niveis

de MDA foram expressos em mmol /mg de proteina.

4.3. Quantificacado do conteudo de carbonilas

Foi adicionado 4&cido tricloroacético (TCA) a 30% as amostras (200 pg de
proteina/ml) e mantido no gelo. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 min a
4.000 rpm, e os sedimentos foram suspensos em 10mM de 2,4-dinitrofenil-hidrazina e
imediatamente colocados em uma camara escura por 1 h de incubacdo. Amostras foram
entdo lavadas, seguindo para a centrifugacdo. O sedimento final foi ressuspenso em
cloridrato de guanidina 6M e incubado por 30 min a 37 ° C. O produto final da reacéo foi
medido a uma absorbancia de 370 nm (REZNICK e PACKER, 1994).

4.4. Avaliagdo da atividade enzimatica da superdxido dismutase
(SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com MISRA e FRIDOVICH (1972).
Foi incubado 200 ug de proteina do TE em tampao carbonato de sédio (0,5% pH 10.2,
0.1 mM de EDTA) a 37°C. A reacéo iniciou-se com adi¢do do tampéo em cubeta de vidro,
amostras, 20 ul de adrenalina (diluida em é4cido acético a 0.05%) e a absorbancia foi lida
a 480nm por espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, USA), e os resultados

expressos em U/mg de proteina.

4.5. Avaliacdo da atividade enzimética da catalase (CAT)

O principio deste ensaio é baseado na determinagé@o da constante de velocidade (k)
da decomposicdo de H202, que sob nossas condi¢des de temperatura (37° C) e pH, foi
definido como 4,6 x 10”. Um total de 200 pg de proteina de TE foi usado para medir a
atividade da catalase. Resumidamente, 0,3 M de H20: foi adicionado a uma mistura

contendo aproximadamente 200 pg de proteina de TE e 50 mM de tampdo fosfato
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(pH7.0). A absorvancia foi medida a 240 nm durante 1 min (AEBI, 1984), e os resultados

expressos em U/min.

4.6. Avaliacdo da atividade enzimatica Glutationa-s-tranferase
(GST)

Um total de 200 pg de proteina do TE foi usado para medir a atividade de GST,
como anteriormente descrito por HABIG, PABST e JAKOBY (1974). Resumidamente,
tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,5 contendo 1 mM de EDTA) foi adicionado as amostras de
TE apos a adicdo de 1 mM de 1-cloro-2,4- dinitrobenzeno (CDNB) e 1 mM de glutationa
reduzida (GSH), e a absorbancia foi medida a 340 nm. A atividade de GST foi definida
como a quantidade de proteina necessaria para formar um pmol de 2,4-Dinitrofenil-S-

glutationa (DNP-SG), e os resultados expressos em U/min.

4.7. Quantificacdo do balanco redox (GSH/GSSG)

Para avaliagdo dos niveis de GSH, uma aliquota do homogenato (200ug) foi
adicionada ao tampao fosfato (0,1 M —pH 8,0) contendo EDTA (5mM) e incubada com
o-phthaldialdehyde (OPT, 1mg/ml) a temperatura ambiente por 15 min. Os niveis de
GSSG foram avaliados, incubando uma aliquota da amostra com N-ethylmaleimide (40
mM) por 30 min a temperatura ambiente seguida da adi¢cdo de tampé&o fosfato de sodio
(NaOH, 100mM). Ap0s esse procedimento, 0s mesmos passos para avaliacdo da GSH
foram utilizados para determinar os niveis de GSSG. A intensidade de fluorescéncia foi
mensurada a 350 nm de excitacdo e 420 nm de emissdo e comparadas com uma curva
padrdo de GSH ou GSSG com valores pré-estabelecidos (0,5-10 uM). O estado REDOX
foi determinado pela razdo de GSH/GSSG (HISSIN; HILF, 976).

4.8. Quantificacdo de grupamentos tiois totais (sulfidrilas)

As aliquotas do homogenato de TE (200ug) foi incubada por 30 minutos no escuro
com 10 mM de 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) e o volume final de 1 mL
foi completado com tampéo de extracdo pH 7,4. A absorbancia foi lida a um comprimento
de onda de 412 nm em espectrofotdmetro e os resultados foram expressos em mmol/mg
proteina ELLMAN (1959).
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4.9. Avaliacdo de mRNA

O RNA total do TE foi obtido utilizando o reagente TRIzol e 0 método de extracéo
foi o de isotiocianato de guanidina de acordo com as instrucdes do fabricante (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). Em seguida, os pellets de RNA foram lavados em etanol a 75% e
centrifugados a 7.500 xg por 5 min a 4 °C, secos ao ar e dissolvidos em &gua ultrapura
tratada com dietilpirocarbonato, livre de Rnase (DEPC). A quantificacdo do RNA foi
realizada usando um espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA), e a
pureza foi avaliada usando a razdo de absorbancia 260/280nm. Em seguida, as reagoes
foram realizadas em 25 pl de uma mistura contendo RNA, sequéncia de primers (sense e
antisense), agua DEPC e mistura de SYBR green (dNTP, tampéo de reacdo, Tag DNA
polimerase e SYBER Green 1) (Invitrogen, California, EUA). A avaliacdo foi realizada
pelo método 224¢T (Livak e Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001), utilizando o gene B-2M
como controle interno (normalizador) para normalizagdo da expressédo génica por PCR

em tempo real (Tabela 2).

