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SILVA, Aline Santana. ARIZA, Deborah. CRESTANI, Carlos Cesar. MARTINS-
PINGE, Marli Cardoso. Alteragcdes cardiovasculares e autondémicas de ratos com
parkinsonismo induzido por 6-ohda e tratados com |-dopa. 2012-2014. 51f.
Dissertacao. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos causados por medicamentos antiparkinsonianos sobre
parametros cardiovasculares no modelo animal de parkinsonismo induzido por 6-
OHDA. Métodos: Ratos Wistar adultos pesando entre 280-320g, foram colocados
no aparelho estereotaxico para microinfusdo bilateral de 6-OHDA na substancia
negra. O grupo sham foi submetido ao mesmo procedimento, sendo infundido
somente salina. Foram tratados por gavagem com L-Dopa ou agua no periodo de 7
dias. Um dia apds o cateterismo da artéria femoral foi realizado o registro basal nos
animais acordados. Em seguida foram submetidos ao “tilt teste”. Foram avaliadas a
pressédo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A analise espectral da
variabilidade cardiovascular, foi realizada utilizando-se o Cardioseries V2.4. Para
confirmacédo da lesao foi quantificado os niveis de dopamina no estriado por HPLC.
Resultados: Os niveis de dopamina estavam diminuidos no estriado, comprovando
a lesdo. Os valores basais da PAM e FC n&o foram diferentes entre os grupos.
Durante o tilt observamos aumento da PAM e da FC, atenuado nos grupos 6-OHDA
agua, prolopa e no controle prolopa. No basal, a variancia da presséo sistolica (PAS)
foi menor nos grupos 6-OHDA e sham prolopa, sem alteragbes para o intervalo de
pulso (IP) entre os grupos. Ja na analise do baroreflexo esponténeo basal, o grupo
6-OHDA apresentou um maior ganho quando comparado aos outros grupos. Na
analise espectral da variabilidade da PAS, do IP, e na analise baroreflexa durante o
tilt, ndo foram observadas diferengas entre os 6 grupos experimentais. Conclusdes:
Nossos dados sugerem que o tratamento com prolopa n&o interferiu nas variaveis
cardiovasculares ja alteradas pela lesdo, porém durante o tilt os animais 6-OHDA
agua e prolopa tiveram uma menor compensagao cardiovascular, sugerindo um
possivel comprometimento do sistema nervoso autdnomo no parkinsonismo induzido
por 6-OHDA.

Palavras-chave: Presséao arterial. Frequéncia cardiaca. Prolopa. Variabilidade. Tilt.



SILVA, Aline Santana. ARIZA, Deborah. CRESTANI, Carlos Cesar. MARTINS-
PINGE, Marli Cardoso. Cardiovascular and autonomic changes of rats with
Parkinsonism induced by 6-OHDA and treated with L-DOPA. 2012-2014. 51p.
Dissertation. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Objective: Evaluate the effects caused by anti-Parkinson drugs on cardiovascular
parameters in an animal model of Parkinsonism induced by 6-hydroxydopamine (6-
OHDA). Methods: Adult male Wistar rats were placed in the stereotaxic apparatus
for bilateral microinfusion of 6-OHDA or saline (sham group) in the substantia nigra.
The groups were treated by gavage with L-Dopa or water within 7 days after surgery.
On the 6™ day the rats were submitted to catheterization of the femoral artery for
cardiovascular recording in conscious animals. Mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) were evaluated at baseline and during head up tilt (HUT) protocol.
Spectral analysis of cardiovascular variability was performed using the V2.4
Cardioseries. For confirmation of the lesion were quantified dopamine levels in the
striatum by HPLC. Results: Dopamine levels in the striatum were decreased in 6-
OHDA rats. Baseline values of MAP and HR were not different between groups.
During HUT we observed an increase in MAP and HR, that were attenuated in 6-
OHDA and in Prolopa treated animals. At baseline, the variance of systolic arterial
pressure (SAP) was lower in 6-OHDA and sham Prolopa without changes in the
pulse interval (Pl) between groups. Baseline spontaneous baroreflex was increased
in 6-OHDA group compared with all groups. Conclusions: Our data suggest that
treatment with Prolopa did not interfere on cardiovascular variables at baseline.
However, during HUT, the 6-OHDA and Prolopa control animals had a lower
cardiovascular compensation, suggesting a possible impairment of the autonomic
nervous system in Parkinsonism induced by 6-OHDA .

Key words: Arterial pressure. Heart rate. Prolopa. Variability. Tilt.
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1 INTRODUCAO

A doencga de Parkinson (DP) é conhecida principalmente pelos seus
sinais e sintomas motores tais como fraqueza muscular, escassez de movimentos
voluntarios, rigidez, tremor e instabilidade postural. Esses sinais clinicos foram
primeiramente descritos em 1817 por James Parkinson em sua publicagdo: “Ensaio
sobre a paralisia agitante”, mas foi somente em 1920, que Jean-Martin Charcot
reconheceu o trabalho de James Parkinson na descricdo da paralisia agitante e em
sua homenagem chamou a doenga pelo nome de seu descobridor (Dauer e
Przedborski 2003, Burch e Sheerin, 2005).

A DP é caracterizada como uma doenga neurodegenerativa
progressiva em que ocorre a perda de neurbnios dopaminérgicos na Substancia
Negra por¢cao compacta (SNpc), localizada no mesencéfalo, associada a inclusdes
citoplasmaticas denominadas de corpos de Lewy, constituidos principalmente pela
proteina neural chamada a-sinucleina (Figura 1). Esses agregados protéicos
acumulam-se nos neurénios, onde ao ultrapassar um determinado limiar resultam na
neurotoxicidade com consequente morte neuronal e redugdao da aferéncia
dopaminérgica para o estriado (Hornykiewicz 1966, Orr, et al. 2002, Dauer e
Przedborski 2003, Teismann, et al. 2003, Przedborski 2005, Mattson, et al. 2008,
Peng, et al. 2009, Truong, et al. 2009).

Os corpos de Lewy sao inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas
arredondadas formadas por diferentes proteinas como: a-sinucleina, parkina,
ubiquitina e neurofilamentos (Togo, et al. 2001, Dauer e Przedborski 2003). A
deposicdo dessas proteinas pode ser toxica aos neurOnios, por causar danos
celulares, sequestrando outras proteinas importantes para a sobrevivéncia da célula
nervosa (Schulz e Falkenburger 2004, Mattson, et al. 2008).
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Figural— (A) Representagdo esquematica da via nigroestriatal normal (os
neurénios dopaminérgicos se localizam na SNpc e se projetam para o
estriado (nucleo caudado e putamem) e (B) via nigroestriatal de um
paciente com DP (a via nigroestriatal se degenera e ocorre a
despigmentacdo da SNpc com a perda de neurdnios dopaminérgicos. E
em (C) imuno-histoquimica dos corpusculos de Lewy (sinucleina e
ubiquitina) em neurdnios dopaminérgicos na SNpc. Adaptado de (Dauer
e Przedborski 2003).
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Os neurdnios afetados pela formagdo dos corpos de Lewy se
mantém funcionais por um tempo, porém morrem prematuramente, € os neurdnios
com axdnios longos sdo mais vulneraveis do que neurdnios de circuitos locais (Kidd
2000). A deposicao dos corpusculos de Lewy na DP ocorre previamente ao
aparecimento dos sinais e sintomas motores (Braak, et al. 2003).

