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AMORIM, E. D. T. Envolvimento da neurotransmissdo gabaérgica e
glutamatérgica no nuacleo paraventricular do hipotalamo em parametros
cardiovasculares e autondmicos de ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-
hidroxidopamina. 2018. 87 f. Tese (Doutorado Multicéntrico em Ciéncias
Fisiologicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa progressiva que se
manifesta clinicamente apds atingir um estagio patolégico avancado. Além dos sinais
motores, 0s pacientes com DP apresentam alteracbes cardiovasculares e
autonomicas. Dados recentes mostraram que ratos induzidos ao parkinsonismo pela
administracdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na substancia negra pars compacta
(SNpc) apresentaram menor pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC), e reducdo da modulacdo simpatica. O nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) é um local importante para o controle autondmico e cardiovascular em
situacdes fisiologicas e patoldgicas, e as neurotransmissbes gabaérgica e
glutamatérgica possuem um papel fundamental nesse controle. Desta forma,
avaliou-se a participacdo da neurotransmissdo mediada pelos receptores GABAA €
NMDA no PVN no controle cardiovascular, autondomico e baroreflexo de ratos
induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA. Ratos Wistar foram submetidos a implante
de canulas-guia direcionadas ao PVN e a toxina 6-OHDA ou solugéo salina estéril foi
administrada bilateralmente no SNpc. Apos 6 dias, foi realizado o cateterismo da
artéria femoral e 24 horas apos recuperacao do cateterismo, foram realizados os
registros dos parametros cardiovasculares dos animais ndo anestesiados. Os
valores basais da PAM e FC dos ratos lesados com 6-OHDA (99 + 3 mmHg, 291 + 4
bpm) mostraram-se reduzidos quando comparados ao grupo SHAM (111 + 6 mmHg,
350 = 4 bpm). A administracéo de bicuculina (antagonista dos receptores GABA,) no
PVN promoveu um aumento na PAM e FC no grupo sham e acentuou 0s aumentos
de PAM e FC no grupo 6-OHDA, bem como acentuou o aumento da modulacao
simpética no grupo 6-OHDA. A administracdo de muscimol (agonista dos receptores
GABA,) ou NBQX (antagonista dos receptores ndo-NMDA) no PVN n&o promoveu
alteracdes cardiovasculares e autonémicas em ambos os grupos. J& a microinjecéo
bilateral de LY235959 (antagonista dos receptores NMDA) no PVN do grupo sham
nao induziu alteracdes cardiovasculares, mas diminuiu a PAM e a FC no grupo 6-
OHDA, bem como reduziu a modulagdo autonébmica no grupo 6-OHDA. Os
resultados sugerem que as altera¢gOes cardiovasculares e autondmicas observadas
nos animais 6-OHDA séo decorrentes do aumento do ténus gabaérgico no PVN e
que através dos receptores glutamatérgicos NMDA no PVN, a neurotransmisséo
glutamatérgica estd envolvida nesta modulacdo. Do mesmo modo, os resultados
sugerem que atraves de sua ligacado aos receptores NMDA, o glutamato promove
uma maior ativagdo do sistema nervoso simpéatico pelo PVN e participa da
manutencdo da PAM e da FC em animais induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.

Palavras-chave: Pressdo arterial. Frequéncia cardiaca. PVN. Variabilidade da
frequéncia cardiaca. Barorreflexo.



AMORIM, E. D. T. Involvement of gabaergic and glutamatergic
neurotransmission in the paraventricular nucleus of the hypothalamus in
cardiovascular and autonomic parameters of rats induced to 6-
hydroxydopamine parkinsonism. 2018. 87 p. Thesis (Multicenter Program in
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease that is clinically
manifested after reaching an advanced pathological stage. In addition to the motor
signals, patients with PD present cardiovascular and autonomic alterations. Recent
data have shown that rats induced to parkinsonism by 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
in the substantia negra pars compacta (SNpc) showed lower mean arterial pressure
(MAP) and heart rate (HR), and reduced sympathetic modulation. The paraventricular
nucleus of the hypothalamus (PVN) is an important site of autonomic and
cardiovascular control in physiological and pathological situations, and gabaergic and
glutamatergic neurotransmission play a fundamental role in this control. In this way,
the participation of the neurotransmission mediated by the GABAa and NMDA
receptors in PVN in the cardiovascular, autonomic and baroreflex control of rats
induced to 6-OHDA parkinsonism was evaluated. Male Wistar rats were submitted to
implantation of PVN-directed cannulae and the 6-OHDA toxin or sterile saline
solution was administered bilaterally in the SNPC. After 6 days, the femoral artery
catheterization was performed and 24 hours after surgery recovery, the
cardiovascular parameters of non-anesthetized animals were recorded. The baseline
values of MAP and HR of 6-OHDA animals (99 + 3 mmHg, 291 = 4 bpm) were
reduced when compared to the SHAM group (111 £+ 6 mmHg, 350 = 4 bpm).
Administration of bicuculline (GABAa receptor antagonist) in PVN promoted an
increase in MAP and HR in the sham group and accentuated the increases in MAP
and HR in the 6-OHDA group, as well as accentuated the increase in sympathetic
modulation in the 6-OHDA group. Administration of muscimol (GABAa receptor
agonist) or NBQX (non-NMDA receptor antagonist) in PVN did not promote
cardiovascular and autonomic changes in both groups. However, bilateral
microinjection of LY235959 (NMDA receptor antagonist) into sham PVN did not
induce cardiovascular changes, but decreased MAP and HR in the 6-OHDA group,
as well as reduced autonomic modulation in the 6-OHDA group. The results suggest
that the cardiovascular and autonomic changes observed in 6-OHDA animals are
due to the increase of gabaergic tonus in PVN and that through glutamatergic NMDA
receptors in PVN, glutamatergic neurotransmission is involved in this modulation.
Likewise, the results suggest that through its binding to NMDA receptors, glutamate
promotes a greater activation of the sympathetic nervous system by PVN and
participates in the maintenance of MAP and HR in animals induced by 6-OHDA
parkinsonism.

Keywords: Blood pressure. Heart rate. PVN. Heart rate variability. Baroreflex.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que se
manifesta clinicamente somente ao atingir estagios patoldgicos avancados (FORNO,
1969; GOETZ, 2011), quando ja houve a reducdo de aproximadamente 80% da
dopamina (DA) do nucleo estriado (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; PRZEDBORSKI,
2005; TIEU, 2011). Esta reducdo de DA é causada pela perda de neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (SNpc) (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003; TIEU, 2011).

A DP foi descrita primeiramente como “paralisia agitante” pelo médico inglés
James Parkinson, em seu estudo denominado “An Essay on the Shaking Palsy”
(PARKINSON, 1817). Cerca de um século apos Parkinson descrever a doenca,
Charcot contribuiu com novas descricdes clinicas da doenca, acrescentando 0s
chamados sinais cardinais que sédo utilizados no diagndstico diferencial da doenca e
em homenagem ao seu descobridor nomeou a patologia como doenca de Parkinson
(GOEDERT; COMPSTON, 2017; GOETZ, 1986, 2011). Atualmente, a DP
permanece como uma doenca de etiologia ndo conhecida e sua terapéutica consiste
basicamente no tratamento sintomatico (JACKSON-LEWIS; BLESA;
PRZEDBORSKI, 2012; LEV; MELAMED; OFFEN, 2003; SHIMOHAMA et al., 2003)

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa de maior ocorréncia, e suas
manifestagdes clinicas, também chamadas de sinais cardinais, incluem bradicinesia,
tremor ao repouso, rigidez, instabilidade postural e anormalidades na marcha
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; DUNNETT; BJORKLUND, 1999; EMBORG, 2004).

Além dos sinais classicos da DP, os pacientes com DP apresentam alteracdes
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cardiovasculares (KHEDR et al., 2013; LOW, 2008), que inclui hipotenséo ortostatica
(HO), hipotensao poés-prandial, arritmias cardiacas e edema de membros inferiores
(NICARETTA; PEREIRA; PIMENTEL, 1992; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2010) e
também disfuncdes autonébmicas que sugerem que pacientes com DP apresentam
processos degenerativos que afetam os ganglios autondmicos, tronco cerebral e
hipotalamo (ZESIEWICZ et al., 2003).

A principal caracteristica neuroquimica da DP é a reducéo progressiva dos
neurdénios dopaminérgicos da SNpc localizada no mesencéfalo (Figura 1), associada
a presenca de inclusdes citoplasmaticas denominadas de corpusculos de Lewy, que
sao constituidas principalmente pela proteina neural a-sinucleina. A a-sinucleina, em
condicBes fisioldgicas, atua no controle e regulacdo da proliferacdo celular em
mamiferos — interagindo com diversas proteinas que regulam a homeostase da DA
nos neurénios dopaminérgicos nigroestriatais. Entretanto, em condi¢cdes patoldgicas,
a a-sinucleina pode sofrer alteracbes conformacionais passando a se depositar,
tornando-se toxica e ocasionando a morte neuronal e a redugcdo da aferéncia
dopaminérgica para o estriado (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; DUNNETT,;
BJORKLUND, 1999; EMBORG, 2004; PRZEDBORSKI, 2005; SCHULZ;

FALKENBURGER, 2004; VALLDEORIOLA; NOBBE; TOLOSA, 1997).
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A. Saudavel ‘ B. Doenga de \
Parkinson ‘

Caudado

Putamen

Figura 1. Esquema ilustrativo da via nigroestriatal de uma pessoa saudavel (A) e de
um portador da doenca de Parkinson (B). (Adaptada de Dauer & Przedborski, 2003).

A DP, também conhecida como parkinsonismo primario, possui origem
desconhecida, enquanto a etiologia do parkinsonismo secundario € atribuida ao uso
de drogas, traumas, hidrocefalia, hipdxia, tumores, infec¢des, entre outras causas
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; FAHN; SULZER, [s.d.]; HALD; LOTHARIUS, 2005;
VILA; PRZEDBORSKI, 2003). Embora algumas manifestagbes clinicas sejam
diferentes nas variadas formas de parkinsonismo, todas as formas apresentam as
mesmas alteragcdes bioquimicas, sobretudo em relacdo a reducdo da DA no
mesencéfalo (PRZEDBORSKI, 2005).

A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurénios dopaminérgicos
cujos corpos celulares se localizam na SNpc e projetam seus axénios para o nucleo

caudado e putamen, ou corpo estriado (PRZEDBORSKI, 2005). A redugao da
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densidade dos neurénios da SNpc promove uma diminuigdo na projecao de fibras
dopaminérgicas para o estriado dorsal, causando uma redugédo dos niveis de DA.
Além disso, ocorre uma redugao da atividade de enzimas envolvidas na sintese de
DA, como a tirosina hidroxilase e DOPA-descarboxilase (GERLACH; RIEDERER,
1996).