Genes Sense Antisense
GRIN1 TACAACTGGAACCACATCATCC TGTCATAGGACAGTTGGTCGAG
GRIA1 TGTTTGCCTACATTGGAGTGAG GAACCACAGGCTGTTGAATATG
GABRA1 GTATGAAATCTCTAGTGCAGGAGC GAGAAAAGTGTGGGAGAGAGGA
GAD?2 GGCAGACCAACCGCAAAATC CAATCTGCTGCTAATCCAACCAT
GABRB?2 CCTAATGGGGTGCTTTGTCT TGTGGGTCCATCTTGTTGAC
GABARAPL1 CGTGGAGAAGGCTCCTAAAG AGAAGTAGAACTGGCCAAC
UCP2 TACTCTCCTGAAAGCCAACC GCTGCTCATAGGTGACAAAC
B-2M TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG

Tabela 2. Sequéncia de primers usada para realizar gRT-PCR. GRIN1: Subunidade 1 do receptor ionotrdpico de
glutamato tipo NMDA; GRIAL: subunidade 1 do receptor ionotropico de glutamato do tipo AMPA: GABARAL:

Subunidade alfa-1 do receptor de &cido gama-aminobutirico; GABRB2: Subunidade beta-2 do receptor do acido

gama-aminobutirico; GABARAPL1: tipo proteina associada ao receptor de acido gama-aminobutirico; GAD2:

Descarboxilase do acido glutamico 2; UCP2: Proteina desacopladora 2; B-2M: Beta 2-microglobulina.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados passaram pelo teste de Kolmogorv Smirnov e, uma vez que os dados
confirmaram os padrdes paramétricos, as comparacdes foram feitas utilizando a analise
de variancia ANOVA Two-way e 0 pds-teste TUKEY para comparacdes multiplas. Foi
adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05) para todas as analises, sendo os resultados
expressos como média + erro e padrdo da média (SEM). Todas as analises estatisticas
foram realizadas no software GrapPad Prism 6.0 (GraphPad Softare Inc, La Jolla, CA
USA).

6. RESULTADOS

6.1. Metabolismo oxidativo

Para avaliar se o protocolo de treinamento de exercicio em esteira foi eficaz no
metabolismo oxidativo global na prole exposta a desnutricdo proteica materna, medimos
a atividade da citrato sintase (CS) nos musculos EDL (fig.11a) e Soleus (fig.11b). A CS

a b c
300' H¥k

N . — 1 CNT
o _x —— 1 DNT
n
£ 9 mm DT
w Qa T
gg
©
535 100 -
(&)

N ]

EDL Soleo Tronco

Figura 11. Avaliacdo da Citrato Sintase.O Efeito do treinamento fisico aerébico e da desnutricdo proteica
materna perinatal na atividade da citrato sintase na prole masculina adulta. a) Extensor digtorum longus —
EDL; b) musculo séleo ec) tronco encefalico. Os dados sdo expressos como média . + SEM. *p<0,05;
**n<0,001; n=4-5 por grupos
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é a primeira enzima chave no ciclo do acido citrico, condensando oxalacetato com acetil-
COA para formar citrato, sendo um importante marcador para 0 metabolismo oxidativo
celular (G. Wiegand & S. J. Remington, 1986). Além dos tecidos musculares, também
avaliamos a cinética no TE (fig.11c). Os dados mostram que o exercicio fisico aumentou
a atividade da CS no EDL CNT: 100,000 * 23,103, n=4 vs. CT: 228,862+ 23,841, n=5;
p=0,0136 e DNT:65,277 + 10,269, n=4 vs. DT : 230,259 + 32,251, n=5; p=0,0020), no
s6leo (CNT: 100,000 + 31,196, n=3 vs. CT: 202,766+ 26,436, n=4; p=0,0294 e DNT:
34,326 £ 8,176 , n=4 vs. DT: 127,654+ 15,716, n=4; p0,0327) e no tronco cerebral (CNT:
100,000 + 26,276, n=4 vs. CT: 234,276+ 6,690, n=4; p=0,0013 e DNT: 147,641 + 16,528,
n=3 vs. DT: 249,366 + 19,530, n=3; p=0,0218).