Os sinais da DP aparecem quando a morte neuronal ultrapassa o
limiar critico que resulta na diminuicao de 70 a 80% de dopamina (DA) nos terminais
nervosos do estriado (Meissner, et al. 2004, Warraich, et al. 2009). A reducao da
atividade dopaminérgica no estriado e no lobo frontal na DP pode levar a falha na
memoéria de trabalho, dificultando o processo da memodria declarativa que requer
estratégias operacionais (Stebbins, et al. 1999). Essa doenga tem seu inicio

geralmente proximo dos 60 anos de idade e afeta ambos os géneros e diferentes
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ragas. Os casos que iniciam antes dos 40 anos sao chamados como parkinsonismo
de inicio precoce (Fearnley e Lees 1991, Horstink e Morrish 1999). A degeneracéao
nesses neurdnios é irreversivel e ocasiona a diminuigdo da produgao de DA, sendo
esse um neurotransmissor essencial no controle dos movimentos. Essa reducgao
dopaminérgica resulta em alteragdes funcionais nos nucleos da base, principalmente
0 caudado e putamen, que sado estruturas envolvidas também no controle dos
movimentos, provocando o aparecimento das principais manifestagdes da doenca
(Horstink e Morrish 1999, Berg, et al. 2001). A via dopaminérgica nigroestriatal
contém neurdnios dopaminérgicos, cujos corpos celulares se localizam na SNpc e
projetam seus axdnios para os nucleos da base, ou seja, corpo estriado (Przedborski
2005). A redugéao na densidade neuronal gera uma diminuigdo na projegao de fibras
dopaminérgicas que se projetam para o estriado dorsal causando redugao dos niveis
de DA e de seus metabdlitos: acido homovanilico (HVA) e 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) (Gerlach e Riederer 1996, Rubio-Osornio, et al. 2009).

Essa doenga afeta principalmente o sistema motor, porém sinais n&o
motores como disturbios do sistema nervoso autébnomo, alteracées do sono, de
memoria e depressao, também podem ocorrer (Buob, et al. 2010, Marrachelli, et al.
2010). Além desses sintomas, ha também os disturbios cardiovasculares como a
hipotensao ortostatica (HO), hipotensdo poés-prandial, arritmias cardiacas, livedo
reticularis (descoloragédo ciandtica que aparece como resultado de uma resposta
fisioloégica provocado pela deplegdo das reservas de catecolaminas em terminais de
nervos periféricos) e edema de membros posi¢cao dependente (Nicaretta, et al. 1998,
Ziemssen e Reichmann 2010). Estes sinais n&do motores podem estar relacionados
ao envolvimento do Sistema Nervoso Central, bem como das vias pos-ganglionares
periféricas do Sistema Nervoso Autébnomo (Goldstein, et al. 2002, Jost 2003,
Adhiyaman, et al. 2008).

A literatura tem mostrado controvérsias sobre o envolvimento do
sistema nervoso simpatico nas disfuncdes autondmicas na DP. Ja em 1817, James
Parkinson em sua monografia “Ensaio sobre a paralisia agitante” descreveu sobre a
possivel concomitdncia de fendmenos de alteragcdo autondbmica associados a
doenca de Parkinson (Nicaretta, et al. 1998, Ziemssen e Reichmann 2010). Ainda ha
muitas especulagdes quanto a fisiopatologia desses sinais ndo motores como a HO,

assim como a gravidade do comprometimento hemodindmico, que pode estar
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envolvida a um disturbio central com repercussao ao nivel bulbar (Gross, et al. 1972,
Rajput e Rozdilsky 1976, Singer, et al. 1992, Nicaretta, et al. 1998).

Na DP a neuropatologia ocorre inicialmente em estruturas
periféricas, e ao longo da doenga atinge as vias autondmicas para um posterior
acometimento do sistema nervoso central. Dessa forma estudos relacionados as
vias autondémicas sao importantes, pois o sistema nervoso autbnomo representa a
porcd0 mais constante e rapidamente acometida do sistema nervoso,
proporcionando assim uma base patoldgica do inicio da disfungédo pré-motora
(Braak, et al. 2007, Marrachelli, et al. 2010, Jain 2011).

A DP evolui em seis estagios neuropatolédgicos (Braak, et al. 2003),
envolvendo diferentes neurotransmissores como a dopamina, acetilcolina,
serotonina, noradrenalina, entre outros e desencadeia multiplas manifestacbes
clinicas, como por exemplo as autondmicas. E importante salientar que o
reconhecimento dos sintomas que antecedem ao quadro motor classico (estagio
inicial ou pré-motor) podera auxiliar no diagndstico precoce da DP, em razdo de que
0s sinais motores parkinsonianos aparecem somente quando a morte neuronal
excedeu um limiar critico em que ja houve perda de até 80% de DA nos terminais
nervosos do estriado (Meissner, et al. 2004).

De acordo com Buob e colaboradores (2010) estudos de imagens
revelam que ha perda de nervos simpaticos cardiacos, nos estagios iniciais da DP,
mesmo antes do aparecimento dos sinais clinicos de disfungdo autondémica. Os
resultados mostram que ha uma relevante disfungao simpatica, relacionados a
determinacdo direta de catecolaminas. Isso ocorre possivelmente porque a
desnervacao simpatica seria incompleta e as fibras restantes seriam suficientes para
a manutencao do controle autonémico.

Em contrapartida, a depressdo de diversos parametros da
variabilidade da frequéncia cardiaca resiste a uma alteragdo significativa da
atividade parassimpatica quando ha falha autonémica subclinica, isso em uma fase
precoce da DP (Buob, et al. 2010). Contudo, (Oka, et al. 2011) descreveram que ha
disfungcdo cardiaca na fase inicial da DP, mesmo sem HO, sendo esse sintoma
decorrente da alteracdo vasomotora simpatica, e ndo parassimpatica.

A causa da DP ainda permanece desconhecida, e seu tratamento se
mantém sintomatico, mas acredita-se que esta relacionada a diversos fatores

etiopatogénicos, como as alteragbes genéticas, neurotoxinas ambientais,
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excitotoxicidade, anormalidades mitocondriais, neuroinflamagao e estresse oxidativo
(Lev, et al. 2003, Przedborski 2005).

O cérebro representa o 6rgao mais sensivel ao estresse oxidativo,
isso devido a algumas caracteristicas especificas, tais como: alto consumo de
oxigénio (20% de todo organismo); altos niveis de ferro e ascorbato (forma ionizada
do acido ascorbico), sendo ambos cruciais para peroxidacéao lipidica da membrana;
niveis baixos de agentes antioxidantes; tendéncia a acumular metais; capacidade da
microglia (macréfagos do SNC) de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) sob
ativacdo e secretar citocinas inflamatdrias; altas concentracbes de
neurotransmissores auto-oxidaveis, tais como dopamina e noradrenalina, que
reagem com Oy produzindo ROS; presenga de aminoacidos excitotoxicos
(glutamato); presenga de enzimas como a monoamina oxidase (MAO) e tirosina, que
produzem H,0O, como produtos finais de suas atividades; alto trafego de Ca*? através
da membrana neuronal, seguindo interferéncia com transporte de ions, pela ruptura
de metabolismo energético (Gaeta e Hider 2005, Smith, et al. 2007).

A neuromelanina da SN acumula uma alta quantidade de ferro que
pode se deslocar progressivamente para o citosol durante a patogénese da DP, e
dessa forma levar ao aumento de ROS, tornando os neurbénios dopaminérgicos
nigrais suscetiveis ao estresse oxidativo. Achados histologicos demonstraram que
neurbnios mais pigmentados sdo os primeiros a degenerarem na DP. O ferro
contribui para o estresse oxidativo, como também induz a agregacdo de a-
sinucleina, resultando na formacdo de corpos de Lewy. Um quelante de ferro
demonstrou-se efetivo como neuroprotetor em um modelo de degeneragado nigral
induzido por inibidor de proteossomo, resultando numa menor perda de neurdnios
dopaminérgicos e reduzindo a presenga de a-sinucleina em corpos de Lewy, e
confirmando a influéncia do ferro nas alteragbes neuropatoldgicas da DP (Fasano, et
al. 2003, Cole, et al. 2005, Zhang, et al. 2005).