Estudos correlacionando as alterac¢des clinicas e bioquimicas que ocorrem na
DP mostram que os sinais e sintomas caracteristicos da DP tém inicio quando cerca
de 60 a 80% dos conteudos de DA na SNpc e no putamen sao perdidos (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Além da perda neuronal dopaminérgica, outras rotas
neurais, como a via noradrenérgica (através a perda de neurbnios do locus
coeruleus), via serotoninérgica (por intermédio da reducdo de serotonina no Nucleo
da Rafe) e a via colinérgica (por meio da reducédo de acetilcolina nos Nucleos Basais
de Meynert), estdo relacionadas as alteracées neuroquimicas e neuropatoldgicas da
DP (SCHULZ; FALKENBURGER, 2004).

Diversas pesquisas, incluindo estudos clinicos, post-mortem e experimentos
com modelos animais de parkinsonismo, indicam que alteracées conformacionais de
proteinas citoplasméaticas, bem como disfun¢cées mitocondriais e aumento do
estresse oxidativo resultam em morte neuronal. Além disso, diferentes fatores,
intrinsecos e extrinsecos, devem estar envolvidos na patogénese da DP, como a
excitotoxicidade, neuroinflamacdo e a desregulacdo de eventos apoptéticos
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SINGH; DIKSHIT, 2007). Desta forma, a
neurodegeneracdo dos neurbnios da SNpc parece ser o resultado da acdo de
diversos fatores patogénicos atuando concomitantemente (ESPOSITO et al., 2007;

GAGNE; POWER, 2010).
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1.2 MODELOS ANIMAIS DE PARKINSONISMO

Modelos animais de experimentacdo sédo importantes instrumentos de estudo
nas ciéncias biomédicas, permitindo a avaliacdo dos mecanismos patogénicos e
ajudando a compreender os principios terapéuticos no tratamento dos disturbios
funcionais de doencas humanas (FRANCARDO, 2017; GERLACH; RIEDERER,
1996). Um modelo de estudo animal deve manifestar propriedades semelhantes a
doenca em humanos, representando as alteracdes patoldgicas, histologicas e
bioquimicas da doenca e os distarbios funcionais decorrentes da mesma
(GERLACH; RIEDERER, 1996; TIEU, 2011).

Nas ultimas duas décadas, modelos animais de déficits neurolégicos foram
desenvolvidos na tentativa de avaliar novas opcoes terapéuticas e reduzir os efeitos
colaterais das terapias utilizadas no tratamento da DP. Nenhum modelo animal
disponivel até o0 momento é capaz de reproduzir todas as alteracdes observadas em
humanos portadores da DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Entretanto, cada
modelo possui caracteristicas complementares, que propiciam o esclarecimento da
fisiopatologia e favorecem a reflexdo a respeito de novas abordagens de estudo no
meio cientifico (ARIZA et al., 2015b; FRANCARDO, 2017; SILVA et al., 2015).

A DP nao se manifesta espontaneamente em animais, portanto, para o estudo
da doenca em animais € necessario que o parkinsonismo seja induzido atraves da
administragdo de agentes neurotoxicos como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
metanfetamina, rotenona, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), o
paraquat e o lipopolissacarideo (LPS) (DUTY; JENNER, 2011; FRANCARDO, 2017,
GERLACH; RIEDERER, 1996; TIEU, 2011). As diferentes neurotoxinas utilizadas

para inducdo do parkinsonismo em animais objetivam lesar a via nigroestriatal,



21

sendo que algumas delas devem ser administradas diretamente na regido a ser
lesada, por ndo serem capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, como o
6-OHDA e 0 LPS (DUTY; JENNER, 2011).

A maioria das neurotoxinas utilizadas para induzir o parkinsonismo inibem o
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial, levando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) ou diminuicdo na sintese de adenosina trifosfato (ATP),
resultando em apoptose. A 6-OHDA e o MPP+ (derivado ativo do MPTP) séo
capazes de induzir a producdo de EROS no citoplasma, enquanto o LPS ativa as
células microgliais, levado a producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(DUTY; JENNER, 2011; KIM-HAN; ANTENOR-DORSEY; O'MALLEY, 2011). Além
disso, estudos sugerem que o mal funcionamento do sistema ubiquitina-
proteassoma possui importante papel na formacdo dos agregados proteicos na DP,
levando a danos no DNA celular (GRUNBLATT et al., 2017; JOSEPH; SCHULZ;

STEGMULLER, 2017).

1.2.1 O modelo da 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

A inducdo do parkinsonismo em ratos pela administragdo de 6-OHDA foi
realizada pela primeira vez no ano 1968, pelo pesquisador sueco Ungerstedt
(UNGERSTEDT, 1968) e, desde entdo, a administracdo de 6-OHDA intracerebral se
tornou o0 método mais utilizado para lesionar a via nigroestriatal, devido ao fato deste
ser um modelo de parkinsonismo reprodutivel e a0 mesmo tempo econdémico. Além
disso, devido a previsibilidade temporal em relacdo a extensédo da desnervacéo dos
neurdnios dopaminérgicos, as lesdes por 6-OHDA podem ser usadas para mimetizar

0s estagios precoces e tardios da DP, conforme a concentracéo e local de injecdo da
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toxina (BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008; BLESA; PRZEDBORSKI,
2014; FRANCARDO et al., 2011).

A administracdo de 6-OHDA na SNpc induz a degeneracdo das células
produtoras de DA da SNpc, resultando em alteracbes semelhantes a DP, como
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, inflamacdo, degeneracdo da via
nigroestriatal, reducdo da sintese de DA e acinesia (DUTY; JENNER, 2011;
FRANCARDO et al., 2011; WILLNER, 1986). Além disso, estudos referem que o
parkinsonismo induzido em roedores por 6-OHDA ocasiona déficits motores
significativos quando a perda de DA estriatal excede 50% e que a gravidade do
déficit motor é proporcional ao grau de degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos
(FRANCARDO, 2017; FRANCARDO et al., 2011).

O modelo de parkinsonismo por 6-OHDA possui a vantagem de apresentar
ndo somente uma degeneracdo acentuada da via dopaminérgica, mas por
manifestar outras propriedades patologicas importantes para a DP, como ativagéo
da micréglia e producdo de perdxido de hidrogénio e derivados de oxi-radicais
(CICCHETTI et al, 2002; COHEN, 1984). Desta maneira, o modelo de
parkinsonismo por 6-OHDA foi o modelo de escolha para mimetizar a deplecao

monoaminérgica caracteristica da DP.

1.3 ALTERACOES AUTONOMICAS E CARDIOVASCULARES NO

PARKINSONISMO

O sistema nervoso autdnomo (SNA) regula a atividade de todos os sistemas

do organismo, modulando a frequéncia cardiaca (FC) e presséao arterial (PA) atraves
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de duas vias eferentes principais: 0 sistema nervoso simpatico (SNS) e o sistema
nervoso parassimpatico (SNP). O SNA recebe sinais aferentes de diversas regides
do corpo, como dos neurbnios medulares, hipotalamicos, mesencefalicos, do tronco
cerebral (ASAHINA et al., 2013; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2007), e neurdnios dos
nucleos da base (GUYENET, 2006; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2007).

Ao descrever a DP pela primeira vez, Parkinson registrou que possivelmente
existiam alteracdes autonOmicas associadas a doenca (NICARETTA; PEREIRA;
PIMENTEL, 1998; PARKINSON, 1817; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2010).
Inicialmente, acreditava-se que as disfuncBes autondmicas estavam presentes
somente em estagios avancados da DP, no entanto, atualmente se sabe que as
disautonomias séo observadas em diversos estagios da DP, independentemente de
tratamento medicamentoso (ASAHINA et al., 2013; REICHMANN; BRANDT;
KLINGELHOEFER, 2016).

Além dos sinais classicos que acometem o paciente com DP, diversas
alteracbes cardiovasculares e autondmicas estdo presentes, como hipotensao
ortostatica, hipotensdo pdés-prandial, arritmias cardiacas e edema de membros
inferiores (KHEDR et al., 2013; LOW, 2008; NICARETTA; PEREIRA; PIMENTEL,
1992; ZIEMSSEN; REICHMANN, 2010). As disfuncdes autondmicas apresentadas
pelos pacientes com DP sugerem que existem processos degenerativos que afetam
0s ganglios autondémicos, hipotalamicos e do tronco cerebral (ZESIEWICZ et al.,
2003). Logo, estudos relacionados as vias autondmicas sao fundamentais, pois,
acredita-se que na DP, a neuropatologia afeta inicialmente as estruturas periféricas
e, posteriormente, acomete o0 SNC (BRAAK et al., 2003, 2004; JAIN; GOLDSTEIN,
2012).

Estudos clinicos mostram que pacientes com DP apresentam menor pressao
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arterial média (PAM) do que os pacientes controle, bem como menor modulacao
simpatica. Do mesmo modo, a sensibilidade barorreflexa (SBR) esta diminuida,
indicando uma desregulacdo da funcdo autonémica nestes pacientes (CHEN et al.,
2016). Dados recentes de nosso laboratorio mostram que ratos induzidos ao
parkinsonismo por 6-OHDA apresentam menor PAM e FC comparado aos controles,
bem como reducdo da modulacdo simpatica (ARIZA et al., 2015a, 2015b). Alguns
estudos atribuem estas alteracdes as alteracdes que ocorrem no SNC e também ao
acometimento das vias ganglionares periféricas do SNA (ADHIYAMAN; HOBSON,;
MEARA, 2008; GOLDSTEIN et al., 2002).

O barorreflexo espontaneo vem sendo vastamente utilizado para examinar a
efetividade e sensibilidade do barorreflexo através de técnicas simples, nas quais
pequenas alteracdes espontaneas de PA podem promover alteracdes no intervalo
RR (SCHWARTZ et al., 2013). E possivel detectar através deste método a presenca
de rampas barorreflexas, sendo denominadas rampas “up”, os aumentos da PAS
seguido de aumento do intervalo de pulso; e rampas “down” quando diminuigdes da
PAS levam a diminuicbes do intervalo de pulso. Essas alteracOes barorreflexas
podem ser influenciadas tanto por mecanismos periféricos quanto centrais (DE
ANDRADE et al., 2014). Estudos anteriores demonstraram que o barorreflexo esta
alterado em pacientes com DP (NICARETTA; PEREIRA; PIMENTEL, 1998;
RAHMAN; GOLDSTEIN, 2014) e também em animais induzidos ao parkinsonismo
por 6-OHDA (ARIZA et al., 2015b; SILVA et al., 2015)

Embora existam diversas exploracbes acerca da DP, a fisiopatologia das
alteracbes autonOmicas e cardiovasculares relacionadas a doenca permanece
desconhecida, podendo estar associada a um disturbio central a nivel bulbar

(NICARETTA; PEREIRA; PIMENTEL, 1992; SINGER; WEINER; SANCHEZ-
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RAMOS, 1992).