6.2. Biomarcadores de estresse oxidativo

Nossos dados demonstraram que nem restricdo proteica materna (CNT: 2,42 +
0,283, n=5vs DNT:3,176 + 0,065, n=6 p=0,1019) e nem o exercicio (CNT: 2,42 + 0,283,
n=5vs. CT: 1,895 = 0,177, n=6; p=0,3402 e DNT:3,176 + 0,065, n=6 vs. DT: 2,476 +
0,268, n=6; p=0,1101) modularam o biomarcador de oxidacéo lipidica (MDA, fig.12a)
no TE de ratos adultos jovens. Em relagdo & oxidacao de proteinas (fig.12b), nossos dados
demonstraram que a dieta LP aumenta a oxidacdo de proteinas no tronco encefalico
(CNT:54,30 = 4,81, n=5 vs DNT: 66,367 + 3,65, n=6; p=0,0109), enquanto o0 EFM
mostrou-se protetor tanto em animais alimentados normais quanto com baixo teor de
proteina, quando comparados aos grupos treinados (CNT: 54,30 £ 4,81, n=5vs. CT: 38,27
+ 3,47, n=4; p=0,036) e (DNT: 66,367, n=6 vs. DT: 31,46 + 1,53, n=6; p=0,0001),

respectivamente.
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Figura 12. Biomarcadores de estresse oxidativo. Avaliacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo no
tronco encefalico e o efeito do treinamento fisico aerdbico e desnutri¢do proteica materna perinatal na prole
masculina adulta. a) peroxidacdo lipidica (Malondialdeido-MDA) e oxidagdo de proteinas b) (teor de
carbonila). Os dados sdo expressos como média = SEM. *p<0,05; ****p<0,0001; n=5-6 por grupos.
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6.3. Sistema antioxidante enzimatico

A defesa antioxidante enzimadtica “comeg¢a” com a dismutacao do anion superdxido
pela SOD, que n&o foi alterada pela dieta materna. Curiosamente, 0 EFM mostrou
aumentar a atividade enzimatica, apenas em animais DNT, (DNT:4,48 £ 0,91, n=6 vs.
DT:10,491 + 1,097, n=7; p=0,0007) (fig.13a). Quando olhamos para a atividade da CAT
(fig.13b), no entanto, a dieta materna pobre em proteinas regulou negativamente sua
atividade na prole (CNT: 1,65 £ 0,11, n=4 vs DNT: 0,70 £ 0,04, n=6; p=0,0001), em que
0 EFM aumentou a atividade da CAT em animais submetidos a restri¢do proteica materna
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Figura 13. Sistema antioxidante enzimatico. Componentes do sistema antioxidante enzimatico no
tronco encefélico e o efeito do treinamento fisico aerdbico e desnutricdo protéica materna
perinatal na prole masculina adulta. a) superéxido dismutase (SOD); b) catalase (CAT) e c)
Glutationa-S- transferase (GST). Os dados sdo expressos como média + SEM. Os dados séo
expressos como média + SEM. *p<0,05; **p<0,005; ****p<0,0001; n=4-7 por grupos.

(DNTO0,70 £ 0,047, n=6 vs. DT:2,15 + 0,195 n=7; p=0,0045), restaurando a remocéo de
H2Oqrelacionada a CAT capacidade. Ainda assim, avaliamos a atividade do GST

(fig.13c), mas nenhuma diferenca foi promovida pela dieta e/ou EFM.

6.4. Sistema antioxidante ndo enzimatico
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Uma defesa adicional contra o estresse oxidativo baseia-se em compostos nédo
enzimaticos, onde o teor de sulfidrilas (grupos tidis totais, fig.14a) e a glutationa reduzida
representam seus principais componentes enddgenos. Aqui, a dieta materna de DNT
diminui o teor de tiol (CNT:0,10 + 0,003, n=4 vs. DNT:0,078 +0,003, n=6; p=0,003),
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Figura 14. Sistema antioxidante ndo enzimatico. Avaliacdo da atividade do antioxidante ndo enzimatico
no tronco encefalico e o efeito do treinamento fisico aerdbico e desnutri¢do proteica materna perinatal
na prole masculina adulta. (a) teor total de tiol (-SH); (b) niveis reduzidos de glutationa (GSH); (c)
glutationa oxidada (GSSG) e (d) estado redox (GSSH/GSSG). Os dados sdo expressos como média +
SEM. Os dados sdo expressos como média = SEM. *p<0,05; **p<0,0005; ***p<0,0001; n=4-6 por
grupos.

enguanto o exercicio fisico aumenta suas quantidades totais em animais normoproteicos
(CNT:0,108 + 0,003, n=4 vs. CT:0,140 £ 0,008, n=4, p=0,0003) sem modulacGes nos
animais DNT. Nao foram encontradas diferencas relacionadas a intervencéo dietética nos
niveis de GSH (fig.14b), enquanto o exercicio modulava apenas este componente celular
nos animais que sofreram restricdo proteica materna (LP:6.341,14 + 282,33, n=6 vs. LPT:
7.443 + 247,199, n=6; p=0,0109).