Os tratamentos existentes para DP nao interferem na progresséo da
doenca. Contudo, o controle dos sintomas pode ocorrer pela administracdo de
diferentes drogas que podem tanto aumentar os niveis de DA no encéfalo ou
mimetizarem os mecanismos desse neurotransmissor (Dunnet e Bjorklund 1999,
Kitamura, et al. 2002, Samii, et al. 2004, Singh, et al. 2007, Warraich et al. 2009). As
drogas que sao utilizadas para o tratamento da DP sao principalmente as que

substituem a DA como: inibidores da dopa descarboxilase de acao periférica,
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inibidores da catecol-o-metiltransferase (COMT), agonistas dos receptores de DA,
inibidores da MAO-B, drogas que liberam dopamina, amantadina e antagonistas de
receptores colinérgicos, sendo esses tratamentos destinados a equilibrar a alteragao
neuroquimica provocada principalmente pela degeneragcdo da via nigroestriatal
dopaminérgica, além de somente minimizar os sintomas da doenga (Poewe e
Wenning 1996, Kitamura, et al. 2002, Warraich, et al. 2009).

A administragdo do L-DOPA tem como objetivo a reposi¢cao dos
niveis de DA, que estdo comprometidos devido ao grau de neurodegeneragao
(Sarre, et al. 1998, Kostrzewa, et al. 2005) e continua a ser o tratamento mais eficaz
para sinais motores da DP (Fahn 2008, Olanow 2008). O mecanismo de agao da L-
Dopa baseia-se na capacidade dela ser convertida em dopamina no cérebro e dessa
forma corrigir o estado de deficiéncia de DA presente nos pacientes com
parkinsonismo (Poewe e Wenning 1998). Ela é rapidamente absorvida no duodeno e
jejuno proximal e apresenta uma meia vida plasmatica de 50 a 120 minutos.
Perifericamente essa droga é descarboxilada pela dopa descarboxilase (convertida
em dopamina) e pela catecol-O-metil-transferase (COMT), e convertida em 3-O-
metil-dopa. A formula da L-Dopa vém associada aos inibidores da dopa
descarboxilase periférica para ndao permitir a conversdo em dopamina na corrente
sanguinea. A levodopa disponivel comercialmente é associada a benserazida
(Prolopa) e a carbidopa (Sinemet). Ha formulagbes que permitem uma liberagao
gradual da droga no tubo digestivo, com uma duragéo maior do seu efeito (Prolopa
HBS e Cronomet) (Ferraz 1999).

Os pacientes normalmente iniciam o tratamento da DP com agonista
dos receptores da DA, porém em alguns anos, se fara necessario a administragcéo
do precursor dopaminérgico 3,4-dihidroxifenilalanina (levodopa), sendo esse
tratamento realizado desde a década de 60. Essa droga é efetiva no tratamento da
bradicinesia e rigidez muscular, porém, ndo € eficiente no tratamento do tremor de
repouso (Ehringer e Hornykiewicz 1960, Rajput 2001, Deleu, et al. 2002, Schapira, et
al. 2006).

O tratamento com o prolopa se inicia com doses pequenas, com O
intuito de diminuir os possiveis efeitos colaterais, e com a progressdo da doenga
essas doses sdo aumentadas e o uso crénico da droga, acarreta no
desenvolvimento de complicacdes motoras que séo resistentes a terapia, como

movimentos involuntarios incapacitantes, ou seja, aumento na instabilidade de
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movimentos (Ehringer e Hornykiewicz 1960, Rajput 2001, Deleu, et al. 2002,
Schapira, et al. 2006). Outra consequéncia decorrente da administracdo da L-DOPA
sdo flutuagbes motoras, em que a hipocinesia e a rigidez muscular pioram
repentinamente de poucos minutos a horas e em seguida voltam a melhorar (Nutt
2003, Lundblad, et al. 2004, Brotchie, et al. 2005, Cenci e Lundblad 2006, Jenner
2008, Obeso, et al. 2008).

Mesmo que a etiologia da discinesia induzida por L- DOPA continue
incerta, sintomas semelhantes sdo reproduzidos em roedores e primatas que
sofreram lesdes neurotoxicas da via dopaminérgica nigroestriatal, e que foram
submetidos ao tratamento crénico com L-DOPA (Henry, et al. 1998, Cenci, et al.
1998, Mura, et al. 2002, Carta, et al. 2006). Ha estudos com diferentes abordagens
para o tratamento da DP, tais como glutamato, 5-hidroxitriptamina (5-HT),
canabindides, adenosina, agonistas adrenérgicos, histaminérgicos e opidides
(Chase, et al. 2000, Silverdale, et al. 2003, Brotchie 2005, Jenner 2008).

Na DP, os transportadores de noradrenalina e serotonina estédo
diretamente envolvidos na depuracdo da dopamina nos terminais sinapticos, isso
devido a degeneracdo dopaminérgica que ocorre nessa doenca. O aumento
extracelular de dopamina originado pela L-Dopa pode interferir nos niveis
plasmaticos e em consequéncia na recaptacdo de noradrenalina sinaptica, e, dessa
forma alterar a contratilidade cardiaca. Dados recentes da literatura evidenciam que
a L-Dopa promove efeitos hipotensores causados primariamente por mecanismo
inotropico negativo, e ndo por um mecanismo vasodilatador periférico (Noack, et al.
2014). No entanto, se esse efeito € iniciado perifericamente ao nivel cardiaco ou por
um efeito mediado por vias simpaticas inibitorias de origem central, ainda precisa ser
esclarecido.

O estresse gravitacional ou mudanca postural representa uma
variavel importante capaz de afetar a homeostase circulatoria, responsavel pela
redistribuicdo sanguinea através da ortostase, sendo que a oposig¢ao hidrostatica ao
retorno venoso, a perda de fluido para o terceiro espaco, a redugcao do retorno
venoso e a diminuicdo do débito cardiaco, s&o alteracbes hemodinamicas
secundarias ao efeito gravitacional que agem como estimulos multiplos, resultando
numa variedade de efeitos compensatérios (Schutzman, et al. 1994, Gabbett, et al.
2001).
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O teste de inclinagao (Tl) ou teste tilt em humanos é muito utilizado
para o diagnostico de sincope, pré-sincopes, tonturas, palpitagdes relacionadas ao
ortostatismo e disautonomias. No Tl o paciente deve permanecer deitado
previamente a inclinacdo por, pelo menos, dez minutos. Na mesa do exame ha
suporte para os pés e cintos de seguranca e € inclinavel até 60 ou 70 graus. Esse
método dura em torno de 20 a 40 minutos em que ocorre passagem da posicao
supina para posic¢ao inclinada de 60° a 70°, dependendo do protocolo do exame.
Durante o exame, o paciente € monitorado pelo eletrocardiograma e medidas da PA
(Wolf, et al. 2006).

O teste de hipotensao postural (tilt) em humanos induz a redugao no
volume sanguineo central e no débito cardiaco, levando a inibicdo das vias
baroreflexas arteriais e cardiopulmonares, permitindo dessa forma a manutencéo da
PA durante o estresse ortostatico (Bahjaoui, et al. 2000, Ramirez, et al. 2007). Na
DP ha relatos de disturbios cardiovasculares como a HO (Nicaretta, et al. 1998,
Ziemssen e Reichmann 2010), que ndo se sabe se ocorre pela doenga ou pelo
tratamento. Dessa forma, torna-se relevante estudar os efeitos cardiovasculares
durante o tilt em modelos animais de parkinsonismo e avaliar se o tratamento ou a
doenca sao responsaveis por essas alteragdes.

