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DE JAGER, Lorena. Efeitos do exercicio fisico prévio sobre as concentracdes
de nitrito plasmaético e tissular, e paramentros cardiovasculares e autondmicos
em ratos com parkinsonismo induzido por 6-OHDA. 2018. 56 f. Dissertacéo
(Mestrado Ciéncias Fisiolégicas.) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina.
2018.

RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma condi¢cdo neurodegenerativa caracterizada pela
perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNPc).
Além dos sinais motores, ha disfuncbes cardiovasculares, como hipotensao arterial
postural, hipotensdo arterial pés-prandial e labilidade da presséo arterial. Estudos
mostram que o exercicio fisico diminui o risco de desenvolver a DP, assim como
retarda sua progressdo. Durante o treinamento fisico, h4 um acréscimo na producéo
periférica de 6xido nitrico (NO), o qual modula as adaptacGes cardiovasculares ao
exercicio. Contudo, nenhum estudo avaliou os efeitos do exercicio sobre os niveis
periféricos de NO e os seus efeitos modulatorios nas disfuncdes cardiovasculares de
individuos com DP. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (n° do processo: 19653.2016.42).
Animais treinados (T) ou sedentarios (S) foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para microinfusdo bilateral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) ou solucdo veiculo
(grupo Sham). Apoés 6 dias, os animais foram cateterizados (artéria e veia femoral)
para registro dos parametros basais (24h apds a cateterizacdo), seguido da inibicao
da 6xido nitrico sintase (NOS) pelo N"-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME, 10mg/kg —
i.v). A dosagem de nitrito foi realizada na aorta, coragéo, rim, adrenal e plasma por
meio da reacdo colorimétrica de Griess. Ap0s 4 semanas de natacdo, houve
bradicardia de repouso nos grupos treinados (6-OHDA T e Sham T). O NO estava
aumentado na aorta do grupo 6-OHDA S e diminuido nos animais 6-OHDA T. No
coracdo, NO estava aumentado para Sham T quando comparado ao grupo
sedentario e diminuido no grupo 6-OHDA T em relacdo aos animais 6-OHDA S e
Sham T. No rim, o NO estava diminuido em 6-OHDA S e Sham T quando
comparados ao Sham S, e nas glandulas adrenais, houve diminuicdo no grupo 6-
OHDA T em relagédo ao 6-OHDA S. A administragdo de L-NAME promoveu menor
aumento da presséao arterial média nos grupos 6-OHDA. As reducdes na frequéncia
cardiaca foram melhoradas devido ao treinamento fisico. O grupo 6-OHDA S teve
menor variancia na pressao arterial sistolica, a qual ndo foi alterada pelo exercicio.
Nossos dados indicam que o exercicio fisico ndo promoveu protecdo em relacdo a
diminuicdo de dopamina no estriado e que as altera¢cbes nas respostas ao L-NAME
na pressao arterial foram decorrentes da lesé@o e na frequéncia cardiaca parecem ter
sido devido ao treinamento fisico. Além disso, nossos dados mostram alteragdes no
NO periférico o qual parece ser modulado diferentemente pelo exercicio e o
parkinsonismo.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. Frequéncia cardiaca. L-NAME. Natacdao.
Presséo arterial.



DE JAGER, Lorena. Effects of previous physical exercise on plasma and tissue
nitrite concentrations, and cardiovascular and autonomic parameters in rats
with parkinsonism induced by 6-OHDA. 2018. 56 p. Dissertation (Master
Physiological Sciences.) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative condition characterized by the loss
of dopaminergic neurons in the substancia nigra pars compacta (SNPc). In addition
to motor signals, there are cardiovascular dysfunction as postural and postprandial
arterial hypotension and blood pressure lability. Studies have shown that physical
exercise decreases risk of developing PD as well as slowing its progression. During
aerobic exercise, there is an increased production of nitric oxide (NO), which
modulates the cardiovascular adaptations to exercise. However, no study has
evaluated the effects of exercise on peripheral NO levels and its modulatory effects
on cardiovascular dysfunctions of subjects with PD. This study was approved by the
Ethics Committee of the State University of Londrina (process number:
19653.2016.42). Trained (T) or sedentary (S) animals underwent stereotactic surgery
for bilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA) or vehicle microinfusion (Sham group).
After 6 days, the animals were catheterized (femoral artery and femoral vein) for
baseline parameters (24 hours after catheterization), followed by inhibition of nitric
oxid synthase (NOS) by Nw-nitro-arginine-methyl ester (L-NAME, 10mg / kg - i.v).
Nitrite concentration was performed in the aorta, heart, kidney, adrenal and plasma
through Griess colorimetric reaction. After 4 weeks of swimming, trained animals
presented resting bradycardia (6-OHDA T and Sham T). NO was increased in the
aorta of 6-OHDA S, and decreased in 6-OHDA T animals. In the heart, NO was
increased in Sham T compared to sedentary and decreased in 6-OHDA T relative to
6-OHDA S and Sham T animals. At the kidney, NO decrease in 6-OHDA S and
Sham T when compared to Sham S and, in adrenal gland, there was a decrease in 6-
OHDA T in relation to 6-OHDA S. Administration of L-NAME promoted a lower mean
arterial pressure increase in the 6-OHDA groups. Reductions in heart rate were
improved due to physical training. The 6-OHDA S group had lower variance in
systolic blood pressure, which was not altered by exercise. Our data indicate that
exercise did not promote protection against the decrease in dopamine in the striatum
and that changes in L-NAME responses in blood pressure were due to injury and in
heart rate appear to have been due to physical training. In addition, our data show
alterations in peripheral NO which appears to be modulated differently by exercise
and parkinsonism.

Key words: Parkinson's disease. Heart rate. L-NAME. Swimming. Arterial
pressure.
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1.INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum e estima-se que a DP afeta 1% da populacdo acima de 60 anos (LAU;
BRETELER, 2006). E responsavel por gerar alteracdes no estado fisico, social,
psicolégico e funcional dos individuos e tem como manifestacbes clinicas a
bradicinesia, tremor em repouso, rigidez, instabilidade postural e anormalidades da
marcha (SIAN et al., 1999; RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009).

A DP é caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos na substancia
negra pars compacta (SNpc) e a deficiéncia de dopamina (DA) nos ganglios da
base, a qual leva as disfungbes motoras relacionadas a doenca (MOORE et al.,
2005; BLANDINI, 2013). Além do déficit dopaminérgico, a DP é caracterizada pela
presenca de corpos de Lewy, que sdo formados pelo acumulo anormal de a-
sinucleina, considerados uma marca histopatologica da doenca (KALIA; LANG,
2015).