1.4 CONTROLE CENTRAL DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

O controle geral do sistema cardiovascular € organizado de forma hierarquica
e pode ser dividido em trés niveis: controles locais, exercidos pelas atividades
miogénicas do musculo liso vascular e do miocardio, assim como por substancias
vasoativas liberadas pelo endotélio vascular; controle exercido por estruturas neurais
bulbares e controle exercido por centros neurais suprabulbares (FOLKOW, 1987).

Ja4 é conhecido que diversas areas do SNC participam da regulacdo da
resisténcia vascular periférica (RVP), dentre elas, importantes areas bulbares estdo
envolvidas no controle da PA, como o ndcleo do trato solitario (NTS), ndcleo motor
dorsal do vago (NMDV), bulbo ventrolateral caudal (CVLM) e bulbo ventrolateral
rostral (RVLM) (BADOER, 2001; DAMPNEY, 1994; GUYENET, 2006; SWANSON;
KUYPERS, 1980). O estimulo da RVLM provoca vasoconstricdo (DAMPNEY;
GOODCHILD; TAN, 1985), enquanto o estimulo de areas caudais e ventromediais
do bulbo aumenta a dilatacdo dos vasos sanguineos (BLESSING,; LI, 1989).

A RVLM é uma das regifes cerebrais primarias envolvidas na geracdo da
conducao simpatica e contém neurdnios bulbo-espinhais que inervam neurdnios pré-
ganglionares simpaticos responsaveis pela regulagdo do tdnus simpatico
cardiovascular (DAMPNEY, 1994; GUERTZENSTEIN; SILVER, 1974). A atividade
dos neurdnios da RVLM é regulada por neurotransmissores excitatorios e inibitérios
e alteracbes tanto na excitagdo quanto na inibicdo destes neurdnios influenciam
diversos estados fisiologicos e fisiopatologicos (MUELLER, 2007; PATEL et al.,

2001). Em relacédo as areas suprabulbares, o hipotdlamo é um importante ndcleo
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gue atua na modulacdo cardiovascular (FONTES et al., 2011; MCDOWALL et al.,
2006), sendo que o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) desempenha papel
fundamental nesta regulacdo (COOTE, 2005; MARTINS-PINGE et al., 2013;
PYNER, 2009) através de suas sinapses para a RVLM e coluna intermédio-lateral
(IML) (BADOER, 2001).

O controle da PA ocorre a partir da deteccdo das alteragbes da pressao
sanguinea através dos barorreceptores arteriais que estdo localizados no arco
aortico e no seio carotideo. Os barorreceptores arteriais, quando sofrem estiramento
(aumento da PA), transformam esta informagdo em potenciais de acao, que chegam
até o bulbo através de aferéncias dos nervos vago e glossofaringeo. No bulbo as
informacBes sdo integradas na regido do nucleo do trato solitario (NTS), cujas
projecbes para o ndcleo ambiguo ou CVLM levardo a ativacdo parassimpatica e
inibicdo simpatica, respectivamente. A ativacao do reflexo barorreceptor pelos sinais
aferentes dos barorreceptores carotideos, aérticos e do reflexo cardiopulmonar é
integrada no SNC, resultando na resposta eferente ao coragdo e vasos sanguineos
por meio do sistema nervoso autonomo (SNA) (DAMPNEY, 1994).

O PVN é influenciado pelo SNA, desempenhando um papel fundamental na
manutencdo da homeostase do organismo em condicdes fisiologicas e patolégicas
(KENNEY; WEISS; HAYWOOD, 2003) controlando o sistema cardiovascular em

diferentes condicbes (AMORIM et al., 2015; DE ANDRADE et al., 2014).

1.5 NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO

O PVN é uma importante estrutura de integracdo da funcdo autondémica na

manutencdo da homeostase e do controle da PAM e FC em diferentes situactes
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comportamentais, fisiologicas e fisiopatolégicas (DAMPNEY, 1994; MARTINS-
PINGE et al., 2013; ZESIEWICZ et al., 2003). Estudos demonstram a participacéao do
PVN na modulacdo da atividade eferente simpatica, sugerindo que esta regulacéo
pode ser feita diretamente pela acdo dos neurénios do PVN sobre a coluna IML e/ou
indiretamente através dos neurénios da RVLM (BADOER, 2001) (Figura 2). No PVN,
diversos neurotransmissores participam da regulacédo cardiovascular e autondémica,
como o glutamato, que aumenta a atividade nervosa simpética e o acido gama-

aminobutirico (GABA) que reduz (GABOR; LEENEN, 2012; XU et al., 2011a).

B C
PVN B PVN | PVN o
RVLM | ¢= RVLM (€=

e (e

Figura 2. Esquema ilustrativo representando as projecées neuronais do PVN. (A)
Neurdnios do PVN se projetando diretamente para a RVLM. (B) Neurbnios do PVN
se projetando diretamente para a coluna intermédio-lateral (IML). (C) Neurdnios do
PVN se projetando colateralmente para ambas RVLM e IML. (Adaptado de Badoer,
2001).

O PVN se encontra localizado bilateralmente ao terceiro ventriculo e pode ser
dividido em duas regides principais compostas por neurdnios magnocelulares e
neurénios parvocelulares (Swanson e Sawchenko, 1983; Badoer, 2001). Os
neurdnios parvocelulares estdo localizados na regido medial do PVN. Estes

neurénios controlam a secrecdo do hormoénio liberador de corticotrofina (CRF) no
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sangue porta hipofisario (Swanson e Sawchenko, 1983; Hamamura et al., 1986), um
importante hormonio regulador do estresse.

A regido parvocelular do PVN é composta de diversos neurotransmissores
com multiplas fungbes, sendo que os neurdnios localizados na regido dorsal e
ventral do nucleo se projetam para outras regides do SNC que participam do
controle das funcdes autondémicas, como a area RVLM e a coluna IML, onde estéo
localizados os neurdnios motores pré-ganglionares (Swanson e Kuypers, 1980; Blair
et al., 1996; Badoer, 2001). Estas conexdes podem desencadear alteracoes reflexas
na atividade simpatica que estdo envolvidas na regulacdo cardiocirculatéria
(Dampney, 1994; Badoer, 2001) e por isso o PVN foi denominado ndcleo pré-motor
simpético (Strack et al., 1989; Dampney, 1994). A RVLM contém neurbnios que se
projetam diretamente para 0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos na medula
espinhal téraco-lombar, sendo extremamente importante para a regulacdo tonica da
atividade simpatica e para os reflexos cardiovasculares simpéticos (Dampney, 1994).

Estudos mostram que o PVN possui projecdes que regulam o sistema
neurosecretor magnocelular, afetando outros grupos celulares, e desta maneira,
influencia as respostas autondmicas e adenohipofisarias que agem de modo a
liberar hormdnios que produzem respostas viscerais integradas (Kuypers e Maisky,
1975; Swanson e Kuypers, 1980; Swanson e Sawchenko, 1983). Os neurdnios
magnocelulares se localizam nas por¢des laterais do PVN e sao especializados na
sintese de vasopressina e ocitocina. Estes hormonios sdo conduzidos por meio de
projecdes axonais até a hipofise posterior, onde sao liberados na circulagdo (BLAIR
et al., 1996; JAPUNDI-IGON, 2013). A vasopressina, além de possuir um importante
papel hormonal na regulacdo do volume sanguineo (BURBACH et al., 2001,

STOCKER; HUNWICK; TONEY, 2005), atua como neurotransmissor, diminuindo a



29

atividade nervosa simpatica renal (FUJISAWA et al., 1994; PEULER et al., 1990).
Grande parte dos neurotransmissores presentes no SNC € encontrada no
PVN, sendo o GABA (Zhang e Patel, 1998; Allen, 2002) um mediador inibitério que
influencia respostas cardiovasculares, e o glutamato (Bains e Ferguson, 1997) o
principal mediador excitatorio da atividade simpatica (Herman et al., 2004; Mueller,

Foley, et al., 2006).

1.6 PAPEL DO GABA E GLUTAMATO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Como dito, existe um amplo niumero de neurotransmissores no SNC e grande
parte deles é encontrada no PVN, sendo o GABA (PATEL et al.,, 2001; ZHANG;
PATEL, 1998) e o glutamato (BAINS; FERGUSON, 1997) os principais aminoacidos
neurotransmissores presentes no SNC (HERMAN; MUELLER; FIGUEIREDO, 2004;
MUELLER et al., 2006). O glutamato € um importante neurotransmissor excitatorio
no PVN (BAINS; FERGUSON, 1997; HERMAN; MUELLER; FIGUEIREDO, 2004) e
diversos estudos demonstram que existem varios tipos de receptores
glutamatérgicos no PVN (BUSNARDO et al., 2013; CRESTANI et al., 2010;
MEEKER; GREENWOOD; HAYWARD, 1994).

A acédo excitatoria do glutamato ocorre por meio de dois tipos de receptores
denominados ionotropicos e metabotropicos. Os receptores ionotropicos sao
classificados em N-metil-D-aspartato (NMDA) e ndo-NMDA. Os receptores nao-
NMDA se subdividem em a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) e
cainato (BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009; KC; DICK, 2010). Estudos
demonstram que a ativacdo dos receptores NMDA no PVN aumenta a atividade

nervosa simpatica, PA, frequéncia cardiaca e modula a atividade barorreflexa
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(BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009; LI et al., 2006). Por outro lado, a ativagéo
dos receptores ndo-NMDA no PVN promove a regulacdo do sistema cardiovascular
através da liberacdo de vasopressina na circulacdo (BUSNARDO et al., 2012;
BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009). Além disso, estudos apontam que o NO
modula a acdo do glutamato através dos receptores NMDA (LEI et al., 1992;
ZANZINGER; CZACHURSKI; SELLER, 1997; ZHANG; PATEL, 1998), sugerindo que
a ativacdo dos receptores NMDA leva a um aumento da producédo de éxido nitrico
(NO) no PVN, que por sua vez, modula negativamente a ativacdo simpatica mediada
pela ativacdo dos receptores NMDA (LI; MAYHAN; PATEL, 2001).

O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC (DAMPNEY, 1994;
WU; SUN, 2015; XU et al., 2011b) e o neurotransmissor em maior quantidade no
hipotalamo (DECAVEL; VAN DEN POL, 1990), conhecido por sua funcao
simpatoinibitéria no PVN (MARTIN; SEGURA; HAYWOOD, 1991; ZHANG; PATEL,
1998). Os dois principais tipos de receptores gabaérgicos sdo os ionotrépicos
(GABA,) e os metabotrépicos (GABAg), sendo que o GABA atua principalmente pela
ativacao dos receptores GABAA (WU; SUN, 2015). A ativacdo do sistema gabaérgico
tem uma importante funcdo na resposta simpatoinibitéria mediada pelo NO no PVN
(HORN et al.,, 1994; ZHANG; PATEL, 1998), visto que a perfusdo do PVN com
liquido cefalorraquidiano contendo NO aumenta a concentracdo local de GABA
(HORN et al., 1994).