Diferentes modelos que resultam na morte neuronal na SN sao
utilizados para o estudo da DP, como por exemplo o MPTP (1-metil-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahidropiridina), a 6-OHDA (6-hydroxydopamine) e o LPS (Lipopolisacarideo). A
neurotoxina escolhida como ferramenta de estudo para esse trabalho foi a 6-OHDA
gue € uma toxina que induz a morte de neurdnios dopaminérgicos na DP, sendo a
maior perda de neurdnios dopaminérgicos visualizada na regido ventral do
mesencéfalo (Luthman, et al. 1989, Dauer, et al. 2003). Essa neurotoxina apresenta
estrutura semelhante a DA e a norepinefrina, além de possuir uma alta afinidade
pelos transportadores da membrana plasmatica destas catecolaminas (Breese e
Traylor 1971, Meredith, et al. 2008). A quantidade de perda de neurbnios
dopaminérgicos e seus terminais estriatais nesses modelos estéo relacionados tanto
pela localizagao, quanto pela dose da toxina, assim como o tempo de duracédo da
les&o (Dauer e Przedborski 2003, Meredith, et al. 2008).

A 6-OHDA nao atravessa a barreira hematoencefalica, e para utiliza-
la como modelo de parkinsonismo € necessario que essa neurotoxina seja

administrada diretamente no local por meio de cirurgia estereotaxica, seja na SNpc
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ou no feixe prosencefalico medial, responsavel por levar projecbes ascendentes
dopaminérgicas e serotoninérgicas ao encéfalo ou ao estriado, que é a via
dopaminérgica nigroestriatal. Apds a administracdo os neurénios dopaminérgicos se
degeneram em 24 horas. Essa toxina também pode ser injetada diretamente no
estriado, sendo que a 6-OHDA resulta na degeneracdo mais retrégrada de
neurdnios nigroestriatais que demoram em torno de trés semanas. A administragao
da 6-OHDA néo leva a formacéo de corpusculos de Lewy (Dauer, et al. 2003).

A injecdo da 6-OHDA resulta numa lesao diferente da lesdo na DP,
sendo que seu mecanismo ainda nao € compreendido. A 6-OHDA pode induzir lesao
em qualquer tecido cerebral que apresente neurdnios catecolaminérgicos, sendo
que a morte desses neurdnios pode ocorrer por trés mecanismos como: a geragao
de ROS por auto-oxidagao intra ou extracelular; pela acdo da MAO produzindo
peréxido de hidrogénio (H20;) ou pela inativagdo da cadeia respiratéria mitocondrial
(Blum, et al. 2001, Dauer e Przedborski 2003).

A DP tem sido associada a eventos de alteragdes cardiovasculares,
porém nao esta ainda esclarecido se esses efeitos como a HO sao resultantes da
doencga ou do seu tratamento. Dessa forma, este estudo tem como objetivo avaliar
possiveis correlagdes cardiovasculares com a DP, ou seu tratamento, no modelo

animal de lesao com 6-OHDA.



20
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar os parametros cardiovasculares e autondmicos em um
modelo animal de parkinsonismo induzido por 6- OHDA apés o tratamento com L-

Dopa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Verificar parametros cardiovasculares basais em todos os grupos

experimentais;

Verificar aspectos autondmicos basais em todos os grupos

experimentais;

Estudar as variagbes hemodinamicas apds o tratamento com L-
Dopa e avaliar a influéncia desse tratamento no sistema cardiovascular dos animais
nao lesados;

- Avaliar os efeitos cardiovasculares e autondmicos decorrentes de

um protocolo de estresse ortostatico em todos os grupos experimentais.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos causados por medicamentos antiparkinsonianos sobre
parametros cardiovasculares no modelo animal de parkinsonismo induzido por 6-
OHDA. Métodos: Ratos Wistar adultos pesando entre 280-320g, foram colocados
no aparelho estereotaxico para microinfusdo bilateral de 6-OHDA na substancia
negra. O grupo sham foi submetido ao mesmo procedimento, sendo infundido
somente salina. Foram tratados por gavagem com L-Dopa ou agua no periodo de 7
dias. Um dia apds o cateterismo da artéria femoral foi realizado o registro basal nos
animais acordados. Em seguida foram submetidos ao “tilt teste”. Foram avaliadas a
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A analise espectral da
variabilidade cardiovascular, foi realizada utilizando-se o Cardioseries V2.4. Para
confirmacéao da lesao foi quantificado os niveis de dopamina no estriado por HPLC.
Resultados: Os niveis de dopamina estavam diminuidos no estriado, comprovando
a lesédo. Os valores basais da PAM e FC nao foram diferentes entre os grupos.
Durante o tilt observamos aumento da PAM e da FC, atenuado nos grupos 6-OHDA
agua, prolopa e no controle prolopa. No basal, a variancia da pressao sistolica (PAS)
foi menor nos grupos 6-OHDA e sham prolopa, sem alteragbes para o intervalo de
pulso (IP) entre os grupos. Ja na analise do baroreflexo espontaneo basal, o grupo
6-OHDA apresentou um maior ganho quando comparado aos outros grupos. Na
analise espectral da variabilidade da PAS, do IP, e na analise baroreflexa durante o
tilt, ndo foram observadas diferengas entre os 6 grupos experimentais. Conclusdes:
Nossos dados sugerem que o tratamento com prolopa néo interferiu nas variaveis
cardiovasculares ja alteradas pela lesdo, porém durante o tilt os animais 6-OHDA
agua e prolopa tiveram uma menor compensagao cardiovascular, sugerindo um
possivel comprometimento do sistema nervoso autdnomo no parkinsonismo induzido
por 6-OHDA.

Palavras-chave: Presséo arterial. Frequéncia cardiaca. Prolopa. Variabilidade. Tilt.
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INTRODUCAO

Clinicamente, a doenga de parkinson (DP) é caracterizada
principalmente por sinais e sintomas motores tais como bradicinesia, rigidez, tremor
e instabilidade postural. E uma doenga neurodegenerativa progressiva em que ha a
perda irreversivel de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra porgao
compacta (SNpc) localizada no mesencéfalo. Essa degeneragdo acarreta em
alteragdes funcionais nos nucleos da base (caudado e putdmen), que estédo
envolvidos no controle dos movimentos, levando ao aparecimento dos principais
sintomas dessa doencga (Horstink e Morrish 1999, Paulson e Stern 2004).

Na DP o sistema motor € o mais visivelmente acometido, porém ha
sinais ndo motores como disturbios do sistema nervoso autbnomo, e entre eles os
disturbios cardiovasculares como a hipotensao ortostatica (HO) (Birkmayer e
Riederer 1985, Calne 2001). Esses sinais podem estar relacionados ao envolvimento
do sistema nervoso central bem como das vias pds-ganglionares periféricas do
sistema nervoso autdénomo (Jost 1999, Goldstein, et al. 2002, Jost 2003, Adhiyaman,
Hobson, e Meara 2008). A interferéncia dos tratamentos da DP resultando nas
disautonomias, ainda é um fator muito discutido. Os farmacos utilizados no
tratamento da DP, entre elas o prolopa podem ocasionar disturbios cardiovasculares
como a HO (Korczyn 1990, Nicaretta, Pereira e Pimentel 1998). Dessa forma,
acredita-se que o envolvimento do Sistema Nervoso Autbnomo na DP possa
decorrer da propria doenga, da medicagao em uso ou de uma combinagcao destes
fatores (Stoessl 1992, Nicaretta, Pereira e Pimentel 1998).