James Parkinson, em 1817, descreveu pela primeira vez a doenca de
Parkinson como uma sindrome neuroldégica que tinha como principais sintomas
motores a bradicinesia, rigidez e tremor, em seu trabalho intitulado “Essay on the
Shaking Palsy”. Aproximadamente 50 anos depois, Jean-Martin Charcot continuou
0s estudos desta patologia, e foi quem a denominou como doenca de Parkinson
como homenagem a James Parkinson (GOETZ, 2011). A descoberta da via
sintética de DA e da deficiéncia de DA na DP, deram origem aos estudos com o
farmaco Levodopa, considerado até hoje como padrdo ouro no tratamento
sintomatico da DP. Desde entéo, diversos estudos vém sendo realizados para se
entender a complexidade e a etiologia da DP. Esses estudos mostram que a DP é
considerada um distUrbio neurolégico que se manifesta de forma lenta e progressiva
e, que se inicia anos antes do diagndstico poder ser realizado. A doenca envolve
multiplas areas neuroanatdbmicas e é resultado de uma combinacdo de fatores
genéticos e ambientais, manifestando-se com uma ampla gama de sintomas (KALIA,
LANG, 2015). A complexidade da DP é acompanhada pela dificuldade em se fazer
um diagndstico definitivo nos estégios iniciais da doenca e as dificuldades no manejo

dos sintomas em estagios posteriores. Além disso, ndo ha tratamentos que retardem
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0 processo neurodegenerativo (KALIA; LANG, 2015).

Toxinas ambientais podem ser fatores de risco, assim como 0 estresse
oxidativo que esta envolvido na etiologia da doenca. O estresse oxidativo pode ser
resultado de disfuncdo mitocondrial, ou de uma capacidade antioxidante reduzida ou
até mesmo devido ao metabolismo da DP que produz espécies reativas de oxigénio
(ERO) (MOORE et al., 2005; BLANDINI, 2013). O dano oxidativo em &cidos
nucléicos pode ser um fator de risco para a DP (NAKABEPPU et al., 2007). Sendo
assim, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e a deficiéncia do sistema
ubiquitina-proteasoma podem estar envolvidos na patogénese da DP esporadica e
familiar (MOORE et al., 2005).

A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurénios dopaminérgicos
cujos corpos celulares se localizam na SNpc e projetam seus axdnios para o
caudado-putamen ou corpo estriado (PRZEDBORSKI, 2005). A reducédo dos
neurdnios da SNpc leva a uma reducéo na projecao de fibras dopaminérgicas para o
corpo estriado dorsal, gerando entdo, uma diminuicdo dos niveis de (DA) (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Estima-se que quando had uma diminuicdo de 50-60% de
DA, os sintomas motores comecam a aparecer (SCHAPIRA; CHAUDHURI;
JENNER, 2017). As caracteristicas clinicas da disfungdo motora sdo necessarias
para o diagnéstico de DP. A DP apresenta sinais motores primarios (presenca de
tremor, rigidez, acinesia, bradicinesia e instabilidade postural) e sinais secundarios
(disturbios da marcha, micrografia e problemas na fala) (MOUSTAFA et al., 2016).

Além das caracteristicas motoras, h& presenca de sintomas
neuropsiquiatricos, distarbios do sono, sintomas autondémicos, alteracdes
gastrointestinais e sensoriais (CHAUDHURI; SCHAPIRA, 2009), os quais
comprometem a qualidade de vida dos pacientes. As caracteristicas hdo-motoras da
doenca de Parkinson refletem déficits em varias funcdes do SNC e do sistema
nervoso autbnomo (SNA). A sequéncia, o tempo e o desenvolvimento dos sintomas
nao-motores na DP podem variar entre os pacientes. Embora algumas deficiéncias
nao-motoras precedam anormalidades motoras (por exemplo, déficits cardiacos,
intestinais e olfativos), a maior parte dos sintomas ndo-motores se desenvolvem ao
longo do tempo com a progressao da doenca (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER,
2017).

1.2 ALTERACOES CARDIOVASCULARES
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A disfuncdo autonébmica na DP é comum e acredita-se que possa ser
decorrente da propria condicdo e/ou dos farmacos utilizados no tratamento desta
doenca (levodopa, agonistas dopaminérgicos, anticolinérgicos, entre outros)
(NICARETTA; ROSSO; MATTOS, 2011). Problemas autondmicos englobam
disfuncdo vesical, intestinal e sexual, além de complicagBes cardiovasculares. As
alteracdes cardiovasculares mais comuns sdo: hipotensédo arterial ortostatica (HO),
hipotensao arterial pés-prandial, alteracdo da variabilidade da pressao arterial (PA)
e, possivelmente, fadiga e intolerancia ao exercicio fisico (NICARETTA; ROSSO;
MATTOS, 2011; JAIN; GOLDSTEIN, 2012; SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER,
2017).

A disfuncdo autonbmica cardiaca pode ocorrer em até 80% dos pacientes
com DP (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017). A HO é um marcador de
disfuncdo simpatica e € comum na DP com uma frequéncia relatada de 30-58%
(revisado por GOLDSTEIN, 2006). A denervacdo cardiaca noradrenérgica, a
denervacdo noradrenérgica extra-cardiaca e insuficiéncia do barorreflexo sao
alteracOes cardiovasculares que parecem atuar juntas na hipotenséo postural na DP,
assim como resultam também nas outras disfun¢des cardiovasculares citadas
anteriormente (JAIN; GOLDSTEIN, 2012).

Um estudo sobre os sintomas ndo-motores da doenca mostra que pacientes
com DP apresentam frequéncia cardiaca (FC) marcadamente elevada em relacao
aos individuos saudaveis (revisado por SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).
Além disso, o monitoramento da PA durante vinte e quatro horas mostra que as
alteracdes no perfil da PA e a hipertensdo supina geralmente ocorrem na PD,
frequentemente nos pacientes que desenvolvem HO (SCHMIDT et al., 2009). Uma
analise retrospectiva do teste de estresse cardiovascular em individuos
assintomaticos mostrou que, durante o pico de exercicio, a frequéncia cardiaca
maxima e o percentual tedrico de frequéncia cardiaca maxima foram
significativamente mais baixas nas pessoas que desenvolveram DP do que nos
individuos controle (PALMA et al., 2013).

Estudos anteriores de nosso laboratério mostram que ratos com lesao
bilateral por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), apresentam diminuicdo nos parametros
basais de pressdo arterial média (PAM) e FC, os quais sdo acompanhados por

reducdo da modulacdo simpatica na pressao arterial sistélica (PAS) (Ariza et al.,
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2015a). Além disso, as respostas ao baroreflexo e ao quimioreflexo estdo alteradas
em ratos com parkinsonismo induzido por 6-OHDA. Falquetto e colaboradores
(2017) observaram menor sensibilidade barorreflexa e diminuicdo do numero de
neurénios do tronco encefalico envolvidos na funcdo cardiovascular encefalico de
ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA no corpo estriado (FALQUETTO et
al., 2017). A injecdo de 6-OHDA no feixe mediano do prosencéfalo diminui a FC
cardiaca noturna em ratos, enquanto a injecdo na area tegmental ventral altera a
regulacdo da pressao arterial circadiana (SEI et al.,, 1999; SAKATA et al. 2002,
SLACK et al.,, 2010). Também, por meio da telemetria, foi observado perda de
periodicidade circadiana, especialmente na FC, em ratos com infusdo bilateral de 6-
OHDA (BOULAMERY et al., 2010).