6.5. Avaliacdo da expressdo génica de ucp2

Avaliamos a transcri¢ao génica da proteina desacopladora mitocondrial 2 (UCP2).
Nossos resultados mostram que a dieta LP materna aumentou significativamente a

transcricdo de UCP2 (figura 15) no TE da prole em comparagdo com o grupo controle
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(CNT:1.000 + 0444, n=3 vs. DNT:66.257 + 1,164, n=3, p<0,0001). No entanto, 0
exercicio fisico reverteu a transcricdo de UCP2 no tronco encefalico da prole adulta em
dieta (DNT:66.257 + 1.164 vs. DT: 2.585 #, 0,664 n=3, p<0,0001).
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Figura 15. Expressdo da UCP2. Avaliacdo da expressdo génica da proteina de desacoplamento
mitocondrial-2, UCP2 no tronco encefalico e o efeito do treinamento fisico aerobico e desnutricdo
protéica materna perinatal na prole masculina adulta. Os dados sdo expressos como média + SEM. Os
dados sdo expressos como média + SEM. *p<0,05; ****p<0,0001; n=3-5 por grupos.

6.6. Regulacdo transcricional da regulacdo excitatéria e inibitoria
central

Acdes excitatorias e inibitdrias neurais sdo mediadas por interacbes entre
receptores glutamatérgicos e GABAGérgicos (figuras 16 e 17, respectivamente.),
respectivamente. Para entender essas respostas no controle cardiovascular central diante
do insulto nutricional materno, avaliamos no TE as principais subunidades dos receptores
glutamatérgicos (NMDA-GRIN1 e AMPA-GRIAL), e GABAérgicos, o (GABRA1) ¢
(GARB2). Além disso, também foi avaliada a expressdo génica da enzima glutamato
descarboxilase (GAD2), responsdvel pela descarboxilagdo do glutamato e sua
transformacdo em GABA e a proteina associada ao receptor de acido gama-aminobutirico
tipo 1 (GABARALP1) (figura 17 c-d).

Nossos resultados mostraram que a restricdo proteica materna ndo alterou a
expressao génica de receptores glutamatérgicos (figura 16 a-b), GRIN1 (NP:1.000 +
0,353, n=4 vs. LP:0,138 + 0,091, n=4, p=0,2864 ) e GRIAL (NP:1.000 + 0470, n=4 vs.



56

LP:1,834+1,80, n=3, p=0,895), enquanto o exercicio fisico regulou suas expressdes
GRIN1 (LP:0,138+0,091, n=4 vs. LPT:5,398+0,645, n=3, p<0,0001) e GRIAl
(LP:1,834+1,80, n=3 vs LPT: 7,781+1,386, p=0,0053).
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Figura 16. Expressdo dos genes excitatdrios. Avaliagéo da expressdo génica da rede neural
excitatoria glutamatérgica no tronco encefélico e o efeito do treinamento fisico aerdbico
e desnutricdo proteica materna perinatal na prole masculina adulta. a) GRIN1 e b) GRIAL.
Os dados sdo expressos como média £+ SEM. Os dados sdo expressos como média + SEM.
*p<0,05; **p<0,0005; ****p<0,0001; n=3-5 por grupos.

Por outro lado, nossos dados demonstram que apenas animais normoproteicos
sofreram a modulagé@o do exercicio na expressdo de genes de receptores GABAeérgicos
(fig.17a-b), que foram supra-regulados, GABRAL (NP:1,00 £ 0,959, n=3 vs. NPT:8,249
+ 1,840, n=4, p=0,0086) e GABRB2 (CNT: 1,000 + 2,043, n=3 vs. CT: 25,71 + 2,11,
n=5, p<0,0001) . Da mesma forma, GAD?2 (figura 17c) apresentou uma regulacéo positiva
cogente quando comparado ao seu grupo controle (CNT:1,00 £ 0,510, n=6 vs CT:35,605
+ 1,934, n=5, p<0,0001). Em contraste, GABARAPL1 (figura 17d) foi regulado
positivamente no grupo LPT em comparagdo com o LP (DNT:0,342+0,069, n=3 vs DT:
1,117+0,213, n=4 p=0,0351).
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Figura 17. Expressdo dos génes inibitérios GABAergicos. Avaliacdo da expressdo génica
da rede neural inibitéria GABAérgica no tronco encefalico e o efeito do treinamento fisico
aerobico e desnutricdo proteica materna perinatal na prole masculina adulta. a) GABARA1,
b) GABR2, c)GAD2; d)GBARAPLL1. Os dados sdo expressos como média £+ SEM. *p<0,05;