A administragcdo do L-DOPA tem como objetivo a reposi¢cao dos
niveis de DA, que estdo comprometidos devido ao grau de neurodegeneragao
(Sarre, et al. 1998, Kostrzewa, et al. 2005). A L-DOPA ainda continua a ser o
tratamento mais eficaz para a DP (Fahn 2008, Olanow 2008), sendo a droga mais
eficiente utilizada para o controle dos sinais motores, porém esse mesmo farmaco
causa varias complicagdes motoras, principalmente as discinesias.

Ainda ndo ha um modelo experimental que represente todas as
manifestagbes da DP. O modelo adotado para este estudo foi a 6-OHDA (6-
hydroxydopamine) que €& um modelo classico de parkinsonismo. A maior
degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos € observada na regido ventral do

mesencéfalo (Luthman, et al. 1989, Dauer, et al. 2003, Schulz e Falkenburger 2004).
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A mudanca postural em condigdes normais ou induzidas como no
“head up tilt"” resulta no deslocamento do sangue para os membros inferiores
diminuindo o fluxo sanguineo para a cabeca. Essa condicdo demanda ajustes
compensatérios que se nao ocorrerem prontamente podem levar a queda da
pressao arterial, podendo ocasionar sintomas como a intolerancia ortostatica, e até a
perda subita da consciéncia (Streeten e Scullard 1996). A modulacao pelo sistema
nervoso autbnomo garante um adequado deébito cardiaco, que acarrete em
respostas as oscilagdes do volume sanguineo impostas pela postura ortostatica. Em
situacdes que induzam disfuncdo autondmica, como no parkinsonismo, pode levar a
hipotensao ortostatica, e interferir na homeostase circulatéria (Smith e Fasler 1983,
Wing e Tonkin 1997).

Considerando todos os aspectos mencionados, o objetivo deste
estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com L-DOPA associada a benserazida
(Prolopa) nos parametros cardiovasculares e autonémicos basais, bem como
durante um protocolo de “head up tilt”, em ratos com parkinsonismo induzido por 6-
OHDA.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

Foram utilizados, ratos Wistar adultos provenientes do biotério
central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), pesando entre 280-320 gramas
no inicio do experimento. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
(45X25X25 cm), em sala com temperatura controlada (22 + 2°C) num ciclo
claro/escuro de 12/12 horas com comida e agua a vontade.

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UEL (processo numero: 1288.2012.55) e todos os
cuidados foram tomados no intuito de minimizar o numero de animais utilizados ao
longo dos experimentos sem, no entanto, comprometer a analise estatistica dos

resultados.
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Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais: (1) controle
tratado com agua (n=7); (2) controle tratado com prolopa (n=7); (3) sham agua (n=8);
(4) sham prolopa (n=8); (5) 6-OHDA agua (n=6) e (6) 6-OHDA prolopa (n=8). Os
grupos controles ndo foram submetidos a nenhum procedimento cirdrgico. Enquanto
que os grupos sham e 6-OHDA foram submetidos a mesma cirurgia, sendo que o
primeiro recebeu somente salina estéril e o grupo 6-OHDA recebeu a infusdo da
toxina. Todos os grupos foram tratados por gavagem com agua ou L-Dopa
associada a benserazida (prolopa), que foi escolhida por incluir o inibidor da dopa
descarboxilase periférica impedindo a conversdao em dopamina na corrente

sanguinea.

Cirurgia Estereotaxica

Previamente a cirurgia, os ratos foram anestesiados com uma
mistura de cloridrato de cetamina (100mg/kg) mais cloridrato de xylasina (20mg/kg,
i.p.). Os animais dos grupos sham e 6-OHDA foram colocados em um aparelho
estereotaxico (David Kopf, modelo 957L). Em seguida foram feitas perfuragbes nos
cranios dos animais com uma broca de baixa rotagcao, permitindo a microinfusdo da
salina ou da neurotoxina diretamente na SNpc, utilizando as seguintes coordenadas
estereotaxicas determinadas a partir do bregma: - 5,0 mm do bregma; latero-lateral
(LL) £ 2,1 mm da linha média; dorsoventral (DV), - 8,0 mm do cranio segundo
(Paxinos e Watson 1998).

O grupo sham recebeu a microinfusdo bilateral de 1pl de salina
estéril, enquanto que o grupo 6-OHDA foi microinfundido com a neurotoxina 6-OHDA
na dose: 6mg/mL; Sigma Chemical Co., EUA, dissolvido em salina estéril
complementada com acido ascoérbico, ambos na substancia negra (SN). A
microinfusdo de 1ul da toxina foi realizada com o auxilio de uma agulha (30 gauge)
conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma micro-seringa de 10 pl
(Hamilton, EUA) que, por sua vez, foi encaixada em uma bomba de infusdo (Havard
Apparatus, EUA). Seguida a infusdo da toxina (3 minutos), a agulha permanece no
local por mais 2 minutos para evitar o refluxo da substancia. A seguir, o escalpo foi
suturado e os animais retirados do estereotaxico. Todos os animais receberam no

final da cirurgia uma dose profilatica de 0,1 mL de antibiético veterinario. Foram
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colocados em gaiolas individuais com ambiente aquecido para recuperagao da
anestesia e posteriormente encaminhado a sala de manutengao dos animais.

Para esse experimento padronizou-se o tempo de 7 dias, sendo que
o0 modelo e o tempo apds a lesdo foram selecionados a partir da bibliografia ja

existente (Ariza, et al. 2010).

Tratamento com 3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa)

Com intuito de avaliar a influéncia no sistema cardiovascular e
possiveis efeitos colaterais causados por medicamentos antiparkinsonianos, os
grupos sham e 6-OHDA foram tratados por gavagem com levodopa (L-Dopa)
associada a benserazida (Prolopa HBS) 100mg/kg ou agua no periodo de 7 dias
(Padovan-Neto, et al. 2009). O tratamento foi iniciado no dia da cirurgia

estereotaxica.

Canulacdo da Artéria Femoral

ApoOs 7 dias da cirurgia estereotaxica, os animais foram submetidos
a nova cirurgia sob anestesia de cloridrato de cetamina (100mg/kg) mais cloridrato
de xylasina (20mg/kg, i.p.), para canulacao cronica da artéria femoral, com o objetivo
de registro da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). Apos 24 horas da
canulagdo, os animais foram submetidos ao registro basal da presséo arterial,

seguido do protocolo experimental.

Registro da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

O registro direto da PA e FC realizou-se através da canula arterial
previamente implantada na artéria femoral e de acordo com trabalhos prévios do
laboratério (Martins-Pinge, et al. 2005, 2007, Mehanna, et al. 2007, De Abreu, et al.
2009). O registro foi feito com os animais acordados e com livre movimentagao. A
canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao (Powerlab modelo
MLTO0380) e conectado a um sistema de registro computadorizado
(Powerlab/ADInstruments). Durante o periodo de registro os animais foram mantidos

dentro de caixas individuais em ambiente silencioso.
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Andlise Espectral da Variabilidade da PA e da FC

Durante o registro basal de 30 minutos de gravagdes da FC os ratos
foram submetidos a analise espectral da Variabilidade no dominio da frequéncia. As
gravagdes foram processadas utilizando-se software (CardioSeries v2.4), que se
aplica um algoritmo para detectar a inflexdo dos pontos ciclo-a-ciclo de uma onda
periddica, determinando os valores de cada batimento da pressao arterial sistélica
(PAS) e diastolica (PAD).