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

Modelos animais sdo utilizados para se estudar as diferentes fases/estados
de doencas humanas. Em relacdo a DP, a literatura tem mostrado diferentes
modelos que sdo capazes de induzir ao parkinsonismo ou que mimetizam um ou
mais sintomas da DP. Tem sido proposto modelos farmacolégicos, como por
exemplo, ratos tratados com reserpina e o haloperidol. Existem ainda os modelos
genéticos e os modelos induzidos por neutorotoxina, como por exemplo: a 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), a rotenona, o paraquat, o 1-methil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), o lipopolissacarideo (LPS) e a metanfetamina. Os
modelos de lesdo por neurotoxina tém como caracteristica em comum a lesao da via
nigroestriatal (DUTY; JENNER, 2011; JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI,
2012).

Como a DP é uma doenca multifacetada, ndo ha nenhum modelo que
apresente todas as caracteristicas da doenca, pois os modelos téxicos apresentam
algumas caracteristicas, enquanto que os modelos genéticos, apresentam outras
(DUTY; JENNER, 2011; JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012). A partir
dos dois modelos, pode-se aprender mais sobre o que esta envolvido na etiologia da
doenca, como radicais livres, inibicio do complexo | da cadeia mitocondrial,
inflamacé@o e modificagbes protéicas (JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI,
2012).
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Um dos modelos classicos e mais utilizados para a indugéo de parkinsonismo
€ o modelo de lesdo com a toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na SNPc. A
neurotoxina 6-OHDA, por ndo atravessar a barreira hematoencefalica, deve ser
administrada diretamente no local a ser lesionado, entre eles, a SNPc, o corpo
estriado ou o feixe prosencéfalo medial. A 6-OHDA, ap0s a infusdo, é captada pelos
transportadores de dopamina, ficando concentrada nos terminais nervosos de
dopamina, inibindo o complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial, 0 que leva a
producdo de ERO ou a diminuicdo na producdo de ATP, que conduz a morte
neuronal dos neurbnios dopaminérgicos (DUTY; JENNER, 2011; ZIGMOND;
SMEYNE, 2014). A lesdo com 6-OHDA né&o induz a produgéo de corpos de Lewy
(JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012).

Como citado anteriormente, dados da literatura e de nosso laboratorio
mostram alteracdes cardiovasculares com este modelo por 6-OHDA. Dessa forma, a
utilizagdo do modelo de parkinsonismo por 6-OHDA tem se mostrado uma

ferramenta util para se estudar alteracdes cardiovasculares na DP.

1.4 EXeRciclo Fisico

O exercicio fisico traz diversos efeitos benéficos ao nosso organismo, como:
aumento da producdo de energia mitocondrial, estimulacdo das defesas
antioxidantes, reducdo da inflamacédo, inducdo de angiogénese e sinaptogénese
(MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003; DE ABREU et al., 2009; MASTELARI et al.,
2011; ZIGMOND; SMEYNE, 2014; RAQUEL et al., 2016). Dentre os efeitos
promovidos pelo treinamento fisico sobre o sistema cardiovascular, destaca-se a
bradicardia de repouso, melhora do ganho e sensibilidade do barorreflexo e melhora
da plasticidade na modulacdo autonémica (DE ABREU et al., 2009; MARTINS-
PINGE, 2011; RAQUEL et al., 2016). O exercicio fisico regular atua no sistema
cardiovascular por meio de remodelamento da circulagdo no musculo liso vascular e
no coracao (DI CARLO & BISHOP, 1990), melhora da capacidade antioxidante no
miocardio, reducdo de gordura do epicardio, de alteragbes na funcdo mitocondrial,
no aumento da expressao da eNOS levando ao aumento da producdo de NO, que
apresenta efeitos anti-inflamatérios, vasodilatadores e anti-plaquetarios importantes
para a homeostase vascular (revisado por GOLBIDI; LAHER, 2012).

Além disso, tem sido demonstrado que o exercicio fisico é capaz de diminuir o
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risco de desenvolver a DP, assim como retardar a sua progresséao (GOODWIN et al.,
2008). O efeito modulatério do exercicio fisico em modelos animais de
parkinsonismo tem sido avaliada e tem sido mostrado melhora na fungcdo motora e
capacidade de protecdo dos neurdnios dopaminérgicos (HOU et al., 2017). Estudos
mostram que camundongos que realizam exercicio fisico antes (12 semanas) e ap0s
(8 semanas) a lesdo por 6-OHDA tem menor diminuigéo de tirosina hidroxilase (TH)
(ZIGMOND; SMEYNE, 2014). Goes e colaboradores (2014) mostraram que
camundongos que passaram por um protocolo de natacao por 4 semanas antes da
exposicdo a 6-OHDA tem atenuacdo em alguns disturbios causados pela leséo,
entre estes, menor geracdo das ERO, reducéo dos niveis de interleucina-1 beta (IL-
1B8), menor producéo de glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST).
O exercicio fisico durante 4 semanas promove, em camundongos com
parkinsonismo cronico angiogénese no cérebro (AL-JARRAH et al., 2010). Também,
0 exercicio fisico de esteira promove protecdo de neurdnios dopaminérgicos em
ratos com lesdo unilateral de 6-OHDA no estriado, que iniciaram a esteira no dia
anterior a lesdo e que continuaram o exercicio por mais 2-4 semanas (YOON et al.,
2007; TAIJIRI et al., 2010). Além disso, o exercicio mostrou que em camundongos
expostos a um ambiente enriquecido (combinagéo de exercicio, interagdes sociais e
aprendizado) ou exercicio isolado durante a idade adulta adquirem protecdo ao
parkinsonismo induzido por MPTP (FAHERTY et al., 2005).