Diversas regides do hipotdlamo contém altas concentracbes de GABA,
incluindo a area hipotalamica anterior, area hipotalamica posterior e PVN (ELEKES
et al., 1986; HEYDEN et al., 1979). Estudos sugerem que o GABA e o glutamato
interagem no PVN de ratos, tendo em vista que o bloqueio da inibicdo mediada por

receptores GABA no PVN promove aumento da PA e FC (DE ABREU et al., 2009;
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MARTINS-PINGE et al., 2013) a qual, acredita-se que ocorra através da participacao
de outros neurotransmissores excitatérios, como o glutamato (CHEN; HAYWOOD;
TONEY, 2003; MARTINS-PINGE et al., 2013).

Sendo o PVN uma importante éarea de integracdo das respostas
cardiovasculares e autonémicas e, considerando que os neurotransmissores: GABA
e glutamato possuem importante papel no controle central da circulacdo no PVN, e
gue animais com parkinsonismo apresentam ténus cardiovascular diminuido, assim
como menor modulacdo simpatica para a PA, este estudo foi proposto para se
avaliar o possivel envolvimento ténico desses neurotransmissores nas alteracdes
cardiovasculares e auton6micas de animais induzidos ao parkinsonismo por 6-
OHDA. Além disso, nenhum estudo até o momento avaliou essas alteracfes e a

possivel participacdo do PVN, sejam elas em animais ou humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a participagdo dos neurotransmissores
GABA e glutamato do PVN, na regulagdo cardiovascular e autondmica de ratos

induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar os efeitos da microinjecdo de muscimol (agonista dos
receptores GABA,) no PVN no controle cardiovascular, autondomico e barorreflexo de
ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.

2. Analisar os efeitos da microinjecdo de bicuculina (antagonista dos
receptores GABA,) no PVN no controle cardiovascular, autondmico e barorreflexo de
ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.

3. Analisar os efeitos da microinjecdo de LY (antagonista dos receptores
NMDA para o glutamato) no PVN no controle cardiovascular, autondmico e
barorreflexo de ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.

4. Analisar os efeitos da microinjecdo de NBQX (antagonista dos
receptores ndo-NMDA para o glutamato) no PVN no controle cardiovascular,

autondmico e barorreflexo de ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas (CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL). Todos os protocolos experimentais foram realizados de acordo
com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério e os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Londrina com registro

no CEEA sob o n°® 7570.2015.11.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, pesando entre 280-320 gramas no
inicio dos protocolos. Esses animais foram fornecidos pelo biotério central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). No biotério setorial, os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno (45X25X25cm) em sala com temperatura
controlada (21 + 2°C) com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com comida e agua a

vontade, exceto durante 0s experimentos.
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3.2 CIRURGIAS

3.2.1 Cirurgia estereotaxica para inducéo do parkinsonismo

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina
(100:20 mg/Kg, IP; Ceva Santé Animale®, Sao Paulo, Brasil) e posicionados em
aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA). Em seguida,
foi realizada a abertura da pele no sentido rostro-caudal, deixando em evidéncia a
sutura bregma. Posteriormente, foram feitas perfuragdes nos cranios dos animais
com uma broca de baixa rotagao, permitindo a microinfusao bilateral da neurotoxina
6-OHDA (6 mg/mL em 0,2% de acido ascorbico diluido em solugdo salina estéril)
diretamente na SNpc. Foram utilizadas para a perfuracdo 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, 2007). A microinfusédo foi realizada com o auxilio de uma agulha (30
gauge) conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma microseringa de 10 ul
(Hamilton, EUA) encaixada em uma bomba de infusdo. Seguida a infusdo da toxina
(3 minutos), a agulha permanecia no local por mais 2 minutos para evitar o refluxo
da substancia. O grupo sham era submetido ao mesmo procedimento cirurgico,
entretanto, ndo recebeu a infusdo de nenhuma toxina, sendo infundido somente

veiculo nas mesmas coordenadas estereotaxicas.

3.2.2 Cirurgia estereotaxica para implante de canulas-guia direcionadas ao

PVN
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Imediatamente apdés a finalizacdo da cirurgia estereotaxica descrita
anteriormente no item 3.2.1, e com o animal ainda anestesiado e posicionado no
estereotaxico foi realizado o implante de canulas-guia direcionadas ao PVN,
conforme ja descrito na literatura (DE ABREU et al., 2009). Para isto, a barra incisiva
foi posicionada 5,0 mm abaixo da linha interaural. Feito isso, foram produzidos dois
forames bilaterais e equidistantes da linha média, para o implante das canulas-guia
(de 20 mm de comprimento), cujas coordenadas estereotaxicas (PAXINOS e
WATSON, 1998) utilizaram como referéncia a sutura bregma (AP= -1,4 mm, L= 0,5
mm; DV= 6,5 mm). A torre foi posicionada sem inclinacdo (0 grau). Para dar suporte
as canulas-guia, foi utilizada uma pega (“pé de pato”) com encaixe para as canulas-
guia separados por uma distancia de 1 mm. Foram colocados dois parafusos
pequenos, um em cada extremidade da abertura no sentido rostro-caudal, com o
objetivo de reforgar a fixagdo das canulas-guia pelo acrilico. Essas canulas foram
fixadas no cranio com resina acrilica. Apds a completa fixagao da canula, a torre do
estereotaxico foi removida e com o objetivo de ndo obstruir as canulas-guia até a
realizacdo dos experimentos, foi introduzido nas mesmas um oclusor. Apds a
cirurgia cerebral foi administrada uma dose de penicilina (30.000 Ul) por via
intramuscular e os animais foram colocados em gaiolas individuais com ambiente
aquecido para recuperacdo da anestesia e posteriormente eram encaminhados a
sala de manutengado dos animais. No biotério os animais operados permaneciam por

6 dias.



36

3.3 CATETERIZACAO DE ARTERIA FEMORAL

Seis dias ap0s a cirurgia estereotaxica e vinte e quatro horas antes do registro
dos parametros cardiovasculares, 0s animais foram anestesiados com
tribromoethanol (250 mg/Kg IP) e submetidos a uma cirurgia para cateterizacédo da
artéria femoral, para monitorizacao dos parametros cardiovasculares de forma direta.

Uma incisdo de 1,0 cm foi realizada na fossa iliaca direita do animal e a
artéria femoral foi dissecada. Uma linha de sutura foi utilizada para isolar a regiao
distal da artéria femoral e uma pinca hemostatica foi inserida a fim de obstruir
temporariamente o fluxo arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito na artéria
femoral e a canula introduzida e cuidadosamente fixada na artéria. O mesmo
procedimento foi realizado para a veia femoral. Apds esse procedimento, as canulas
foram exteriorizadas na regido dorsal do animal através de um trocater por via
subcutanea e fixadas a pele por sutura cirargica. As canulas foram fechadas com
oclusores.

As canulas eram confeccionadas a partir de 4 cm de polietileno PE-10
conectado a um segmento de 17 cm de PE-50. Apds o retorno da anestesia, cada
rato foi colocado em uma gaiola individual com agua e racdo, onde permaneceu até

0 momento do experimento no dia seguinte.

3.4 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

Apoés 24 horas da cateterizacdo, os animais foram submetidos ao registro

basal da PAP, seguido do protocolo experimental. O registro direto da PAP foi

realizado através de uma canula previamente implantada na artéria femoral. O
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registro foi feito com os animais ndo anestesiados e com livre movimentacdo de
acordo com trabalhos prévios (MARTIN; HAYWOOD, 1992; MARTINS-PINGE et al.,
2013). A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor de pressao
(Powerlab modelo MLTO0380) conectado a um sistema de registro computadorizado
(Powerlab/ADInstruments), obtendo-se assim a pressao arterial pulsatil (PAP) e
consecutivamente a PAM e a FC eram registradas em um segundo e terceiro canal,
respectivamente.

Durante o periodo de registro os animais foram mantidos dentro de caixas
individuais em ambiente silencioso e desprovidos de estimulos estressantes.
Experimentos pilotos ja evidenciaram que os procedimentos utilizados neste trabalho
nao causam reacdes dolorosas ou outro tipo de comportamento que interfira no
registro cardiovascular ou que ndo seja previsivel pela administracdo de certas
substancias no PVN. Caso isso ocorresse, 0S animais eram imediatamente

eutanasiados e descartados como sujeitos experimentais.

3.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

ApGs o registro basal da PAP por aproximadamente 30 minutos, foi realizado

o tratamento farmacologico no PVN.

3.5.1 Tratamento farmacologico do PVN

Em grupos experimentais diferentes foi realizada a microinje¢édo bilateral no

PVN de uma das seguintes drogas: salina fisioldgica 0,9% (100 nL; n = 9), bicuculina

(antagonista dos receptores GABAA, 1 mM/100 nL; n = 9), muscimol (agonista dos
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receptores GABAa, 15 mM/100 nL; n = 8), LY235959 (antagonista dos receptores
glutamatérgicos NMDA 2 mM/100 nL; n = 8), NBQX (antagonista dos receptores
glutamatérgicos ndo-NMDA, 2 mM/100 nL; n = 8).

Uma canula microinjetora com comprimento de 21 mm, conectada a um tubo
de polietileno (PE-10) e este a uma seringa Hamilton (modelo 701), foi colocada no
interior da canula guia, injetando-se manualmente 100 nL de cada droga. O volume
injetado foi verificado pelo deslocamento de bolhas de ar. As concentracdes das
substancias microinjetadas foram baseadas em trabalhos prévios (BUSNARDO et
al., 2016; BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009; MARTINS-PINGE et al., 2013;

SCHLENKER et al., 2001; ZHANG; PATEL, 1998).

3.5.2 lIdentificacdo funcional do PVN

Ao final do protocolo experimental, todos os animais (exceto o grupo que
recebeu muscimol, que ndo responde a bicuculina, pois atuam no mesmo sitio
receptor) receberam centralmente a administracdo bilateral de bicuculina
(ImM/100nL) no PVN, afim de se obter a marcagao funcional do PVN, que consiste
em aumento da PAM e FC e comportamento de autolimpeza (MARTIN; SEGURA,

HAYWOOD, 1991).