Os intervalos de pulso (IP) de séries temporais foram também
gerados para medir o intervalo de tempo entre as leituras adjacentes da pressao
diastdlica. A variabilidade global dos IP foi avaliada com base na variancia das séries
temporais. A variabilidade dos IP no dominio da frequéncia foi avaliada pela analise
espectral. A variabilidade da frequéncia cardiaca € decomposta em componentes
oscilatérios fundamentais (High Frequency - HF, com variagéo de 0,15 a 0,4Hz, que
corresponde a modulagao parassimpatica; Low Frequency - LF, com variagao entre
0,04 e 0,15Hz, que € decorrente da agao conjunta dos componentes vagal e
simpatico sobre o coragdo, com predominancia do simpatico. A relagao LF/HF reflete
as alteragdes absolutas e relativas entre os componentes simpatico e
parassimpatico do SNA, caracterizando o balango simpato-vagal sobre o coragao
(Rubini, et al. 1993).

Andlise da sensibilidade baroreflexa

A sensibilidade baroreflexa (SBR) foi avaliada por meio do Método
da Sequéncia, utilizando-se o programa computacional CardioSeries v2.4
(http://www.danielpenteado.com). Séries temporais batimento-a-batimento com
valores de IP e PAS foram utilizadas para analise da SBR. As séries temporais
foram analisadas em busca de sequéncias de quatro ou mais batimentos nos quais
aumentos progressivos da PAS foram acompanhados por aumentos progressivos do
IP, ou redugdes progressivas da PAS foram acompanhadas por redugdes
progressivas do IP. Para deteccao das alteragdes da PAS e do IP foram utilizados os
limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apds detecgdo de uma rampa de PAS
(sequéncia de quatro ou mais batimentos nos quais aumentos ou redugdes
progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo, de aumentos ou redugdes do
IP), o programa computacional buscava por alteragées no IP sem qualquer intervalo,

ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia baroreflexa sé foi utilizada quando
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o coeficiente de correlagao (r) entre os valores de PAS e IP foi maior ou igual a 0,8.
A SBR foi determinada a partir da média da inclinagdo da reta da regressao linear
entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia baroreflexa encontrada (Oosting, et
al. 1997).

Teste de Hipotensao Postural (“head up tilt”)

Os animais foram submetidos ao “head up tilt” de acordo com
Bedette et al. (2008). Ratos dos 6 grupos experimentais foram estimulados a entrar
em um compartimento cilindrico de aproximadamente 30 cm, descrito como
contensor, para o registro da PA e FC por aproximadamente 10 minutos. O teste de
hipotensao postural foi conduzido através da elevacido da plataforma de “tilt”, pelo
lado onde esta posicionada a cabega do animal de uma posicéo horizontal para uma
inclinacdo de 75°, em aproximadamente 1 segundo. Os ratos, conectados ao
sistema de registro cardiovascular, foram mantidos nessa posi¢ao por 15 minutos.
Apoés esse periodo, os animais retornam a posi¢cado horizontal (em 1 segundo) e
permaneceram por mais outro periodo de 15 minutos, até a estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares (periodo de recuperagao).

Determinagdo dos Niveis de Monoaminas por HPLC-ED do
Estriado

Para o controle da lesdo na SNpc com as toxinas avaliou-se os
niveis de dopamina no estriado. Para esta mensuracéao, ao final dos experimentos,
os estriados dos cérebros dos animais foram extraidos, pesados e armazenados em
freezer -80°C até a realizagdo da analise por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performace) com detecgéao eletroquimica.

As amostras foram suspendidas com acido perclérico 0,1M com
0,02% de metabissulfito de sédio como antioxidante, em concentragdo de 15 uL/mg
de material cerebral. Esta amostra foi fragmentada com caneta sonicadora e
centrifugada a 10.000 G por 40 minutos. O sobrenadante (20 uL) foi injetado em
uma estacao de HPLC. As areas de pico foram comparadas as areas dos padroes
externos (SIGMA) para identificagcdo das monoaminas e metabolitos. Os resultados

foram expressos como ng/g de peso umido do tecido.
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Analise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism. Os resultados
foram expressos como média + o erro padrdo da média (SEM). As diferengas entre
0s grupos experimentais e controle foram analisados por andlise de variancia
ANOVA para comparagdes multiplas, seguido de pds test Tukey-Kramer, com p<

0,05 para indicar diferencgas significativas entre os grupos experimentais.

RESULTADOS

Andlise da dopamina no estriado

A analise do nivel de dopamina (Figura 1) no estriado indicou que os
niveis de dopamina nos grupos 6-OHDA (tratados com agua: 1,99+0,68ng/mg; 6-
OHDA prolopa: 1,10+0,32ng/mg) mostrou uma redugdo quando comparado aos
grupos sham (sham agua: 4,7910,49ng/mg; sham prolopa: 3,92+0,58ng/mg) e aos
grupos controle (controle agua: 5,52+ 0,66ng/mg; controle prolopa: 6,34+
0,31ng/mg). Estes resultados indicam que houve uma perda maior que 50% de DA,

confirmando a lesao que nao é recuperada pelo tratado com prolopa.

Parametros cardiovasculares basais

A analise dos efeitos do tratamento por gavagem com prolopa ou
agua durante 7 dias e ap6és infusao bilateral de veiculo ou 6-OHDA intranigral sobre
a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos acordados
(Tabela 1), mostrou que n&o houve diferengca na PAM e FC basal entre os 6 grupos

experimentais.

Analise da variabilidade

Na analise espectral da variabilidade da presséo arterial sistdlica
(PAS) basal mostrou que a variancia foi menor nos grupos 6-OHDA e sham prolopa
(Figura 2). Em relagao ao intervalo de pulso (IP) ndo foram observadas diferencgas

entre os grupos (Figura 3).

Analise do baroreflexo espontaneo basal
Na analise do baroreflexo espontdneo observamos que em relagéo a

efetividade ndao houve diferencga significante entre os grupos. Em relagdo ao ganho
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baroreflexo, houve diferengca entre os grupos controle agua (0,9+0,2) e 6-OHDA
agua (2,4+0,6) enquanto que os grupos controle prolopa (1,5%0,2), sham agua
(1,6+0,2) sham prolopa (1,310,1) e 6-OHDA tratados com prolopa (1,6+0,2) nao

diferiram entre si (Figura 4).

Parametros cardiovasculares durante o tilt test

Os valores de PAM e FC antes do tilt (periodo final do contensor)
nao foram diferentes entre os grupos controle, sham e 6-OHDA tratados com agua
ou prolopa (controle agua: PAM: 111+1,5mmHg; FC: 398+24,2bpm; e prolopa:
PAM:111+1,8mmHg; FC:377+15,4bpm; sham &agua: PAM:117+3,8mmHg; FC:
416+15,3bpm; prolopa: PAM:110+3,3mmHg; FC: 384+25,2bpm; 6-OHDA agua:
PAM:111+2,9mmHg; FC: 396+20,9bpm; 6-OHDA prolopa: PAM:107+2,7mmHg; FC:
416+15,5 bpm).

Todos os animais responderam durante o tilt com aumento da PAM
e da FC. Os valores de variacdo da PAM e FC foram considerados através da
diferenca nessas variaveis no periodo do tilt (pico) comparado ao final do contensor,
sendo que durante o tilt test, 0 aumento da PAM foi atenuado nos grupos controle
tratado com prolopa, 6-OHDA agua e prolopa, e o aumento da FC foi atenuado nos

grupos sham e 6-OHDA prolopa, conforme observados na Figura 5.