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) € uma medida da funcdo do
sistema nervoso autbnomo e estudos tém mostrado que a diminuicdo da VFC
apresenta relacdo com maior indice de morbidade e mortalidade cardiovascular.
Ainda, com o envelhecimento, essa variabilidade tende a diminuir. Em um estudo de
coorte, Alonso e colaboradores (2015) observaram que uma menor VFC esta
associada ao aumento do risco de DP. O exercicio fisico promove aumento da
capacidade do SNA em responder as demandas do sistema cardiovascular por meio
do aumento da VFC (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009, TEZINI et al., 2008).
Também, a prética regular de exercicio fisico € capaz de modular o equilibrio
autonébmico, aumentando a atividade parassimpatica e diminuindo a atividade
simpética (DE ABREU et al., 2009). Assim, o treinamento fisico tém se mostrado um
mecanismo para aumentar a VFC, por meio do aumento da modulacao vagal e da
diminuicdo do ténus do sistema nervoso simpético (ROUTLEDGE et al.,, 2010;
PRINSLOO; LAURIE RAUCH; DERMAN, 2014).
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1.5 6x1DO NiTRICO (NO)

O NO esta envolvido em diversos processos fisiologicos, porém pode
apresentar efeitos citotoxicos ao organismo. Este gas é formado pela conversdo de
L-arginina em L-citrulina e NO pela NO sintase (NOS), na presenca de co-fatores
como o NADPH e oxigénio. A NOS apresenta trés isoformas diferentes: a NOS
neuronal (NNOS ou NOS I), NOS induzivel (iNOS ou NOS II), NOS endotelial (eNOS
ou NOS III), (MOLINA et al., 1998; GUIX et al., 2005). A isoforma nNOS (células
nervosas, musculo cardiaco e musculo esquelético) e a eNOS (células que alinham
0S vasos sanguineos) sdo constitutivametne expressas e sdo dependentes de
calcio. Em contraste, a INOS é independente de célcio e é expressa sob condi¢cdes
patolégicas em diversas células envolvidas no sistema imune (MOLINA et al., 1998;
DAFF, 2010).

O NO parece estar envolvido nos processos que levam a neurodegeneracao
na DP e em modelos experimentais (MOLINA et al., 199; YUSTE et al., 2012). A
administracéo de inibidores de NOS na DP, como o N"-nitro-arginina-metil-ester (L-
NAME — inibe as formas dependentes de Ca®"), atenua a queda de DA e de seus
metabolitos em ratos que tiveram uma injecdo unilateral de 6-OHDA. A
administracdo de 7-Nitroindazol (7-NI — inibidor da nNOS) também foi capaz de
proteger dos efeitos neurotéxicos da lesdo por MPTP, sugerindo entdo a
participacdo do NO na DP (SCHULZ et al., 1995; DI MONTE et al., 1996;
BARTHWAL; SRIVASTAVA; DIKSHIT, 2001; VITECEK et al., 2012). Ainda a inibicéo
da nNOS, protege contra a lesdo de neurbnios dopaminérgicos e diminui o
comportamento motor e reduz a discinesia induzida por L-DOPA em roedores
parkinsonianos (DEL-BEL et al., 2011). Também, o pré-tratamento com o
aminoacido L-arginina (L-arg) atenuou a perda de células de DA na SNpc (HAMI et
al., 2015).

As diferentes isoformas de NOS parecem se comportar de maneira diferente
na DP. No caso da nNOS, a degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos leva a
diminuicdo da expressédo de nNOS na substancia negra (CZARNECKA et al., 2013),
enquanto que, a administracdo de MPTP em camundongos, leva a elevacéo
significativa da INOS (LIBERATORE et al., 1999). Em humanos, foi encontrado
aumento da expressao de INOS na SNPc em amostras cerebrais post-mortem de

individuos com DP (HUNOT et al, 1996). O papel dessas isoformas no
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desenvolvimento da DP ainda precisa ser melhor elucidado.

O treinamento fisico aumenta a for¢ca de cisalhamento sobre o endotélio
vascular, o que aumenta a producdo de NO pelo endotélio (MCALLISTER,;
LAUGHLIN, 2006). Assim, sessdes repetidas de exercicio fisico favorecem a
vasodilatacdo, o que tem efeitos positivos sobre o sistema cardiovascular (GREEN
et al., 2004; MCALLISTER; LAUGHLIN, 2006; FRANCESCOMARINO et al., 2009).
O aumento da expressdo da eNOS, decorrente do treinamento fisico, esta envolvido
nas adaptacOes cardiovasculares ao exercicio. Além disso, € de conhecimento
também que o treinamento fisico altera a expresséo das enzimas produtoras de NO
em areas centrais de controle cardiovascular, promovendo modulacdo sobre a
atividade autonémica. Na area rostroventrolateral do bulbo (RVLM) por exemplo, ha
diminuicao da biodisponibilidade do NO (SOUSA et al., 2015; RAQUEL et al., 2016),
o qual propicia 0 menor tdnus simpético cardiovascular apds exercicio cronico.

Considerando que o exercicio fisico é capaz de trazer beneficios a pacientes
com DP e que os estudos que relacionam parkinsonismo com o exercicio fisico ndo
avaliaram os possiveis beneficios do treinamento fisico sobre as alteracdes
cardiovasculares, assim como sua relagdo com as concentracdes de NO no sistema
cardiovascular, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do treinamento fisico
prévio por natacdo em variaveis cardiovasculares, autonémicas e concentracdes de
NO no sistema cardiovascular de ratos induzidos ao parkinsonismo por infusdo
bilateral de 6-OHDA na SNpc.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos cardiovasculares e autonémicos em ratos acordados e
induzidos ao parkinsonismo por infusdo bilateral de 6-OHDA na SNpc, apos 4
semanas de treinamento fisico por natagdo; assim como, avaliar as concentracdes

de nitrito plasmético e tissular nestes animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar as alteracdes cardiovasculares e autondmicas basais em animais
acordados, treinados ou sedentarios, lesados ou ndo por 6-OHDA;

- Investigar o efeito do treinamento fisico na variabilidade da presséo arterial sistolica
e do intervalo de pulso em animais acordados, treinados ou sedentarios, lesados ou
nao por 6-OHDA;

- Avaliar o barorreflexo espontdaneo basal em animais acordados, treinados ou
sedentarios, lesados ou néo por 6-OHDA;

- Avaliar as concentracdes de NO no plasma, coracdo, adrenal, rim e aorta de
animais treinados ou sedentarios, lesados ou ndo por 6-OHDA;

- Avaliar as alteracdes cardiovasculares apos inibicdo da NOS em animais

acordados, treinados ou sedentarios, lesados ou ndo por 6-OHDA;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA E ANIMAIS

Ratos Wistar adultos, pesando entre 200-250g no inicio do protocolo, foram
mantidos em ambiente com temperatura e ventilacdo adequados (22 + 1°C), em um
ciclo claro-escuro de 12h. Os animais tinham &gua e racdo ad libitum. Os
experimentos foram conduzidos durante a fase clara do ciclo. Todos os protocolos
experimentais estdo de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (n° do processo: 19653.2016.42).

3.2 EXERCIcCIO FisICO

Os ratos foram distribuidos em 4 grupos experimentais: sedentarios Sham
(Sham S); sedentarios com lesdo por 6-OHDA (6-OHDA S), treinados Sham (Sham
T) e treinados com leséo por 6-OHDA (6-OHDA T). Os animais que passaram pelo
treinamento fisico seguiram o protocolo de natacdo de acordo com Martins-Pinge e
colaboradores (2005). O protocolo consiste em 20 sessdes (4 semanas) de uma
hora de natacdo por dia, durante 5 dias/por semana. Na primeira semana, ha um
periodo de adaptacdo, havendo aumento gradual do tempo de natacao até alcancar
o tempo de uma hora, iniciando com 15 minutos no primeiro dia, seguido de 30
minutos no segundo dia, 45 minutos no terceiro e uma hora no quarto dia. O
protocolo de natacdo ocorreu durante o periodo da manhd em um tanque de vidro
(100X60X50 cm) contendo &gua aquecida a 31+1°C e profundidade de 40 cm (de
agua). Apos o treinamento os animais eram retirados do tanque, secados e voltavam

ao biotério setorial.