**%p<0,0005; ****p<0,0001; n=3-5 por grupos.

7. DISCUSSAO

O intuito do presente trabalho foi investigar os efeitos de 4 semanas de exercicio
fisico moderado sobre estado REDOX, bem como na sinalizacdo glutamatérgica
excitatoria e GABaérgica inibitéria do TE de ratos machos jovens submetido a
desnutri¢do proteica materna. De forma resumida, nosso estudo mostrou que o exercicio
fisico moderado atuou como uma intervencdo confidvel contra os efeitos deletérios da

desnutricdo durante o periodo critico do desenvolvimento.

A principio, a desnutricdo proteica materna altera 0 metabolismo oxidativo. Os
déficits do ciclo de Krebs diminuem a producdo de coenzimas reduzidas (NADH e
FADH?2), concomitantemente, reduzem a atividade de CTE e a producdo de ATP pela
fosforilagdo oxidativa, o que pode afetar 0 AYm (YOUNG; HIVERT; ALHASSAN;
CAMHI et al.). Embora nosso resultado da atividade da citrato sintase tenha mostrado

apenas uma tendéncia de diminuir o metabolismo oxidativo, dados anteriores mostram
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um déficit no metabolismo energético devido a reducéo da atividade do CS em diferentes
idades, tanto no tronco encefalico quanto em outros tecidos como coracdo, séleo e
musculos EDL de animais que foram expostos a desnutricdo proteica materna
(FERREIRA; DA SILVA PEDROZA; BRAZ; DA SILVA-FILHO et al., 2016; SILVA
PEDROZA; BERNARDO; PEREIRA; ANDRADE SILVA et al., 2021; ZOU; YU; YU,
MAO et al., 2016).

Nos ultimos anos, 0 nosso grupo de pesquisa observou um quadro de estresse
oxidativo no TE de animais com 100, 122 e 150 dias vida, aumentado e reducdo dos
déficits antioxidantes enziméticos (GPx, GR, SOD, CAT) e um comprometimento da
funcdo mitocondrial em fungdo da restricdo proteica materna (FERREIRA; LIU;
FERNANDES; LAGRANHA, 2016). No presente estudo, ndo identificamos diferencas
nos niveis de MDA no tronco encefalico entre os grupos controle. Acreditamos que essa
diferenca entre nossos dados e dados prévios do laboratério esteja associada a idade (60

vs. 100 dias) e também ao teste estatistico aplicado (anova 2-way vs. Test-t).

Em relacdo as enzimas antioxidantes, a atividade das enzimas SOD e CAT
convergem para minimizar e neutralizar o potencial efeito deletério do anion superéxido
(02°). A SOD converte O2*" em perdxido de hidrogénio (H202) por dismutacdo e CAT
converte H202 em Oz e 4gua (POOLE, 2015; TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016). A
desnutricdo proteica reduziu a atividade da CAT em animais LP (fig.13b), sugerindo

maior teor H202 de no tronco encefalico.

A reducdo da atividade da CAT pode estar relacionada a distarbios na resposta,
barorreflexo, FC e pressdo arterial, como visto acima (MISRA; FRIDOVICH, 1972;
POOLE, 2015; TRUJILLO; ALVAREZ; RADI, 2016). No entanto, o H202 é pouco
reativo comparado a outras EROs, porém, essa molécula possui meia-vida longa e pode
reagir com ions metélicos (reacdo de Fenton) e produzir o radical hidroxila (OHe) que ¢é
potencialmente mais reativo que o O2*° (AGUIAR JR; STRAGIER; DA LUZ
SCHEFFER; REMOR et al., 2014). Quando intervimos com o programa de exercicios
fisicos moderado nos animais expostos a desnutricdo, observamos aumento da atividade
de SOD e CAT, sugerindo um potencial efeito modulador do exercicio fisico sobre os