3.5.3 Dissecacéao do estriado e Histologia do Cérebro

Previamente a decapitagdo dos animais, foi realizada a microinjecdo de azul

de Evans bilateralmente no PVN e apds a decaptacdo as amostras de tecido

cerebral contendo o PVN foram armazenadas em formaldeido para futura anélise
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histol6gica. Ja os estriados dos animais foram dissecados manualmente e pesados,

para serem entdo armazenados a - 80° C para posterior analise.

3.5.3.1 Marcacao e Histologia do PVN

Apés o término do protocolo experimental e eutanasia dos animais, foram
retirados os cérebros dos animais e a parte do cérebro contendo o PVN foi retirada e
armazenada em formalina (10%) para realizacdo de corte histologico e analise das
laminas. Os cérebros foram seccionados em criostato através de cortes de 40 um da
regido do PVN. Os cortes obtidos foram posicionados e fixados em laminas de vidro
e corados pela técnica de vermelho neutro 1%. Estes cortes foram analisados ao
microscopio Optico e comparados ao Atlas cerebral de ratos (PAXINOS, 2007).
Somente 0s animais que tiveram os sitios marcados na area do PVN foram

considerados como animais experimentais.

3.5.3.2 Determinacao dos niveis de DA no estriado por cromatografia liquida de

alta performance

As amostras do estriado dissecado foram suspendidas com acido perclérico
0,1 M com 0,02% de metabissulfito de sddio como antioxidante, em concentragao de
15 pL/mg de material cerebral. Apds sonicagdo, os homogenatos foram
centrifugados a 13.000 rpm durante 10 min a 4° C e 30 pl. O sobrenadante foi
injetado em uma estagcédo de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com
detector eletroquimico. As areas de pico foram comparadas as areas dos padrdes

externos (Sigma-Aldrich, EUA) para identificagdo das monoaminas e metabdlitos. As
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concentragdes das substancias foram corrigidas pela massa das amostras de tecido

que foram dissecados e foram expressos como ng de substancia por mg de tecido.

3.5.4 Variabilidade da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

A analise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da pressao arterial
sistélica (PAS) no dominio da frequéncia foi realizada utilizando o software
computacional CardioSeries v2.4 (TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013). Uma vez que este
programa computacional ndo realiza aquisicdo de dados, os registros de PAP basal
e apos tratamento farmacolégico, foram processados pelo programa computacional
LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual é capaz de detectar
pontos de inflexdo nos pulsos de presséo e gerar séries, batimento-a-batimento, com
valores de IP e PAS para cada ciclo cardiaco.

As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacdo cubica do tipo
spline, para regularizagdo do intervalo de tempo entre batimentos. As séries com
valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com 512 valores
cada, com sobreposicdo de 50% (Protocolo de Welch). A estacionariedade dos
valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada visualmente e 0os segmentos
com artefatos ou transientes foram excluidos.

ApoOs a inspecéo visual dos segmentos com valores interpolados de IP e PAS
e da inspecdo dos espectros, os segmentos considerados adequados foram
integrados em bandas de baixa frequéncia (LF: 0,20 — 0,75 Hz) e alta frequéncia
(HF: 0,75 — 3,00 Hz), e os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms?

ou mmHg?) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio de
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calculos da poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideracdo a
poténcia total de espectro menos a poténcia de banda de muito baixa frequéncia
(VLF: < 0,20 Hz). Para avaliar o balan¢o simpatovagal cardiaco, calculou-se a razao
entre a poténcia das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro do IP (DUTRA et al.,

2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

3.5.5 Analise do Barorreflexo Espontaneo

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio do tempo por meio
do método da sequéncia. Utilizando-se o programa computacional CardioSeries
v2.4, 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, nas quais aumentos progressivos da PAS
foram acompanhados por aumentos progressivos do IP ou redugdes progressivas da
PAS foram acompanhadas por redug¢des progressivas do IP. Para detecgdo das
alteracbes da PAS e do IP foram utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms,
respectivamente.

ApoOs a deteccdo de uma rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais
batimentos), nos quais aumentos ou reducbes progressivas da PAS foram
acompanhados, ou ndo de aumentos ou redugdes do IP, o programa computacional
buscava por alteragcbes no IP sem qualquer intervalo, ou seja, delay de zero
batimento. Uma sequéncia barorreflexa sé foi utilizada quando o coeficiente de
correlagdo (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou igual a 0,8. A SBR foi
determinada a partir da média de inclinacdo da reta da regresséao linear entre os

valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa encontrada.
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3.6 Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise exploratéria de cada variavel para
analisar a normalidade da distribuicdo (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade
das variancias (teste de Levene). Para estas andlises foi utilizado o programa IBM®
SPSS® Statistics, versdo 22. As analises subsequentes foram conduzidas atraves
do programa estatistica Prism® versdo 6.0 (GraphPad®, San Diego, CA). Todas as
variaveis se apresentaram com distribuicdo normal e homogéneas foram analisadas
por testes estatisticos paramétricos. A analise paramétrica foi conduzida e os valores
demonstrados como média * erro padrdo da média. A analise de diferencas entre 0s
grupos controle e tratado, e o efeito de cada droga foi realizada através da andlise
de variancia de duas vias (Two-Way Anova) seguido do pds-teste de Bonferroni. O
nivel de significancia assumido foi de 95% (p<0,05).

As diferengas entre os grupos experimentais e sham foram comparados
utiliizando-se o teste t de Student para amostras ndo pareadas. Os dados obtidos

foram expressos como média + erro padrao da média (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE DOPAMINA NO ESTRIADO

A analise neuroquimica no estriado (Figura 3A) indica que os niveis de DA no
grupo 6-OHDA (1,13 = 0,18; n = 32) apresentou-se reduzido comparado ao grupo
sham (5,35 + 0,3; n = 34). Estes resultados indicam uma diminuicdo de DA maior

que 70%, confirmando a lesdo nos animais submetidos a infusdo de 6-OHDA.

4.2 CONFIRMACAO HISTOLOGICA DOS SITIOS DE MICROINJECAO

A confirmacdo dos sitios de microinjecdo no PVN (Figura 3B e 3C) foi
realizada através de analise histologica, utilizando-se a técnica de coloracdo do
vermelho neutro. A visualizacdo dos cortes histolégicos possibilitou confirmar que os
efeitos das drogas administradas centralmente sobre o0s parametros
cardiovasculares e autonémicos eram decorrentes da microinjecdo no PVN dos

ratos, conforme coordenadas do Atlas Paxinos e Watson (PAXINOS, 2007).
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Figura 3. (A) Concentracdo de dopamina (DA) no estriado (avaliada por HPLC) 7
dias apos a infusao bilateral de salina (Sham) ou 6-OHDA na substancia negra pars
compacta. Valores expressos como meédia £+ EPM, n = 30-32 ratos por grupo, p <
0,05. #Comparado ao grupo sham (teste t-student), p<0,05. (B) Representacdo
esquematica dos sitios de microinjecao no PVN ( * ): Microinjecao na regiao
rostral (1,8 mm) a caudal (2,12 mm) da regido do PVN. Distancia posterior ao
bregma é mostrado para cada seccao de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson
(2007). (C) Fotomicrografia de uma lamina histolégica do PVN. Abreviaturas: 3V,

terceiro ventriculo; AH, hipotdlamo anterior.
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4.3 PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA BASAIS DE RATOS

SHAM E 6-OHDA

Os valores de PAM e FC dos ratos sham e 6-OHDA no periodo basal (pré-

droga) sédo apresentados na Tabela 1. Os valores basais da PAM e FC nos ratos

lesados com 6-OHDA se mostraram reduzidos quando comparados ao grupo SHAM.

Tabela 1. Valores basais de PAM e FC dos ratos sham e 6-OHDA

Sham 6-OHDA
PAM FC PAM FC
Veiculo 111+2 35045 99+1* 291+4"
Bicuculina 109+2 35545 100+1* 298+3"
Muscimol 110+2 34619 99+1* 297+5"
LY235959 11143 346110 98+4" 310+4*
NBQX 107+2 346+10 95+4" 310+4"

PAM, pressao arterial média; FC, frequéncia cardiaca. #Diferen(;a em relacdo ao grupo
sham, p<0,05.
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4.4EFEITOS CARDIOVASCULARES APOS A MICROINJECAO DE VEICULO,

BICUCULINA, MUSCIMOL, LY235959 OU NBQX NO PVN

Os valores basais da PAM e FC (Tabela 1) nos ratos lesados com 6-OHDA
(99 £ 3 mmHg, 291 + 4 bpm) se mostraram reduzidos quando comparados ao grupo
SHAM (111 £ 6 mmHg, 350 + 4 bpm) e a administracdo de veiculo ndo afetou estes
parametros. A administracdo de bicuculina no PVN do grupo sham promoveu um
aumento da PAM (BIC: 123 + 8 mmHg, Basal: 111 + 6 mmHg) e da FC (BIC: 435+ 9
bpm; Basal: 355 + 5 bpm) e a microinjecéo de bicuculina no grupo 6-OHDA acentuou
o aumento da PAM observada no grupo sham (6-OHDA: 136 + 11 mmHg; SHAM:
111 + 6 mmHg) e também da FC (6-OHDA: 487 + 15 bpm; SHAM: 435 = 9 bpm)
(Figura 4). O blogueio do PVN com muscimol ndo promoveu alteractes
cardiovasculares em ambos os grupos (Figura 5).