3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

No dia seguinte ao término do protocolo de treinamento fisico, os animais
foram submetidos a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina
(100 e 6,7 mg/kg, i.p.; Ceva Santé Animale, Sdo Paulo, Brasil) para inducdo do

parkinsonismo. Em seguida, foram colocados em um aparelho estereotaxico (David
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Kopf), e perfuragdes no créanio dos animais foram realizadas com uma broca de
baixa rotacdo, permitindo a microinfuséo da neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em 0,2%
de acido ascoérbico em solucdo salina estéril) diretamente na SNpc. Para tal
procedimento, as seguintes coordenadas estereotaxicas foram utilizadas como
referéncia, 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 & WATSON,
1998). A microinfusdo 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. Apés a infusdo da toxina (3 minutos), a
agulha permanecia no local por mais 2 minutos para evitar o refluxo da substancia.
Em seguida, a pele do escalpo foi suturada e somente retornaram ao biotério setorial
apos recuperacdo da anestesia. O grupo Sham foi submetido ao mesmo
procedimento cirdrgico, porém com a infusdo da solucéo veiculo (acido ascérbico e
salina). Como medida profilatica, ap0s a cirurgia os animais receberam 30.000 Ul de
Pentabidtico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.) (ARIZA
et al., 2010).

3.4 CATETERIZACAO DE ARTERIA E VEIA FEMORAL

Apos seis dias da cirurgia estereotaxica, os animais foram novamente
submetidos a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina (100 e
6,7 mg/kg, i.p.; Ceva Santé Animale, Sdo Paulo, Brasil) para a cirurgia de
cateterizacdo cronica da artéria e veia femorais, com o objetivo de monitorizacdo da

presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos ndo anestesiados.

3.5 REGISTRO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Apbs 24 horas da cateterizacdo, os parametros cardiovasculares basais foram
obtidos durante pelo menos 30 minutos antes do inicio do protocolo experimental. A
presséo arterial média (PAM) e FC foram registradas por meio de um transdutor de
pressdo (MLT0830) acoplado ao sistema de aquisicio de dados Powerlab
system4/20T (ADInstruments®). Durante o registro, 0s animais ndo estavam
anestesiados. Apos o registro basal, uma injecdo in bolus de salina 0,9% (1mL/Kg)

foi administrada, seguida apdés 10 minutos de uma injecdo in bolus de L-NAME
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(10mg/kg — de Santa Cruz Biotechnology®, Texas, USA. Control), um inibidor
seletivo das isoformas dependentes de calcio, ou seja da via constitutiva (CNOS)
(VITECEK et al., 2012; CASTARDO-DE-PAULA et al., 2017). Ap6s 2h de registro,
os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo e amostras do tecido
cerebral foram isoladas. O estriado de cada animal foi dissecado a olho nu
manualmente e pesado, garantindo assim a homogeneidade. As amostras foram
armazenadas a -80°C até posterior analise de concentracdo de DA no estriado para
confirmar a eficacia do modelo. Segue abaixo a representacdo esquematica dos

protocolos para o registro dos parametros cardiovasculares (Figura 1).

Salina L-NAME
BasAL (1mi/kg) (10mglkg)

Tempo [ . A If 1)
(min) 30 340 min { 10 min | 120 min

Salina L-NAME

Figura 1. Representacédo do protocolo experimental para o registro dos parametros

cardiovasculares.

3.6 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE DA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

As amostras do corpo do estriado dissecado foram suspendidas com acido
perclérico 0,1M com 0,02% de metabissulfito de sodio como antioxidante, em
concentracdo de 5 uL/mg de material cerebral. Apés sonicacdo, os homogenatos
foram centrifugados a 13.000 rpm durante 10 min a 4° C e 30 ul. O sobrenadante foi
injetado em uma estacao de cromatografia liquida de alto desempenho com detector
eletroquimico. Esta determinacao permitiu confirmar a eficacia da leséo por 6-OHDA

na SNPc, caracterizada por diminuicdo na concentracao de DA.

3.7 ANALISE ESPECTRAL DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS) E INTERVALO DE PULSO

(IP)
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A partir dos registros de PAP adquiridos pelo software LabChart 7.0
(ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual é capaz de detectar pontos de inflexdo
nos pulsos de pressdo e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores de IP e
PAS para cada ciclo cardiaco. Os dados de presséo arterial sistolica (PAS) e de
intervalo de pulso (IP) no dominio da frequéncia foram convertidos para o programa

computacional Cardioseries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), por meio do qual

a analise da variabilidade foi realizada. 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 regularizacdo do intervalo de tempo entre
batimentos. As séries com valores interpolados de IP e PAS foram divididas em
segmentos com 512 valores cada, com sobreposicéo de 50% (Protocolo de Welch).
A estacionaridade dos valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada
visualmente e os segmentos com artefatos ou transientes foram excluidos. Os
segmentos 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 (ms2 ou mmHg2) e normalizadas (un). Os valores normalizados foram
obtidos por meio de 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 equilibrio simpatovagal cardiaco,
calculou-se a razdo entre a poténcia das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro do
IP (DUTRA et al., 2013; TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

3.8 ANALISE DO BARORREFLEXO ESPONTANEO

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada no dominio da frequéncia 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 reducdes progressivas da PAS foram acompanhadas por
reducdes progressivas do IP. Para deteccao das alteragcdes da PAS e do IP foram

utilizados os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apds a deteccao de uma
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rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos), nos quais aumentos ou
reducdes progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo de aumentos ou
reducdes do IP, o programa computacional buscava por alteracbes no IP sem
qualquer intervalo, ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa s6
foi utilizada quando o coeficiente de correlacdo (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 regressao linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa

encontrada.

3.9 DosaGEM DE NO

Para a dosagem da concentracdo de NO, foram utilizados diferentes animais
dos usados nos outros protocolos. Estes foram submetidos a eutanasia no sétimo
dia ap6s a cirurgia estereotaxica e, além do corpo estriado que foi retirado para
avaliar a eficacia da lesao, tiveram também o coracdo, aorta, rim direito, adrenal e
plasma coletados e armazenados em freezer -80°C. A dosagem indireta da
concentracdo de NO foi realizada por meio da quantificacdo de nitrito (NO?) apds
tratamento da amostra com cadmio, através da reacdo colorimétrica de Griess
(NAVARRO-GONZALVEZ; GARCIA-BENAYAS; ARENAS, 1998).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados em relagdo a normalidade dos dados por meio
do teste Shapiro Wilk. Os graficos de resposta de duas horas foram analisados pelo
teste two-way ANOVA para medidas repetidas (two-way RMANOVA), seguido do
pos-teste de Bonferroni. Para as outras analises, ANOVA One-Way, seguido de
teste Bonferroni foram empregados. Os resultados foram analisados utilizando-se o
programa estatistico GraphPad Prism, 5% edicdo, e as diferencas foram consideradas

significativas para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 DETERMINAGAO DAS CONCENTRAGOES DE DOPAMINA ESTRIATAL
A andlise pelo método de HPLC indicou que as concentracdes de DA no

corpo estriado tanto no grupo 6-OHDA S e 6-OHDA T foram menores quando
comparado aos Sham S e Sham T (p < 0,0001) (Figura 2).