Andlise da variabilidade durante o tilt test

Na analise espectral da variabilidade da presséo arterial sistdlica
(PAS) durante o tilt ndo observamos diferenca significante entre os 6 grupos
experimentais (Figura 6). Em relacdo bao intervalo de pulso (IP) também n&o houve
diferencga significante entre os grupos quanto aos componentes LF, HF e na relagéo
LF/HF (Figura 7).

Analise do baroreflexo espontaneo durante o tilt test

Na analise do baroreflexo espontaneo durante o tilt em relagdo a
efetividade nao foram observadas diferencas entre os grupos. Em relagdo ao ganho
baroreflexo, também ndo houve diferengca entre os grupos controles, sham ou 6-

OHDA tratados com agua ou prolopa durante o tilt test (Figura 8).
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DISCUSSAO

Nossos dados sugerem que o modelo de parkinsonismo por 6-
OHDA apresenta alteracbes cardiovasculares e o tratamento com prolopa nao
interferiu nas variaveis cardiovasculares ja alteradas pela lesdo. No presente
trabalho foi utilizado a injecao bilateral na SNpc, sendo esse modelo suficiente para
produzir a perda de cerca de 70% de deplecdo de dopamina do estriado no decorrer
de alguns dias. Este € o tamanho da lesdo estimada para estudos de leséo parcial
que tentam imitar a DP em que ha o aparecimento dos sinais motores (Duty e
Jenner 2011). Dessa forma, o modelo de parkinsonismo utilizado nesse estudo teve
como objetivo causar uma deficiéncia de dopamina no estriado e assim correlacionar
a interferéncia do tratamento com prolopa nos parametros cardiovasculares.

A administracdo da L-DOPA ou prolopa foi feita durante 7 dias apos
a cirurgia esterotaxica, com a finalidade de reposi¢cao dos niveis de DA, devido ao
grau de neurodegeneragdo causado pela lesdo por 6-OHDA. Porém, ainda ha
controvérsias na literatura quanto ao efeito desse tratamento, e ndo se tem certeza
se essa droga pode aumentar ou impedir a perda de DA. Ainda ha discussdes
quanto ao real papel desse precursor da DA, pois néo se sabe ao certo a resposta
dessa droga em condig¢des ideais, muito menos em uma situacéo de lesao tecidual,
em que ha a presenca de radicais livres, além de citocinas pré-inflamatérias que
tornam o ambiente indspito para a sobrevivéncia dos neurénios.

Ha estudos sobre o L-DOPA como sendo somente uma substancia
protetora dos neurdnios dopaminérgicos (Sarre, et al. 1998, Kostrzewa, et al. 2005).
Porém no presente trabalho o grupo 6-OHDA tratado com prolopa apresentou os
niveis de dopamina menores quando comparados aos grupos controles, conforme ja
descrito no trabalho de Muller e colaboradores (2004), em que demonstraram que a
administragdo de L-DOPA em modelos de neurodegeneragdo in vitro apresentou
efeitos neurotdxicos. Assim como o trabalho de Reksidler et al. (2009), que
demonstrou que a administragcdo concomitante de MPTP e L-DOPA resultou em
compensacao dos efeitos de prejuizo motor, contudo nédo pelo aumento dos niveis
de DA estriatal (ocasionada pela L-DOPA) e sim pelo aumento da expresséo da TH
(tirosina hidroxilase). Esses resultados demonstraram evidéncias para um possivel

papel duplo antagbnico exercido pela L-DOPA, que pode ser classificado como
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neurotoxico ou neuroprotetor, dependendo do grau de integridade da via
nigroestriatal, dose e tempo de tratamento com essa droga antiparkinsoniana.

No nosso estudo nao foi observado diferenga entre os valores de PA
e FC nos niveis basais entre os grupos. E possivel que o método de administragéo
de drogas por meio da gavagem possa resultar em estresse para os animais e
confundir medidas experimentais, em especial quando a PA e FC sao parametros de
interesse. No estudo de Walker e colaboradores (2012) desenvolveu-se uma pilula
para que os ratos consumissem voluntariamente a droga, e dessa forma testou-se a
hipotese se a administragao da pilula seria significativamente menos estressante do
que a gavagem. A PAM e FC foram analisadas por radiotelemetria continuamente
por 5 horas apds o tratamento, e coletou-se as fezes no periodo de 6 a10 horas
apés o tratamento para analise de metabdlitos de corticosterona. Os resultados
demonstraram que tanto a pilula como a gavagem aumentaram significativamente a
PAM durante a primeira hora, comparado ao controle. No entanto, o aumento da
PAM foi significativamente maior apos a administracdo por gavagem e permaneceu
elevado até 5 horas, enquanto que com a pilula a PAM voltou ao normal dentro de 2
horas. Pode ser que a auséncia de alteracbes cardiovasculares basais em nosso
estudo tenha a interferéncia do tratamento por gavagem.

A analise da variabilidade da FC e PA no dominio da frequéncia, por
meio da analise espectral, permite a identificacdo, em sequéncia de sucessivos
valores de IP ou PAS, de oscilagcbes ritmicas em diversas frequéncias, as quais
podem refletir a modulacdo simpatica, ou parassimpatica, sobre o sistema
cardiovascular, em condigdes fisiologicas e fisiopatologicas (Akselrod, et al. 1981,
Pagani, et al. 1986, Malliani et al. 1991, Task Force 1996). Em nosso estudo os
animais 6-OHDA apresentaram queda da variabilidade na PAS, sugerindo a uma
menor modulagéo simpatica vascular.

Embora o organismo seja capaz de corrigir variagdes abruptas de
parametros fisioldgicos, sabe-se da existéncia de certa variabilidade da PA e FC em
torno dos niveis normais (Baselli, et al. 1986, Cerutti, et al. 1991). A sensibilidade
baroreflexa (SBR) pode ser avaliada por meio da analise das alteracbes
esponténeas da PAS e IP utilizando-se o método da sequéncia (Oosting, et al.
1997).

Uma caracteristica importante dos mecanorreceptores em geral e

dos pressoreceptores em particular € a chamada adaptagdo. Por esse processo,
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alteragdes para mais ou para menos, desde que sustentadas, deslocam a faixa de
funcionamento dos pressorreceptores para o novo nivel de PA (hipertensdo ou
hipotensao), que passa a ser reconhecido como normal, n&o privando os individuos
hipertensos, por exemplo, desse importante mecanismo de controle das variagdes
momento a momento da PA, ao mesmo tempo colaborando para manter o nivel
elevado da PA. A literatura mostra que, em animais de experimentacdo, a adaptagao
dos pressorreceptores na hipertensdao € acompanhada de queda de sensibilidade
dos pressorreceptores. Isso determina que, para uma igual variagdo de PA, os
hipertensos tenham uma menor atividade dos baroceptores e, consequentemente
uma deficiéncia na regulacdo reflexa da PA (Irigoyen, et al. 2001). E possivel que
embora ndo evidente em nosso estudo, os animais 6-OHDA tenham menor ténus
simpatico (Ariza, et al. 2014), e esse fato possa ser determinante para o aumento na
sensibilidade baroreflexa nesses animais.

A piora na instabilidade postural com o tratamento do L-dopa foi
relatada em estudos que avaliaram a amplitude de oscilagdo como uma medida de
instabilidade postural, como o estudo de Bronte-Stewart e colaboradores (2002). Em
contrapartida a melhoria das fungcdes motoras no tratamento com L-dopa foram
relatados em estudos que utilizavam diferentes tipos de avaliagdes clinicas, como a
escala de classificagdo unificado da DP (UPDRS). O estudo de Bejjani e
colaboradores (2000) descreve uma melhoria parcial com a terapia com L-dopa para
os “sinais axiais” da DP que sao: postura, marcha, estabilidade postural, e para os
sinais relacionados as atividades da vida diaria, como exemplo virar na cama, com a
maioria das pontuagdes consideradas significantes. Porém, ainda ha controvérsias
quanto ao efeito do tratamento com L-dopa para diminuicdo da instabilidade
postural, sendo que essa droga torna-se cada vez menos satisfatéria apds varios
anos de progressao da doenca (Maure, et al. 2003).