O bloqueio dos receptores NMDA com LY no PVN do grupo sham ndéo
promoveu alteragdes nos parametros pressoricos (LY: 107 £ 2 mmHg; Basal: 111 +
3 mmHg) e de frequéncia cardiaca (LY: 352 + 4 bpm; Basal: 346 + 10 bpm), porém,
guando microinjetado no PVN do grupo 6-OHDA, o LY reduziu a PAM (LY: 83 £ 2
mmHg; Basal: 98 + 4 mmHg) e a FC (LY: 251 = 6 bpm; Basal: 310 £ 4 bpm) (Figura
6). A administracdo de NBQX ndo alterou os parametros cardiovasculares

observados em ambos os grupos (Figura 7).
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Figura 4. (A) Analise dos parametros de pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) antes e ap6s a microinjecdo de bicuculina (Bic, 1 mM/100 nL) no
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN) em ratos ndo anestesiados, 7 dias ap0s
a infusdo de solucéo salina (Sham) ou 6-OHDA bilateralmente na substancia negra
pars compacta. (B) Tracados tipicos das alteracdes cardiovasculares produzidas por
microinjecdes no PVN de ratos ndo anestesiados, 7 dias apés a infuséo bilateral de
solucéo salina (SHAM) ou 6-OHDA na substantia negra pars compacta. Registros
tipicos de pressao arterial pulséatii (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM,
mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm), ilustrando as respostas cardiovasculares a
microinjecao de Bic no PVN. As setas indicam o tempo de injecdo. * Diferenca pré e
pos-droga. “Diferenca do grupo Sham. Valores sdo expressos como média + EPM, n
= 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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Figura 5. (A) Analise dos parametros de presséo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) antes e apos a administracdo de muscimol (Mus, 15 mM/100 nL) no
ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN) de ratos ndo anestesiados, 7 dias apés
a infusdo de solucéo salina (Sham) ou 6-OHDA bilateralmente na substancia negra
pars compacta. Veiculo (solugdo salina). (B) Tracados tipicos das alteracbes
cardiovasculares produzidas por microinjecfes bilaterais no PVN de ratos nao
anestesiados, 7 dias apoés a infusdo bilateral de solucéo salina (SHAM) ou 6-OHDA
na substancia negra pars compacta. Registros tipicos de pressédo arterial pulsatil
(PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC,
bpm), ilustrando as respostas cardiovasculares a microinje¢cdo de Mus no PVN. As
setas indicam o tempo de injec&o. * Diferenca pré e pés-droga. “Diferenca do grupo
Sham. Valores sdo expressos como média + EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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Figura 6. (A) Analise dos parametros de pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) antes e ap0s a microinjecao bilateral de LY 235959 (LY, 2 mM/100 nL)
no nucleo paraventricular do hipotadlamo (PVN) em ratos ndo anestesiados, 7 dias
apos a infusdo de solucdo salina (Sham) ou 6-OHDA bilateralmente na substancia
negra pars compacta. (B) Tracados tipicos das alteracbes cardiovasculares
produzidas por microinjecbes no PVN de ratos ndo anestesiados, 7 dias apés a
infusdo bilateral de solucédo salina (SHAM) ou 6-OHDA na substantia negra pars
compacta. Registros tipicos de pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm), ilustrando as
respostas cardiovasculares a microinjecao de LY no PVN. As setas indicam o tempo
de injecdo. * Diferenca pré e pos-droga. "Diferenca do grupo Sham. Valores sdo
expressos como média £ EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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Figura 7. (A) Analise dos parametros de presséo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) pré e pos-droga no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) em
ratos ndo anestesiados, 7 dias apés a infusdo de solucéo salina (Sham) ou 6-OHDA
bilateralmente na substancia negra pars compacta. Veiculo (solu¢do salina). (B)
Tracados tipicos das alteragBes cardiovasculares produzidas por microinjecdes no
PVN de ratos ndo anestesiados, 7 dias apds a infusédo bilateral de solucdo salina
(SHAM) ou 6-OHDA na substantia negra pars compacta. Registros tipicos de
pressao arterial pulsatii (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e
frequéncia cardiaca (FC, bpm), ilustrando as respostas cardiovasculares a
microinjecao de NBQX no PVN. As setas indicam o tempo de injecdo. *Diferenca pré
e pés-droga. “Diferenca do grupo Sham. Valores s&o expressos como média + EPM,
n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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45EFEITOS DA MICROINJECAO DE BICUCULINA NO PVN SOBRE A

MODULACAO AUTONOMICA DA PAS E IP

Os resultados mostram uma menor variancia da PAS no modelo 6-OHDA (6-
OHDA: 9 = 0,7 mmHg; SHAM: 24 + 2 mmHg). A ativacdo do PVN com bicuculina
aumentou a variancia da PAS do grupo sham (BIC: 37 £ 4 mmHg; Basal: 23 + 2
mmHg) e no grupo 6-OHDA, o efeito da bicuculina foi maior (BIC: 66 + 5 mmHg;
Basal: 8 £+ 1 mmHg) do que o observado no grupo sham. Do mesmo modo, a
bicuculina promoveu um aumento do LF da PAS no grupo sham (BIC: 8 + 1 mmHg;
Basal: 5 £ 0,7 mmHg) e este aumento foi maior no grupo 6-OHDA (BIC: 10 = 0,7
mmHg; Basal: 2 + 0,4 mmHg) (Figura 8).

A analise espectral do IP mostrou que a lesdo provocada pela 6-OHDA
promoveu uma reducéo da variancia (6-OHDA: 22 + 2 ms?; SHAM: 56 + 4 ms?) e que
a microinjecdo de bicuculina no PVN levou a um aumento da variancia no grupo
sham (BIC: 85 + 6 ms% SHAM: 52 + 4 ms?) e no grupo 6-OHDA. No entanto, a
bicuculina no grupo 6-OHDA resultou em maior aumento da variancia (BIC: 148 + 16
ms?% Basal: 18 + 2 ms?) do que no grupo sham. Portanto, a bicuculina teve seu efeito
intensificado no grupo 6-OHDA (Figura 8).

A lesdo por 6-OHDA promoveu uma reducdo da modulacdo simpatica
cardiaca dos ratos induzidos ao parkinsonismo (6-OHDA: 5 + 0,4 ms% SHAM: 2 +
0,3 ms?) e ao mesmo tempo aumentou a modulacdo parassimpatica (6-OHDA: 14 +
2 ms?, SHAM: 5 + 0,7 ms?). A microinjec&o de bicuculina nos ratos 6-OHDA teve um
maior efeito sobre o LF do que o observado nos ratos sham (BIC: 12 + 1 ms?;
SHAM: 2 + 0,3 ms?) e, a0 mesmo tempo, nos ratos 6-OHDA, a bicuculina impediu o

aumento do HF (BIC: 5 + 0,8 ms?% pré-droga: 12 + 2 ms?). A ativacdo do PVN com
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bicuculina promoveu o aumento da razdo LF/HF dos animais sham (BIC: 0,7 + 0,2
ms% Basal: 0,4 + 0,1 ms?) e no grupo 6-OHDA promoveu um maior aumento (BIC:

1,2 + 0,4 ms? Basal: 0,5 + 0,1 ms?) do que o observado nos ratos sham (Figura 8).
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Figura 8. Parametros espectrais de pressao arterial sistolica (PAS) e intervalo de
pulso (IP) pré e poOs-microinjecdo de bicuculina no PVN (1 mM / 100 nL). A
variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) foi realizada em ratos ndo anestesiados
apos 7 dias de infusédo intranigral bilateral de solucéo salina (sham) ou 6-OHDA. Os
valores séo expressos como médias + EPM (n = 7-9 ratos por grupo, P<0,05). LF,
baixa frequéncia; LFnu, baixa frequéncia normalizada; HFnu, alta frequéncia
normalizada; razdo LF/HF. * Diferenca pré e pés-droga. “Diferenca do grupo Sham.
Valores sao expressos como média + EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.



54

4.6EFEITOS DA MICROINJECAO DE MUSCIMOL NO PVN SOBRE A

MODULACAO AUTONOMICA DA PAS E IP

A modulacdo autonémica do IP e PAS apresentou-se diminuida no grupo 6-
OHDA em comparacdo ao grupo sham no periodo basal. O bloqueio da
neurotransmissdo no PVN através da microinjecdo de muscimol ndo promoveu
alteracdes na variancia da PAS do grupo sham (MUS: 21 + 3 mmHg; Basal: 21 + 2
mmHg) e do grupo 6-OHDA (MUS: 10 + 1 mmHg; Basal: 9 £+ 0,8 mmHg) e, do
mesmo modo, ndo afetou o componente LF da PAS do grupo sham (MUS: 5 + 0,7
mmHg; Basal: 6 + 0,5 mmHg) e do grupo 6-OHDA (MUS: 2 £ 0,3 mmHg; Basal: 1,8 £
0,2 mmHg) (Figura 9).

Semelhantemente, o muscimol ndo afetou a variancia do IP do grupo sham
(MUS: 62 + 8 ms?; Basal: 61 + 6 ms?) e do grupo 6-OHDA (MUS: 28 + 2 ms?; Basal:
27 + 2 ms?). Igualmente, o bloqueio com o muscimol ndo alterou o componente LF
do IP do grupo sham (MUS: 50 + 3 ms?; Basal: 48 + 4) e do grupo 6-OHDA (MUS: 23
+ 4 ms?; Basal: 29 + 3 ms?) e também n&o alterou o componente HF do grupo sham
(MUS: 52 + 3 ms?; Basal: 54 + 2 ms?) e do grupo 6-OHDA (MUS: 75 + 4 ms?%; Basal:
69 = 3). O balanco simpato-vagal ndo foi alterado pela administracdo de muscimol

em nenhum dos grupos (6-OHDA: 0,6 + 0,06 ms? SHAM: 0,6 + 0,07 ms?) (Figura 9).



55

[ Sham Pré-droga

Bl Sham Pos-droga Pressao Arterial
6-OHDA Pré-droga Intervalo de Pulso Sistolica
Hl 6-OHDA Pés-droga
200+ 1.5 80+
&
& 150+ 2 60-
£ 1.04 £
s T E
g100- < - g 404
[t -l Q
'g o 0.5+ - 7 ‘5
S 504 S0
# # S g #
/ =
: 7/ % : W |
MUS MUS MUS
100~ 100~ 15+
80+ 80~ # #
- _ - %— &; 10-
5 604 5609 __ / £
" ] / T P
- 40- # T 40- =
# / w5
7777 =t
20+ // i 20+ / 4 #
: % . % ; W |
MUS MUS MUS

Figura 9. Parametros espectrais de pressao arterial sistdlica (PAS) e intervalo de
pulso (IP) pré e poés-microinjecdo de muscimol no PVN (15 mM /100 nL). A
variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) foi realizada em ratos ndo anestesiados
apos 7 dias de infusédo intranigral bilateral de solucdo salina (sham) ou 6-OHDA. Os
valores s@o expressos como médias £ EPM (n = 7-9 ratos por grupo, * P <0,05). LF,
baixa frequéncia; LFnu, baixa frequéncia normalizada; HFnu, alta frequéncia
normalizada; razdo LF/HF. * Diferenca pré e pés-droga. “Diferenca do grupo Sham.
Valores sdo expressos como média £ EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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4.6.1 EFEITOS DA MICROINJECAO DE LY235959 NO PVN SOBRE A

MODULACAO AUTONOMICA DA PAS E IP

A microinjecdo de LY néo alterou a variancia basal da PAS do grupo sham
(SHAM: 27+ 2 mmHg; Basal: 26 + 2 mmHg), todavia, no grupo 6-OHDA promoveu
uma reducédo da variancia (6-OHDA: 5 £ 0,8 mmHg; Basal: 15 + 1 mmHg, P<0,05). A
modulacdo simpatica da PAS se mostrou reduzida nos animais 6-OHDA (6-OHDA:
2,3 + 0,3 ms? Sham: 5,3 + 0,5 ms?, p<0,05) e a microinjecdo de veiculo ndo afetou
estes resultados observados em ambos os grupos. Ja a administracdo de LY no
PVN, embora ndo tenha afetado a modulacdo simpética no grupo sham (LY: 6,7 +
0,5 ms? Basal: 6,5 + 0,5 ms?), promoveu uma reducdo dessa modulacdo no grupo
6-OHDA (LY: 0,8 + 0,2 ms?; Basal: 3,8 + 0,4 ms?) (Figura 10).