niveis de antioxidante celular.
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Sabe-se que a producdo de ERO’s pelas mitocéndrias, em nivel fisioldgico, é de
fundamental importancia para a sinalizacdo celular (AGUIAR JR; STRAGIER; DA LUZ
SCHEFFER; REMOR et al., 2014; FRIDOVICH, 1989; 1999). No entanto,
concentragOes excessivas de ERO’s no SNC estdo relacionadas a varios distrbios, como
doencga de Alzheimer, doenca de Parkinson, incluindo hipertensdo neurogénica (CHAN;
WU; WU; HO et al., 2009; FLORENCE, 1984; HASPULA; CLARK, 2018). Com
relacdo a bioenergética mitocondrial, avaliamos o0 mRNA de UCP2. Em condicbes
fisiolégicas funcionais, a maior parte do fluxo de prétons gerado pelo gradiente
eletrogquimico do espago intermembranar para a matriz mitocondrial através da ATP
sintase, gera forca protomotora suficiente para a producdo de ATP. No entanto, 0
desacoplamento mitocondrial esta relacionado a forca motriz do proton pelas UCPs,
dissipando a energia na forma de calor (NICHOLLS, 1974; NOBES; BROWN; OLIVE;
BRAND, 1990). Nossos resultados mostram um aumento na expressa de UCP2 que
sugere um vigoroso desacoplamento mitocondrial gerado pela desnutricdo que também
foi observado por Ferreira et al. (2019) no TE de animais aos 150 dias de vida
(FERREIRA; PEDROZA; BRAZ; FERNANDES et al., 2019). Além disso, eles também
observaram uma menor condutancia de protons gerada pelo potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) confirmando o desacoplamento mitocondrial, sugerindo
comprometimento da bioenergética mitocondrial (FERREIRA; PEDROZA; BRAZ;
FERNANDES et al., 2019).

Pesquisas apontam que altos niveis de O2*"aumenta a expressdo de UCP2 com a
p38MAPK como um regulador chave dependente do anion superoxido (COSTA-SILVA;
SIMOES-ALVES; FERNANDES, 2016; MURPHY; ECHTAY; BLAIKIE; ASIN-
CAYUELA et al., 2003). Além disso, 0 UCP2 esta intimamente relacionado ao controle
da producdo de EROs mitocondriais e € considerado um antioxidante mitocondrial natural
(COSTA-SILVA; SIMOES-ALVES; FERNANDES, 2016; FAHN; COHEN, 1992;
MURPHY; ECHTAY; BLAIKIE; ASIN-CAYUELA et al., 2003). Esses resultados nos
ddo a nocdo de que a superexpressao de UCP2 gerada pela desnutricdo é uma resposta
neuroprotetora compensatdria para reduzir a alta producdo de O2*, 0 que pode ser a
justificativa para o resultado da peroxidacdo lipidica ndo ter apresentado diferenca
significativa. No entanto, este efeito benéfico da UCP2 é uma “faca de dois gumes”, uma

vez que o desacoplamento mitocondrial gera uma diminui¢do do potencial AYm, levando
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ao comprometimento da funcdo mitocondrial (POOLE, 2015; TRUJILLO; ALVAREZ;
RADI, 2016).

Em contraste, 0 EFM reduziu a expressdo de UCP2 para niveis fisioldgicos
normais. Uma explicacdo logica para isso seria 0 aumento da atividade da SOD que reduz
o0s niveis de O2*, esta evidéncia sugere que o exercicio fisico reverteu o desacoplamento
mitocondrial no troco encefalico de ratos jovens expostos a desnutricao proteica materna.
Vale chamar a atencdo, que estudos com modelos de patologias neurodegenerativas e
exercicio fisico, mostram que o0 exercicio aumenta a expressao génica de UCP2 em
diferentes areas do SNC(AGUIAR JR; STRAGIER; DA LUZ SCHEFFER; REMOR et
al., 2014; DIETRICH; ANDREWS; HORVATH, 2008; POOLE, 2015; TRUJILLO;
ALVAREZ; RADI, 2016; WU; SUN; ZHOU; ZHU et al., 2014). Esse aumento da UCP2
estd relacionado como o aumento da atividade de CTE concomitante ao aumento da
producdo de O2*, que j& é sabido que o exercicio fisico aumenta tanto a velocidade da
CTE, como também aumenta a producéo de ERO’s. Essa regulacdo para cima da UCP2
pode ocorrer também através da via PGC-1o/PPARa ativada pelo exercicio aerdbico
(AGUIAR JR; STRAGIER; DA LUZ SCHEFFER; REMOR et al., 2014). O PGC-1a
ativado via exercicio fisico aumenta a biogénese mitocondrial, podendo aumentar assim
a expresséo de UCP2 (AGUIAR JR; STRAGIER; DA LUZ SCHEFFER; REMOR et al.,
2014).