8-
- 3 Sham S (n=31)
S ] T @l 6-OHDA S (n=30)
§ l 3 Sham T (n=23)
3 1 E3 6-OHDA T (n=25)
o 47
E
(@)
£ 2 . £
<
° I

0

Figura 2. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado quantificado por HPLC ap0s
7 dias da infusdo bilateral de veiculo ou 6-OHDA em animais sedentarios ou
submetidos ao treinamento fisico. *p<0,05 vs Sham S; & p<0,05 vs Sham T. Os
valores estdo expressos em média + SEM. O nimero dos grupos esta entre os
parénteses (ANOVA One-way, seguido do teste de Bonferroni).
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4.2 CONCENTRACOES DE NITRITO NO PLASMA, CORACAO, AORTA, RIM, GLANDULA ADRENAL
EM ANIMAIS SEDENTARIOS OU SUBMETIDOS AO TREINAMENTO FiSICO, COM OU SEM LESAO
POR 6-OHDA

A partir da dosagem indireta de NO?, pode-se observar na Figura 3, que
houve aumento de NO na aorta de ratos 6-OHDA S em relacdo aos Sham S, e
houve diminuicdo nas concentragbes de NO nos ratos 6-OHDA T quando
comparado ao 6-OHDA S e ao Sham T (p<0,05).

Para o coracdo, houve aumento no grupo Sham T quando comparado ao
Sham S e redugdo de NO no grupo 6-OHDA T em relagdo ao grupo Sham T
(p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas concentracdes de
NO? no plasma.

Em relagdo ao rim, houve reducdo de NO nos animais 6-OHDA S e Sham T
em relagcdo ao Sham S. Na adrenal, houve menor concentracdo de NO no grupo 6-
OHDA T em relacdo ao 6-OHDA S.
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Figura 3. Alteracées na producdo de NO? na aorta (a), coracédo (b), plasma (c), rim
direito (d) e adrenal (e) de animais sedentarios ou submetidos ao treinamento fisico,
com ou sem lesédo por 6-OHDA. *p<0,05 vs Sham S; #p<0,05 vs 6-OHDA S; &
p<0,05 vs Sham T. Os valores estdo expressos em média + SEM (ANOVA One-
Way, seguido do teste de Bonferroni). A) Aorta: Sham S (n=9); 6-OHDA S (n=14);
Sham T (n=8); 6-OHDA T (n=10). B) Coragao: Sham S (n=9); 6-OHDA S (n=9);
Sham T (n=8); 6-OHDA T (n=8). C) Plasma: Sham S (n=9); 6-OHDA S (n=11); Sham
T (n=8); 6-OHDA T (n=11). D) Rim: Sham S (n=9); 6-OHDA S (n=9); Sham T (n=6);
6-OHDA T (n=7). E) Adrenal: Sham S (n=12); 6-OHDA S (n=10); Sham T (n=7); 6-
OHDA T (n=8).
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4.3 PARAMETROS CARDIOVASCULARES

4.3.1 Analise dos parametros cardiovasculares basais em animais sedentarios ou

submetidos ao treinamento fisico, com ou sem lesdo por 6-OHDA

Os valores basais para PAM, FC, presséao arterial sistélica (PAS) e pressao
arterial diastolica (PAD) para cada grupo foram obtidos como o valor médio de pelo
menos 10 minutos de registro basal para cada animal. Os dados mostraram que
houve menor PAM e PAS nos animais 6-OHDA T em relagdo ao Sham T (p<0,05).
Também, a FC basal estava diminuida nos animais Sham T e no 6-OHDA T em
relacdo aos seus controles Sham S e 6-OHDA S (p<0,05), respectivamente (Tabela
1). Os animais que passaram pelo treinamento fisico apresentaram bradicardia de

repouso apos 4 semanas de natacao.

Tabela 1: Parametros basais de PAM (a), FC (b), PAS (c) e PAD (d) de animais

sedentarios ou submetidos ao treinamento fisico, com ou sem leséo por 6-OHDA.

Sham S 6-OHDA S Sham T 6-OHDA T

(n=10) (n=6) (n=8) (n=7)
PAM (mmHg) 106,1 + 1,88 100,2+1,84 110,1+2,38 100,2 +1,51%
FC (bpm) 3482 +7,73  3557+481 3130+4,72* 311,9+1353"
PAS (mmHQ) 127,8 + 2,56 121,3+2,08 1294 +268 1189+ 1,83%
PAD (mmHg) 88,16 + 2,33 82,34+2,08 9459+2,73 84,97+1,79

*p<0,05 vs Sham S; #p<0,05 vs 6-OHDA S; &p<0,05 vs Sham T. Os valores estéo
expressos em média + SEM. O numero dos grupos esta entre os parenteses
(ANOVA One-way, seguido do teste de Bonferroni). PAM: pressao arterial média,
FC: frequéncia cardiaca; PAS: pressdo arterial sistélica; PAD: pressdo arterial

diastdlica.
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4.3.2 Andlise dos parédmetros cardiovasculares basais (PAM e FC) em animais
sedentérios ou submetidos ao treinamento fisico, com ou sem lesédo por 6-OHDA,

apos injecao endovenosa de salina (1mg/Kg) e de L-NAME (10mg/Kg)

Foi realizada a injec&o in bolus de salina 0,9% (1mg/kg) apdés 30 minutos de
registro basal da PAM e FC e, ap6s 10 minutos, a injecdo in bolus de L-NAME
(10mg/kg) foi efetuada, seguido do registro por 2h dos parametros cardiovasculares.
As analises foram realizadas considerando os valores basais no tempo -20. No
tempo -10, foi realizada a administragéo de salina e no tempo 0, a administracao de
L-NAME. A evolucédo temporal dos valores médios da PAM e FC entre 0s grupos
experimentais apdés a administracao in bolus de salina e L-NAME esta representada
na Figura 4.

Ap6s injecdo de salina ndo houve alteragbes nos parametros
cardiovasculares de PAM e FC em todos o0s grupos experimentais. Ja, a
administracdo de L-NAME levou ao aumento da PAM e diminuicdo da FC para todos
os animais (Figura 4).