A administracdo de LY no PVN do grupo sham nao alterou a variancia
comparado aos valores basais do IP (LY: 54 + 6 ms?; Basal: 60 + 5 ms?). J& no
grupo 6-OHDA, a microinjecdo de LY promoveu uma reducao da variancia (LY: 7+ 2
ms% Basal: 31 + 3 ms?, P<0,05). Além disso, o grupo 6-OHDA apresentou uma
menor modulacdo simpatica do IP (6-OHDA: 2,9 + 0,1 ms? SHAM: 55 + 0,5 ms?,
P<0,05) e maior modulacdo parassimpatica (6-OHDA: 14 + 1 ms% SHAM: 5 + 0,5
ms?, P<0,05). A administracdo do veiculo ndo promoveu alteracbes em ambos o0s
parametros. A microinjecéo de LY no PVN do grupo sham néo alterou a modulacao
auton6mica do IP, no entanto, quando administrado no grupo tratado com 6-OHDA,
o LY reduziu a modulacdo simpéatica (LY: 0,6 + 0,1 ms% Basal: 2,9 + 0,1 ms?
P<0,05) e acentuou o aumento da modulagdo parassimpatica basal observado no

grupo 6-OHDA (LY: 16 +1,4 ms% Basal: 12 + 0,8 ms? P<0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Parametros espectrais de pressao arterial sistdlica (PAS) e intervalo de
pulso (IP) pré e pos-microinjecdo de LY235959 (LY) no PVN (2 mM /100 nL). A
variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) foi realizada em ratos ndo anestesiados
apos 7 dias de infusédo intranigral bilateral de solucdo salina (sham) ou 6-OHDA. Os
valores s@o expressos como médias £ EPM (n = 7-9 ratos por grupo, * P <0,05). LF,
baixa frequéncia; LFnu, baixa frequéncia normalizada; HFnu, alta frequéncia
normalizada; razdo LF/HF. *Diferenca pré e pés-droga. "Diferenca do grupo Sham.
Valores sdo expressos como média £ EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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4.7EFEITOS DA MICROINJECAO DE NBQX NO PVN SOBRE A MODULACAO

AUTONOMICA DA PASE IP

A modulacado autonémica do IP e PAS se apresentou diminuida no grupo 6-
OHDA e o bloqueio dos receptores ndo-NMDA do PVN, através da microinjecdo de
NBQX, ndo alterou a modulacdo autondmica sobre os parametros de PAS e IP de
ambos os grupos (Figura 11).

A modulacdo autonémica do IP e PAS se apresentou diminuida no grupo 6-
OHDA e o bloqueio dos receptores ndo-NMDA do PVN, através da microinjecdo de
NBQX, nao alterou a variancia da PAS do grupo sham (NBQX: 28 + 2 mmHg; Basal:
27 £ 3 mmHg) e do grupo 6-OHDA (NBQX: 14 + 2 mmHg; Basal: 13 + 2 mmHg) e
identicamente, ndo alterou o LF do grupo sham (NBQX: 5 + 0,8 mmHg; Basal: 5 +
0,6 mmHg) e do grupo 6-OHDA (NBQX: 2 + 0,7 mmHg; Basal: 2 + 0,6 mmHQ)
(Figura 11).

Da mesma maneira, a administracdo de NBQX no PVN néo alterou a
variancia do IP do grupo sham (NBQX: 55 + 7 ms?; Basal: 57 + 8 ms?) e do grupo 6-
OHDA (NBQX: 24 + 2 ms? Basal: 21 + 2 ms?), ndo afetou o componente LF do IP do
grupo sham (NQBX: 5 + 0,8 ms?; Basal: 5 + 0,6 ms?) e do grupo 6-OHDA (NBQX: 2 +
0,6 ms% Basal: 2 + 0,6 ms®) e ndo modificou o componente HF do grupo sham
(NBQX: 7 + 0,5 ms% Basal: 6 + 0,5 ms?) e do grupo 6-OHDA (NBQX: 16 + 1 ms?;
Basal: 14 + 1 ms?. Ainda, o balanco simpato-vagal ndo foi alterado pela
administracdo de NBQX no grupo sham (NBQX: 0,5 + 0,06 ms?; Basal: 0,5 + 0,07
ms?) e no grupo 6-OHDA (6-OHDA: 0,5 + 0,02 ms? Basal: 0,5 + 0,04 ms?) (Figura

11).
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Figura 11. Parametros espectrais de pressao arterial sistolica (PAS) e intervalo de
pulso (IP) pré e pdés-microinjecdo de NBQX no PVN (2 mM /100 nL). A variabilidade
da frequéncia cardiaca (HRV) foi realizada em ratos ndo anestesiados ap6s 7 dias
de infuséo intranigral bilateral de solucéo salina (sham) ou 6-OHDA. Os valores sao
expressos como médias =+ SE (n = 7-9 ratos por grupo, * P <0,05). LF, baixa
frequéncia; LFnu, baixa frequéncia normalizada; HFnu, alta frequéncia normalizada;
razdo LF/HF. *Diferenca pré e pds-droga. “Diferenca do grupo Sham. Valores s&o
expressos como média * EPM, n = 7-9 ratos por grupo, p<0,05.
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4.8 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

O grupo que recebeu a infusdo de 6-OHDA na SNpc apresentou um maior
aumento no ganho total (6-OHDA: 2,1 + 0,1 ms/mmHg; SHAM: 1,38 + 0,09
ms/mmHg) e no indice de efetividade barorreflexa (BEI) (6-OHDA: 0,21 +0,01;
SHAM: 0,12 £+ 0,01 ms/mmHg) e a administracdo do veiculo no PVN néo alterou o
ganho total e o BEI em ambos os grupos. JA4 a microinje¢cdo de Bic aumentou o
ganho total no grupo sham (BIC: 1,9 + 0,09 ms/mmHg, Basal: 1,4 + 0,1 ms/mmHg) e
o BEI (BIC: 0,2 + 0,01 ms/mmHg, Basal: 0,13 + 0,01 ms/mmHg) e, o efeito da
bicuculina foi ainda maior no grupo 6-OHDA, acentuando o ganho total (BIC: 2,7 £
0,08 ms/mmHg; Basal: 1,9 + 0,08 ms/mmHg) e o BEI (BIC: 0,27 + 0,1 ms/mmHg;
Basal: 0,2 + 0,01 ms/mmHg). O blogueio do PVN com muscimol ndo alterou o
barorreflexo espontaneo de ambos os grupos. A administracdo de LY ndao promoveu
alteracdes no ganho total e no BEI do grupo sham, enquanto no grupo 6-OHDA, o
LY impediu o aumento do ganho total (LY: 1,7 + 0,1 ms? Basal: 2,3 + 0,1 ms?) e
reduziu o BEI (LY: 0,07 + 0,01 ms?% Basal: 0,19 + 0,01). A microinjecdo de NBQX

nao alterou o barorreflexo espontdaneo de ambos os grupos (Figura 12).
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Figura 12. Analise do barorreflexo espontaneo durante o periodo basal e apdés
administracdo de drogas no ndcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) de ratos nédo
anestesiados, 7 dias apos a infusdo bilateral de salina (Sham) ou 6-OHDA na
substancia negra pars compacta. VEI (veiculo), BIC (bicuculina) LY (LY235959),
NBQX, BEI (indice de efetividade baroreflexa). *Comparado ao periodo pré-droga.
*Comparado ao grupo sham. Valores expressos como média + EPM, n = 7-9 ratos por
grupo, p <0,05.



62

5 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se o envolvimento do PVN na regulacdo das
alteracdes cardiovasculares e autondmicas de ratos ndo-anestesiados apos a leséo
bilateral da SNpc pela infusdo de 6-OHDA ou salina (sham). A microinjecdo de
bicuculina (antagonista GABA,) no PVN promoveu um aumento da PAM e FC no
grupo sham e intensificou o aumento da PAM e FC no grupo 6-OHDA. O NBQX
(inibidor ndo-NMDA), assim como o muscimol (agonista GABAA), hdo promoveu
alteracbes na PAM e FC no grupo sham ou no grupo 6-OHDA, todavia, a
microinjecdo de LY235959 (inibidor NMDA) no PVN ndo induziu alteracdes
cardiovasculares no grupo sham, mas diminuiu a PAM e a FC no grupo 6-OHDA.
Além disso, a modulacdo autondémica apdés a microinjecdo de drogas no PVN
corrobora com os dados cardiovasculares obtidos, indicando que o aumento da PAM
e da FC esta associado ao aumento do simpatico e, diminuicdes nesses parametros
estd associada a diminuicdo do simpatico ou aumento do parassimpatico (para a
frequéncia cardiaca) (CRUZ; MACHADO, 2009; DE ABREU et al., 2009; MARTIN;
SEGURA; HAYWOOD, 1991; MARTINS-PINGE et al., 2013). Os dados sugerem
gue a diminuicdo da PA basal e da FC em animais com parkinsonismo pode ser
devido a uma modulacdo central através do aumento do ténus gabaérgico no PVN.
Além disso, as sinapses glutamatérgicas, através dos receptores NMDA, parecem
também estar envolvidas neste efeito modulador.

Os resultados mostram uma diminuigdo superior a 70% dos niveis de DA no
estriado dos animais 6-OHDA, caracterizando o modelo de parkinsonismo. Além
disso, houve uma reducéo dos valores basais de PAM e FC, bem como alteragdes
na modulagdo autondémica dos parametros cardiovasculares, com reducdo da

variancia e modulagdo simpéatica da PAS e IP e aumento da atividade
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parassimpatica do IP. Os resultados estdo de acordo com estudos anteriores que
avaliaram a modulacdo cardiovascular e autondmica em ratos induzidos ao
parkinsonismo 6-OHDA (ARIZA et al., 2015a, 2015b; SILVA et al., 2015).

No grupo sham, a ativacdo do PVN através da administracdo de bicuculina
promoveu aumento da PAM e FC, conforme descrito anteriormente na literatura
(CRUZ; MACHADO, 2009; DE ABREU et al., 2009; MARTIN; SEGURA; HAYWOOD,
1991; MARTINS-PINGE et al., 2013). Ao mesmo tempo, foi observado o aumento da
variancia e modulacdo simpatica da PAS no grupo sham, bem como aumento da
variancia e modulacdo simpatica e reducdo da atividade parassimpatica do IP,
conforme observado em estudos prévios (DE ABREU et al., 2009; DIMICCO et al.,
1986; MARTINS-PINGE et al., 2013; NISHIHARA; TAKESUE; HIROOKA, 2017). No
entanto, os dados inéditos foram que a bicuculina administrada no PVN do grupo 6-
OHDA resultou em um maior aumento da PAM e FC, assim como um aumento
expressivo do componente LF da PAS e também do componente LF do IP,
caracterizando um efeito tonico maior pelo GABA no PVN sobre o sistema
cardiovascular, o qual esta associado a um aumento da modulacéo simpética.