O sistema antioxidante ndo enzimatico também foi afetado pela desnutricdo
proteica materna. Os tidis totais (grupos -SH) foram reduzidos no grupo DNT em relacéo
ao CNT (fig.14a). Os grupos -SH sdo representados por residuos proteicos de cisteina,
além de fornecerem a funcéo estrutural para manter a forma quaternaria funcional das
proteinas, também sdo responsaveis pela protecdo contra ERO’s (sendo uma das
primeiras defesas) contribuindo para o ambiente REDOX celular em equilibrio (GILES;
GILES; JACOB, 2003; HAUGAARD, 2000). Considerando que nossos resultados
mostram que a desnutri¢do proteica potencializa o desequilibrio REDOX favorecendo um
ambiente celular citotdxico, o protocolo de treinamento fisico mostra-se uma estratégia
potencial para restabelecer esse equilibrio dindmico. Nossos resultados mostram que o
exercicio aumentou os niveis de GSH que é o principal tiol ndo proteico utilizado como
cofator por varias proteinas das familias das glutationas que sdo responsaveis pela

desintoxicacdo das células neurais.
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E de suma importancia destacar que diversos estudos na literatura consideram o
aumento do estresse oxidativo como um dos principais impulsionadores da
simpatoexcitacdo central. O estresse oxidativo nos neurbnios pré-sinapticos
provavelmente altera a atividade de varios canais idnicos, contribuindo para o aumento
da excitabilidade neuronal e, portanto, do ténus simpatico cardiovascular (CHAO; LAI;
CHAN, 2013; GAO; WANG; LIU; ZUCKER, 2007; WAFI; YU; GAO; ZUCKER,
2019).

Para entender melhor como o estresse oxidativo desencadeia a excitabilidade
simpatica no tronco encefélico, avaliamos a expressdo de mRNA dos receptores
glutamatérgicos excitatorios (GRIN1 e GRIAL) e GABAEérgicos inibitorios (GABRAL e
GABR2). Além disso, também avaliamos a transcricdo do GAD2 (principal enzima
conversora de glutamato em GABA) nos ratos desnutridos e, posteriormente, ao exercicio

fisico.

A reatividade das ERO’s pode aumentar as entradas excitatorias glutamatérgicas
e diminuir os inibidores GABAérgicos para a medula ventrolateral rostral (RVLM), onde
eles presidem uma rede de neurbnios pré-motores simpaticos responsaveis pelo tébnus
vasomotor, em ratos  espontaneamente  hipertensos  (SHRIVASTAVA,;
SHRIVASTAVA), sendo um dos principais mecanismos de hipertensdo neurogénica
(CHAN; TAI; LI; CHAN, 2006; KISHI; HIROOKA; KIMURA,; ITO et al., 2004).

Embora nossos resultados mostrem que a desnutricdo promove estresse oxidativo
na prole adulta, o exercicio fisico foi capaz de reverter essa situacdo. No entanto, ndo
observamos alteracbes nos peptideos em mMRNAs associados ao equilibrio
excitatorio/inibitério no tronco da prole adulta. Curiosamente, a neuroplasticidade do
exercicio fisico promoveu diferentes modulacBes entre os grupos. No grupo NPT,
observou-se maior expressao génica de receptores GABAEérgicos inibitorios e da GAD2,

por outro lado, favoreceu apenas a excitabilidade glutamatérgica nos animais DT.

Em contraste, as evidéncias mostram que o exercicio fisico reduz a presséo
arterial, diminui o déficit cardiaco e aumenta a sensibilidade barorreflexa em varios
modelos experimentais de hipertensdo (CHAAR; ALVES; BATISTA JUNIOR;
MICHELINI, 2015; MASSON; NAIR; SILVA SOARES; MICHELINI et al., 2015;
SOUSA; MAGALHAES; BEZERRA; SANTOS et al., 2015).
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Além disso, nos avaliamos o GABARAPLL. Os receptores de acido gama-
aminobutirocoico tipo A (GABAARS) sdo 0s principais responsaveis pela transmissao
sinaptica inibitéria no SNC de vertebrados (FARRANT; NUSSER, 2005). Esses
receptores sdo heteropentameros e pertencem a superfamilia de canais i6nicos
controlados por ligantes (FARRANT; NUSSER, 2005; OLSEN; SIEGHART, 2009).
Diversas proteinas estdo associadas a regulacdo da sintese/degradacdo, transporte e
ancoragem de GABAARs na membrana plasmatica pds-sinaptica neuronal, dentre as
quais esta 0 GABARAPL1. O GABARAPLL1 pertence a familia da proteina 8 relacionada
a autofagia semelhante a ubiquitina (ATG8). Além das funcGes relacionadas a autofagia,
também esta envolvida no transporte e ancoragem dos receptores GABA na membrana
pos-sinaptica neuronal, sendo importante para transmissdes inibitorias. Um estudo
recente mostrou que GABARAPL1 aumentou a densidade méaxima de corrente ativada
por GABA em células HEK293. Além disso, eles observaram que GABARALP1 regula
especificamente a posicdo de GABARARSs através da regulacdo do trafego de receptores
(YE; ZOU; ZHU; KONG et al., 2021).