Pode-se observar na figura 4a, que houve um menor aumento da PAM no
tempo 20 no grupo 6-OHDA S em relacdo ao Sham S (p<0,05). Nos tempos 5, 10,
40, 50 e 70 houve um menor aumento da PAM do grupo 6-OHDA T em relacéo ao
Sham T (p<0,05).

Em relacdo a FC, houve diferenca entre os animais Sham T com o grupo
Sham S nos tempos 30, 40, 80, 90 e 100 (p<0,05). E entre 6-OHDA T em relacao ao
6-OHDA S nos tempos 50 ao tempo 120. Os animais treinados mantiveram a

bradicardia por mais tempo.
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Figura 4. Alteracdes em funcéo do tempo na presséo arterial média (PAM) (a) e na
frequéncia cardiaca (FC) (b), apos a administracdo endovenosa de salina (tempo -
10) e de L-NAME (10mg/kg — tempo 0) em animais sedentarios ou submetidos ao
treinamento fisico, com ou sem leséo por 6-OHDA. *p<0,05 vs Sham S; #p<0,05 vs
6-OHDA S; &p<0,05 vs Sham T. Os valores estao expressos em média + SEM. O
namero dos grupos esta entre os parenteses (RMANOVA Two-way, seguido do teste
de Bonferroni). Em (a), ha diferenca significativa entre 6-OHDA S e Sham S no
tempo 20 (p<0,05), e ha diferenca significativa entre 6-OHDA T e Sham T nos
tempos 5,10, e 40, 50 e 70 (p<0,05). Em (b), ha diferenca significativa entre Sham T
com Sham S nos tempos 30, 40, 80, 90 e 100 (p<0,05). E entre 6-OHDA T em
relacdo ao 6-OHDA S nos tempos 50 ao tempo 120.
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4.3.3 Andlise da variabilidade da PAS

Nossos resultados mostram uma menor variacdo na modulacdo da PAS no
dominio do tempo de animais 6-OHDA S em relagdo ao Sham S (Figura 5) entre os
grupos treinados ndo houve diferenca. Na andlise espectral de LFabs e VLFabs de

PAS, ndo houve diferenca entre 0s 4 grupos.
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Figura 5. Anéalise da modulacdo autonémica em (A) variancia de PAS, (B) LF abs e
(C) VLF abs. A presséo arterial sistélica (PAS) foi realizada em animais sedentarios
ou submetidos ao treinamento fisico, com ou sem lesao por 6-OHDA. * p <0,05 vs
Sham S; # p <0,05 vs. 6-OHDA S; p <0,05 vs Sham T. Os valores ets@o expressos
como meédia £+ SEM. O numero de grupos esta entre parénteses (ANOVA One-way,
seguido do teste Bonferroni). LF, baixa frequéncia; HF, alta freqiéncia; VLF, muito
baixa frequéncia.
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4.3.4 Andlise da variabilidade do IP
Para o IP, ndo houve diferenca estatistica na variancia da modulacdo no

dominio do tempo, também, ndo houve diferenca na relacdo LF/HF e para os

componentes normalizados LF e HF entre os 4 grupos avaliados (Figura 6).
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Figura 6. Analise da modulacdo autonémica em (A) variancia de IP, (B) LF/HF, (C)
LF nu e (D) HF nu. A variabilidade da frequéncia cardiaca foi realizada em animais
sedentarios ou submetidos ao treinamento fisico, com ou sem lesdo 6-OHDA. * p
<0,05 vs Sham S; # p <0,05 vs 6-OHDA S; p <0,05 vs Sham T. Os valores estéo
expressos como média £+ SEM. O nimero de grupos esta entre parénteses (ANOVA
One-way, seguido do teste de Bonferroni). LF, baixa frequéncia; HF, alta frequéncia;
IP, intervalo de pulso.
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4.3.5 Analise do Barorreflexo Espontaneo
Em relacdo ao barorreflexo espontaneo, ndo houve diferenca entre os 4

grupos no ganho total, nas sequéncias “up”, assim como nas sequéncias “down”

entre 0s 4 grupos.
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Figura 7. Anadlise do barorreflexo espontdneo em animais sedentarios ou
submetidos ao treinamento fisico, com ou sem lesédo por 6-OHDA, (A) Sequéncias
“‘up” (Up gain), (B) Sequéncias “down” (Down gain) e (C) Ganho total. * p <0,05 vs
Sham S; # p <0,05 vs 6-OHDA S; p <0,05 vs Sham T. Os valores estdo expressos
como média + SEM. O numero de grupos esta entre parénteses (ANOVA One-way,
seguido do teste de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel investigar as alteracbes cardiovasculares e
concentractes de NO tissular e no plasma em animais induzidos ao parkinsonismo
apos lesdo na SNPc por infusdo de 6-OHDA, submetidos previamente a exercicio
cronico ou mantidos sedentarios. A adequacdo do modelo de parkinsonismo foi
comprovado pela diminuicdo nos niveis de DA no estriado nos animais lesados; no
entanto, o treinamento fisico ndo foi capaz de reverter essa perda de DA. Apoés 4
semanas de natacdo, houve bradicardia de repouso nos dois grupos treinados (6-
OHDA T e Sham T), também demonstrando a eficiéncia do protocolo de exercicio
em induzir condicionamento cardiovascular, o que ja foi observado em varios outros
estudos de nosso grupo utilizando este mesmo protocolo (MARTINS-PINGE et al.,
2005; DE ABREU et al., 2009; MASTELARI et al.,, 2011). Em relacdo ao NO
plasmatico, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, porém, na aorta houve
aumento nas concentracées de NO no grupo 6-OHDA S, e diminuicdo nos animais
6-OHDA T. Também, em relacdo ao coracdo, houve aumento de NO nos animais
Sham T em relacdo aos sedentérios e diminuicdo de NO nos animais 6-OHDA T em
relacao ao 6-OHDA S e Sham T. A administracao de L-NAME promoveu alteragbes
na modulacao ténica da PAM e da FC nos diferentes grupos de animais, induzindo
um aumento na PA e queda na FC. Os dados mostraram que 0s animais lesados
responderam com menor aumento da PA em comparagdo aos controles em
determinados tempos, e com relacdo a frequéncia cardiaca os grupos treinados
mantiveram a bradicardia por mais tempo em relagéo aos grupos sedentarios. Dessa
forma, tivemos diferentes influéncias sobre os parametros cardiovasculares apés a
inibicdo da NOS.

O modelo de parkinsonismo por 6-OHDA, é um modelo classico, que apresenta
alteracdes comportamentais e motoras da DP (ARIZA et al., 2010; DUTY; JENNER,
2011). No presente estudo, pode-se observar que houve diminuicdo maior que 50%
nas concentracdes de DA apoés 7 dias de infusdo de 6-OHDA, o que corrobora com
outros estudos utilizando o mesmo modelo (ARIZA et al., 2015a; SILVA et al., 2015).
Este é o grau de deplecédo encontrado em modelos animais que tentam mimetizar as
fases iniciais da DP, em conjunto com o aparecimento dos sintomas motores
(RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009; DUTY; JENNER, 2011).