A microinjegdo de muscimol no PVN ndo promoveu alteragbes
cardiovasculares nos grupos sham, o que esta de acordo com estudos previamente
publicados (AMORIM et al., 2015; HOLBEIN; TONEY, 2015; RAMCHANDRA et al.,
2013), sendo que 0 mesmo ocorreu com 0 grupo 6-OHDA. Entretanto, outros
estudos mostraram que o bloqueio do PVN com muscimol reduz a PAM (HASSAN et
al., 2013) e a FC (BADOER; NG; DE MATTEO, 2002; HASSAN et al., 2013) em
condicbes basais ou patologicas (HASSAN et al.,, 2013). Além disso, um estudo
avaliando os cérebros de pacientes com DP mostrou que a ligagdo do muscimol aos

receptores GABA, esta alterada em diversas regides, como a substancia cinzenta,
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globo palido, nucleo caudado, putamen, area 4, area 6 e area 9. A analise realizada
revelou que essas mudancas de ligacdo foram causadas pela diminuicdo da
densidade do receptor, e n&o por alteracdes na afinidade (NISHINO et al., 1988). E
possivel que, se 0 GABA ja estiver aumentado no PVN de animais 6-OHDA, a
adicdo de mais agonista ndo tera nenhum efeito.

Diversos estudos propdem que a neurotransmissao glutamatérgica do PVN
na funcdo autonémica e cardiovascular é predominantemente mediada por meio dos
receptores NMDA (BUSNARDO:; TAVARES; CORREA, 2009; LI et al., 2006).
Considerando que o glutamato desempenha um importante papel nha manutencao de
parametros autonémicos e cardiovasculares ténicos em condi¢des fisioldgicas e
patologicas (BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2009; LI; CORNISH; PATEL,
2003), e que a excitacdo simpatica provocada pela microinjecdo de bicuculina no
PVN requer a ativacado de aminodcidos excitatorios, visto que o blogueio do receptor
NMDA no PVN reduziu em grande parte a resposta cardiovascular e autonémica a
bicuculina (CHEN; HAYWOOD; TONEY, 2003), os resultados sugerem que através
da sua ligacdo aos receptores NMDA, o glutamato promove a ativagdo do SNS pelo
PVN e participa da manutencdo da PAM e da FC em animais sham e induzidos ao
parkinsonismo pela 6-OHDA.

O bloqueio seletivo dos receptores glutamatérgicos NMDA ou n-NMDA com
LY235959 e NBQX, respectivamente, ndo alterou os parametros cardiovasculares e
autonémicos do grupo sham e estes resultados estdo de acordo com estudos
publicados anteriormente (BUSNARDO et al., 2013; BUSNARDO; TAVARES;
CORREA, 2009; CHEN; HAYWOOD; TONEY, 2003). Contudo, embora a
microinjecdo de NBQX no PVN de ratos 6-OHDA também n&o tenha alterado os

parametros cardiovasculares e autonémicos, o tratamento com LY235959 induziu
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hipotensao e bradicardia nos animais 6-OHDA e acentuou a diminuicdo da variancia
e da poténcia da banda LF do espectro da PAS. Do mesmo modo, o LY 235959
intensificou a diminuicdo da variancia e o componente LF do IP, amplificou o
aumento do componente HF e diminuiu a razdo LF / HF do grupo 6-OHDA. Estes
resultados sugerem a presenca de um efeito tbnico cardiovascular e autonémico
pela neurotransmissdo glutamatérgica no PVN, especificamente pelos receptores
NMDA nos animais com parkinsonismo. Esta descoberta € inédita na literatura, uma
vez que nenhum estudo até o momento avaliou os aspectos discutidos aqui.
Todavia, estudos que avaliaram a via glutamatérgica em outras areas centrais de
animais com parkinsonismo observaram alteracées acentuadas na densidade ou na
afinidade por receptores NMDA (KAGAWA et al., 2002).

Na analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV), o LF é
conhecido por refletir a modulacdo mediada pelo sistema simpatico, enquanto o HF
reflete a atividade mediada pelo nervo vago (EUROPEAN SOCIETY OF
CARDIOLOGY, 1996; GOLDSTEIN et al., 2011). A reducao da HRV é utilizada como
um importante indicador de um amplo numero de doencas, refletindo o papel vital do
sistema nervoso autbnomo na manutencdo da saude (VANDERLEI et al., 2009).
Estudos recentemente publicados observaram que tanto pacientes com DP quanto
animais induzidos ao parkinsonismo pela 6-OHDA apresentaram reducdo na HRV
(ARIZA et al.,, 2015b; SOLLA et al.,, 2015; STRANO et al., 2016), além disso, 0s
pacientes com DP tém valores de LF mais baixos do que os pacientes controle
(DEVOS et al., 2003; OKA et al., 2011; SALSONE et al., 2016; SOLLA et al., 2015;
YOON et al., 2016) e os resultados da presente pesquisa sdo consistentes com
estes estudos.

A diminuicdo da eficiéncia barorreflexa esta associada ao risco de morte
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cardiaca (LA ROVERE; PINNA; RACZAK, 2008; SZILI-TOROK et al., 2001), além
disso, alguns trabalhos demonstram que a atividade barorreflexa esta diminuida em
pacientes com DP, indicando comprometimento da funcéo cardiovascular (CHEN et
al.,, 2016; SZILI-TOROK et al., 2001). Pacientes com atividade barorreflexa
prejudicada apresentam uma capacidade reduzida de antagonizar a ativacao
simpatica através de mecanismos vagais (BUOB et al., 2010). O trabalho de Page
mostra que a administracdo de bicuculina no PVN, além de aumentar a PAM, a FC e
a atividade simpética, também promove aumento do ganho do barorreflexo (PAGE;
CASSAGLIA; BROOKS, 2011). Os animais induzidos ao parkinsonismo pela 6-
OHDA, no periodo basal apresentaram maior atividade barorreflexa do que o grupo
sham; adicionalmente, a administracdo de bicuculina promoveu um maior aumento
do ganho total dos ratos 6-OHDA em comparacdo ao grupo sham. Embora ainda
nao identificadas as razbes pelas quais o ganho barorreflexo dos animais
parkinsonianos estd aumentado em comparag¢do aos controles, a literatura mostra
que o tbnus simpético aumentado muitas vezes leva a deficiéncia do barorreflexo,
como geralmente ocorre com individuos ou animais hipertensos. Considerando que
0s animais de 6-OHDA possuem ténus simpatico diminuido, é razoavel pensar que o
ganho do barorreflexo destes animais pode estar aumentado. No entanto, 0s
mecanismos pelos quais estes efeitos ocorrem ainda precisam ser investigados.

As alteracOes cardiovasculares e autondmicas obtidas pela microinjecédo de
bicuculina e LY no PVN de ratos com parkinsonismo no presente estudo fazem
propor a seguinte hipdtese mecanicista: os receptores NMDA estariam sofrendo um
aumento da regulacdo (“up regulation”) devido a possivel denervacgéo originada pela
lesdo da SNpc, considerando que a via glutamatérgica envolvida entre substancia

negra, estriato e hipotdlamo pode estar alterada apos a lesdo, como observado em
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outros estudos (MURER et al., 2000; NOORI; SPANAGEL; HANSSON, 2012). Uma
vez aumentados, em afinidade ou quantidade, esses receptores também levariam a
uma maior atividade da enzima nNOS no PVN, cuja participacédo e ativacao pelos
receptores de glutamato NMDA foi comprovada em estudos anteriores (AFFLECK;
COOTE; PYNER, 2012; MARTINS-PINGE et al., 2013; PYNER, 2009). O aumento
da nNOS favoreceria uma maior producdo de NO e aumentaria a liberacdo pré-
sinaptica de GABA, além disso, uma menor ativacdo glutamatérgica via NMDA
também. Esse efeito levaria a uma maior inibicdo simpatica da funcéo cardiovascular
pelas conhecidas projecées de PVN para IML e / ou RVLM, o que pode ser
evidenciado pelo maior efeito pressorico da bicuculina nos animais lesados no
presente estudo, assim como pelo efeito tdnico pelo Ly. Esse mecanismo proposto
poderia ser o determinante dos niveis reduzidos de PA encontrados em animais com
parkinsonismo e também pode estar envolvido em humanos com DP. No entanto,
estudos futuros sdo necessarios para comprovar essa hipétese.

No presente estudo, a lesédo da via nigroestrial promovida pela toxina 6-OHDA
promoveu alteracdes cardiovasculares e autondmicas nos ratos induzidos ao
parkinsonismo. Os resultados sugerem que as alteracbes cardiovasculares e
autonbmicas observadas nos animais 6-OHDA sao decorrentes de modulacao
central através do aumento do tbnus gabaérgico no PVN e que, através de uma
possivel inibicdo dos receptores NMDA pelo NO, a neurotransmissao glutamatérgica
diminuida pode estar envolvida nesta modulagdo. Deste modo, os resultados
sugerem um efeito tbnico cardiovascular e autonémico pela neurotransmissao
glutamatérgica, especificamente pelos receptores NMDA, assim como gabaérgica no
PVN de animais com parkinsonismo. Esta descoberta é inédita na literatura, uma vez

gue nenhum estudo até o momento avaliou os aspectos discutidos no presente
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trabalho.

Por fim, este estudo foi pioneiro ao estudar as alteracbes dos aminoacidos
neurotransmissores no PVN decorrentes do parkinsonismo induzido por 6-OHDA,
porém, julga-se importante avaliar outros aspectos dessas alteracbes, como a
participacdo das isoformas da NOS nessa interacdo das vias glutamatérgicas e
gabaérgicas, bem como o envolvimento de outros neurotransmissores, como a
Angiotensina Il, cuja importancia para o controle cardiovascular, tanto periférico
como central € grande. O estudo desses mecanismos podera trazer luz aos
processos envolvidos no tratamento e melhoria da qualidade de vida de pacientes
com DP, especialmente quanto as disfuncbes autondémicas e cardiovasculares

relacionadas ao parkinsonismo.
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6 CONCLUSOES

Através do presente estudo pode-se concluir que os niveis reduzidos de PA e
FC observados nos animais submetidos ao parkinsonismo por 6-OHDA, podem ser
decorrentes de uma modulagédo central através do aumento do ténus gabaérgico e
possivelmente de uma maior inibicdo glutamatérgica sobre o receptor NMDA na

regidao do PVN.
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