Corroborando nosso resultado, DE BRITO ALVES; DE OLIVEIRA;
FERREIRA; BARROS et al. (2016), utilizando protocolo de dieta semelhante ao nosso,
observaram diminuig&o transcricional de SOD2, CAT GPx e GABARAPL1, porém sem
alteracdes na expressdo dos peptideos excitatorios (GRIN1 e GRIA1) no tronco
encefalico de ratos aos 90 dias de idade. Alem desses achados disfuncionais bioguimicos
centrais, eles observaram valores presséricos mais elevados, sugerindo que o aumento
pressorico seja dependente do estresse oxidativo em compara¢do com 0s normoproteicos
(NP) (DE BRITO ALVES; DE OLIVEIRA; FERREIRA; BARROS et al., 2016). Nossos
resultados mostram que os animais DT aumentaram a transcricdo de GABARAPL1. Esta
descoberta pode sugerir novos insights mecanicistas sobre entradas GABAérgicas

inibitérias e o desenvolvimento de hipertensao neurogénica em regides do TE.

Ja foi demostrado na literatura que as ERO’s podem atuar como
neuromoduladores no SNC. O H202 é um oxidante alto poder de difusdo através das
membranas bioldgicas e pode alterar na transmissdo excitatoria glutamatérgica. Cardoso
et al. (2009), demonstrou que a administracdo de H20: e a inibi¢cdo da CAT no NTS levou
a bradicardia e hipotensdo de ratos mostrando estar envolvido na alteracdo do tonus

simpatico vascular. Vale salientar que a excitabilidade do NTS gera excitacdo para
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CVLM, como supracitado, que, por sua vez, leva a uma menor excitacdo da RVLM

consequentemente reducdo do tdénus simpatico cardiovascular.

Diante disso, podemos sugerir que a desnutricdo proteica materna leva a um
desequilibrio oxidativo que, por sua vez, promove um aumento da sensibilidade a
transcricdo do receptor glutamatérgico excitatorio e atenua a inibicio GABAérgica,
favorecendo a hiperatividade simpéatica no tronco encefélico, possibilitando o
desenvolvimento de um quadro hipertensivo. Diante disso, levantou-se o seguinte
guestionamento: essa neuroexcitabilidade causada pelo exercicio fisico alterara o fluxo
simpatico afetando os padrées hemodindmicos em animais desnutridos? Com o presente
estudo ndo conseguimos responder, entretanto, nosso estudo abre portas para novas
investigacOes que cruzem esses dados moleculares com valores de pressao arterial e
frequéncia cardiaca em animais desnutridos submetidos ao treinamento fisico aerébio na

intensidade moderada em animais jovens e adultos.

8. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que o exercicio fisico restaura o sistema antioxidante
no tronco encefalico de ratos expostos a desnutricdo proteica materna. Alem disso,
aumenta a expressao de GRIN1, GRIA2 e GABARAPLL. Esses achados podem ajudar a
entender como o exercicio fisico moderado pode contribuir na atenuacdo dos danos
causados pela desnutricdo perinatal nos efeitos excitatorios/inibitorios centrais sobre a

saude cardiovascular na vida adulta.
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(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de

28/05/2019.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 01/06/2019 a 10/08/2019

Espécie/linhagem/raga Rato heterogenico

N° de animais 168

Pesol/ldade Progenitores: macho: 120dias/200-250g.
Femea: 80 dias/ 150-200g

Sexo 16 (femeas) e 152(machos) considerando
progenitores e estimativa de prole

Origem: Biotério de Criacdo Bioterio do Departamento de Fisiologia

Destino: Biotério de Experimentacao Bioterio do Departamento de Fisiologia

Atenciosamente,

Prof. Sebastido R. F, Silve
-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691

UFPE
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Background

Maternal protein malnutrition during developmental periods might impair the REDOX
state and the excitatory/inhibitory neural network in the brainstem, increasing the risk of
developing cardiovascular diseases. Conversely, moderate physical exercise at an
early age reduces the risk of cardiac comorbidities, including hypertension. Thus, we
hypothesized that a moderate training protocol could reduce the harmful effects of a
low-protein maternal diet on the brainstem of male offspring.

Methods

We used a rat model of maternal protein restriction during the gestational and lactation
period followed by an offspring’s continuous treadmill exercise. Pregnant rats were
divided into two groups according to the protein content in the diet: normoprotein (NP),
receiving 17% casein, and low-protein (LP), receiving 8% casein. At 30 days, male
offspring were further subdivided into sedentary (NPS and LPS) or trained (NPT and
LPT) groups. The trained animals performed a treadmill exercise at 50% of the
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