No trabalho de Wolf et al. (2006), foi realizado o teste de mudanca
postural (tilt 60°) em dois grupos que faziam a terapia com L-Dopa, o primeiro com
pacientes que faziam o uso regular dessa droga e no outro grupo pacientes que
interromperam o tratamento 12 horas antes do teste. A terapia com L-dopa reduziu a
noradrenalina plasmatica e, dessa forma resultou no aumento da distensibilidade
venosa em que avalia os membros inferiores frente a mudangas na perna
(compressdo da coxa) nos membros inferiores, sendo este efeito colateral do

tratamento venoso prejudicial para o retorno venoso e débito cardiaco.
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O sistema nervoso autdnomo é capaz de manter um comportamento
adaptativo dinamico que permita um adequado débito cardiaco que resulte em
respostas as oscilagbes do volume sanguineo impostas pela postura ortostatica.
Dessa forma condi¢bes clinicas que causem interferéncia na resposta do sistema
baroreflexo podem interferir na homeostase circulatéria (Smith e Fasler 1983, Wing e
Tonkin 1997).

CONCLUSAO

Nossos dados mostraram que o tratamento com prolopa nao
interferiu nas variaveis cardiovasculares basais ja alteradas pela lesdo, sugerindo
que possivelmente as alteragdes cardiovasculares ndo provém do tratamento com
prolopa nos animais e sim da propria lesdo. Contudo, no periodo do teste de
hipotensao postural, os animais 6-OHDA tratados com agua ou prolopa tiveram uma
menor compensagao pressorica, sugerindo dessa forma um possivel
comprometimento do SNA nos ratos lesionados com 6-OHDA, bem como no

tratamento com prolopa.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figural— A. Nivel de dopamina no estriado quantificado por HPLC. a) difere do
controle agua; b) difere do controle prolopa; c) difere do sham agua; d)
difere do sham prolopa. B. representacao esquematica das coordenadas
e local da infusdo da toxina. Adaptado de Paxinos e Watson. C.
representacao grafica da detecgédo de DA por HPLC, em que o pico mais
alto indica os resultados de uma amostra de controle (placebo) e o pico
menor de uma amostra de tecido lesado por 6-OHDA. Os resultados
foram expressos como média + SEM e a diferenga considerada
significante foi de p < 0,05, foram analisados por ANOVA seguida pelo
teste de Tukey.
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Figura 2 — Analise espectral: a variabilidade da pressao arterial sistdlica (PAS) em
ratos nado anestesiados apos 7 dias de infusdo bilateral de salina
intranigral (sham) ou 6-OHDA. A. Variancia; B. LF. a) difere do controle
agua. Os valores sao expressos como media + SEM, e a diferenga
considerada significante foi de p <0,05, foram analisados por ANOVA
seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 3 — Analise da modulacédo autondmica cardiaca: variabilidade do intervalo de

pulso (IP) em animais sham ou 6-OHDA. A. Variancia; B. LF; C. HF; D.
LF/HF. Nao houve diferenca significante entre os grupos. Os valores séo
expressos como media £ SEM, e a diferenga considerada significante foi
de p <0,05, foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
LF: baixa frequéncia; HF: alta frequéncia.
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Figura4 — A andlise do baroreflexo espontdneo basal: efetividade e ganho. A.
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Efetividade; B. Ganho. a) difere do controle agua. Os valores sao
expressos como media £+ SEM, e a diferenga considerada significante foi
de p <0,05, foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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Analise dos efeitos cardiovasculares do tratamento com prolopa ou agua
em ratos acordados apos a lesdo com 6-OHDA analisados no periodo do
tit comparado ao final do contensor sobre A. APAM (variagdo da
pressdo arterial média) e B. AFC (variagdo da frequéncia cardiaca). a)
difere do controle agua; b) difere do controle prolopa; c) difere do sham
agua; d) difere do sham prolopa. Os resultados foram expressos como
média + SEM e a diferenga considerada significante foi de p < 0,05,
foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 6 — Analise da variabilidade da presséao arterial sistélica (PAS) durante o tilt
test em ratos ndo anestesiados apés 7 dias de infusdo bilateral de salina
intranigral (sham) ou 6-OHDA. A. LF no final do contensor (5 minutos
antes do tilt); B. LF durante o tilt test. e) difere do 6-OHDA &agua. Os
valores foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Tukey e sao
expressos como média £+ SEM, com p <0,05.
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Figura 7 — Analise da modulagao autonémica do intervalo de pulso (IP) em animais
sham ou 6-OHDA durante o tilt test. A. LF no final do contensor (5
minutos antes do tilt); B. LF durante o tilt; C. HF no final do contensor; D.
HF durante o tilt; E. LF/HF no final do contensor; F. LF/HF durante o tilt.
Os valores foram analisados por ANOVA seguida pelo teste de Tukey e
sdo expressos como meédia + SEM, e com p <0,05. LF: baixa frequéncia;
HF: alta frequéncia.
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Figura 8 — A analise do baroreflexo espontaneo durante o tilt: efetividade e ganho.
A. Efetividade no final do contensor (5 minutos antes do tilt); B.
Efetividade durante o tilt test; C. Ganho total no final do contensor; D.
Ganho total durante o tilt test. Os valores foram analisados por ANOVA
seguida pelo teste de Tukey e sdo expressos como média + SEM, e com

p <0,05.
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TABELA

Tabela 1 — Efeitos do tratamento por gavagem com prolopa ou agua sobre os
valores basais da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) em animais lesados com 6-OHDA ou sham.

Controle agua ;c):;)or:gs;e Sham agua Sham prolopa 6-OHDA agua 6-OHDA prolopa
(n=7) (n=7) (n=28) (n=8) (n=6) (n=8)
BASAL
PAM (mmHg) 104+1 106 £3 111+£2 106 £ 2 108+ 2 103+£2

FC (bpm) 348 +£10 330+8 338+ 10 327 +18 335+9 343+ 10
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CONCLUSAO

Quanto aos efeitos dos tratamentos na DP os quais esses pacientes
precisam ser submetidos, nossos dados sugerem que o tratamento com prolopa nao
interferiu nas variaveis cardiovasculares ja alteradas pela lesdo nos valores basais,
sugerindo que possivelmente as alteragbes cardiovasculares nos animais com
parkinsonismo ndo provém do tratamento com prolopa e sim da propria les&o.

Porém, durante o teste de hipotensédo postural, tanto os animais 6-
OHDA quanto os tratados com prolopa tiveram uma menor compensagao pressorica
durante o tilt, sugerindo um possivel comprometimento do SNA no parkinsonismo,
assim como no tratamento com L-Dopa.

O estudo dos parametros cardiovasculares em modelos animais se
faz muito importante para a compreensdao da fisiopatologia da DP e das
interferéncias das disfungdes autonémicas nas disautonomias dessa doenca, devido
ao possivel envolvimento do sistema nervoso simpatico nessas disfungdes. Faz-se
necessario mais estudos relacionados a esse tema para possiveis discussdes
quanto ao real papel desses parametros e disfuncdes na DP e sua importancia para
o desenvolvimento de novos modelos terapéuticos.

Parte final do artigo, onde deve responder as questdes da pesquisa,
correspondente aos objetivos e hipoteses, podendo tecer recomendagbes e

sugestdes para trabalhos futuros.
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