A natacdo durante 4 semanas prévias a inducdo do parkinsonismo nao
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promoveu diferenca nas concentracdes de DA, ou seja, ndo houve neuroprotecao
sobre a diminuicAo de DA. Dados da literatura em camundongos e utilizando
exercicios prévios a lesdo também ndo demonstram protecdo dos neurbnios
dopaminérgicos (O’'DELL et al., 2007; AGUIAR et al., 2014). Outros estudos no
entanto, mostraram que a realizacdo do exercicio fisico antes e/ou apos a lesédo por
MTPT ou por 6-OHDA foi capaz de promover alteragBes protetoras e benéficas a
estes animais (SIM et al., 2004; FAHERTY et al., 2005; AL-JARRAH et al., 2010;
TUON et al., 2012). Em nosso modelo ha diminuicdo bastante acentuada dos
neurdnios dopaminérgicos bilateralmente e em um curto periodo de tempo. Um dos
estudos que mostram a neuroprotecéo, utilizaram um modelo diferente e com perda
menor de dopamina estriatal, como nos estudos de Tillerson e colaboradores, onde
a lesé@o por 6-OHDA foi unilateral e levou a queda de aproximadamente 25% de DA
(TILLERSON et al., 2001, 2002). Em camundongos induzidos ao parkinsonismo
cronico por MTPT (com uma dose que promove neurodegeneracao severa e
persistente dos neurbnios dopaminérgicos), 4 semanas de esteira ap6s a lesao,
promove adaptacdes cardiovasculares e metabdlica, mas ndo promove alteracdes
nas fungcbes dopaminérgicas nigroestriatais (AL JARRAH et al., 2007). Gerecke e
colaboradores (2010) mostraram a importancia do tempo e intensidade de exercicio
em camundongos que realizaram corrida espontadnea durante um més onde néo
houve protecado; durante 2 meses houve protecdo parcial e durantes trés meses,
houve protecdo completa a perda de DA pelo parkinsonismo induzido pelo MPTP.
Sendo assim, em experimentos com animais 0 tempo apropriado, a duracdo e a
intensidade podem reduzir a lesédo induzida por diferentes toxinas, porém, estudos
gue ndao mostram alteracGes, podem ser decorrentes de tempo e intensidade néo
suficientes para isto (HOU et al., 2017). Assim, é possivel sugerir que no modelo de
6-OHDA as lesdes bilaterais levaram a grande perda de neurbnios dopaminérgicos,
0 que pode ter contribuido para a falta de neuroprotecdo com o exercicio fisico, além
disso, realizar o exercicio durante um periodo maior ou até mesmo durante o
periodo de lesédo poderia ter contribuido com a neuroprotecao.

Até o momento ndo ha estudos que tenham avaliado o NO no sistema
cardiovascular e na adrenal e rim de animais induzidos ao parkinsonismo apés 7
dias de lesao bilateral com 6-OHDA, e nem em outros modelos animais. Nosso
trabalho mostra que ndo houve diferenca na concentracdo de NO no plasma, mas

sim, na aorta, coracao, rim e adrenal. Um estudo que avaliou o NO perifericamente,



42

no sistema gastrointestinal de animais induzidos unilateralmente por 6-OHDA,
mostrou que houve redugdo na expressdo da nNOS entérica (BLANDINI et al.,
2009). A maior parte dos estudos envolvendo modelos de parkinsonismo avalia as
concentracfes de NO cerebrais. Nesses estudos foi mostrado que ha aumento na
expressdo de INOS na SNPc e uma diminuicdo de nNOS na substancia negra
(LIBERATORE et al., 1999; CZARNECKA et al., 2013). Em humanos, um aumento
da expressao de INOS foi encontrada na SNPc em amostras cerebrais post-mortem
de individuos com DP (HUNOT et al., 1996).

Considerando que a NOS se expressa de diferentes maneiras, é possivel que
o aumento de NO na aorta de animais 6-OHDA S possa ser decorrente do aumento
da expressao de iNOS, devido a ativacdo pela via induzivel. Apds 4 semanas de
natacdo, ha aumento de NO no coracéo, e este pode ser devido ao aumento da
eNOS, pois sabe-se que a atividade fisica regular leva a aumentos na expresséo do
gene para a eNOS e, posteriormente, da proteina eNOS (MCALLISTER; LAUGHLIN,
2006). Também, ha aumento na produgao periférica de NO devido ao “estresse de
cisalhamento”, o qual favorece a sintese e biodisponibilidade de NO pelo endotélio
vascular (GREEN et al, 2004; MCALLISTER; LAUGHLIN, 2006;
FRANCESCOMARINO et al.,, 2009). Yang e colaboradores (2002) relatam que
exercicio aerébio por meio da esteira durante 10 semanas promoveu aumento na
expressao de INOS e eNOS em células endoteliais da aorta de ratos (YANG et al.,
2002). Apoés protocolo de natacdo de 3-4 semanas, ratos Sprague-Dawley tiveram
expressdo aumentada de nNOS no musculo esquelético e da eNOS nos pulmdes,
atrio e aorta (TATCHUM-TALOM et al., 2000). O exercicio modula a atividade da
eNOS, levando ao aumento da expressdo dessa enzima nas células da aorta e do
coragcao, sem alteragces nos pulmdes e na veia cava (DAO et al., 2011). Neste
estudo, na aorta, no coracdo e na adrenal de animais 6-OHDA T ocorreu diminuicéo
de NO, sugerindo o envolvimento das diferentes isofomas de NO com a implantacao
da leséo e a associa¢cdo com o treinamento fisico.

A literatura tem relatado que o treinamento fisico é uma terapia nao-
farmacoldgica eficaz no controle da producéo de NO pela via iINOS e na protecdo da
funcdo endotelial em camundongos submetidos a dieta com alta ingestédo de agucar
(SILVA et al., 2016). Em humanos com insuficiéncia cardiaca, um programa de
treinamento fisico de 6 meses foi efeitvo na reducdo da expressdo de iINOS no

musculo esquelético (GIELEN et al., 2005). Sugere-se que 0 exercicio fisico por
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natacao possa ter promovido este mesmo efeito no controle da producgéo de NO pela
INOS na aorta, no coracao e na adrenal de animais induzidos ao parkinsonismo por
6-OHDA ap0s 4 semanas de natacdo. Entretanto, estudos adicionais devem ser
realizados para avaliar a expressao das diferentes isoformas nestes diferentes
grupos experimentais. Em relagdo ao rim, h4 diminuicdo nos grupos 6-OHDA S e
Sham T em relacdo ao Sham S. Avaliando os diferentes grupos € possivel observar
alteracdes no grupo 6-OHDA S e no grupo Sham T, destacando que o grupo 6-
OHDA T teve sua atividade de NO semelhante ao grupo Sham S, enfatizando que
houve efeito do exercicio sobre a producéo de NO.

Em relagcdo aos parametros cardiovasculares basais, ndo houve alteragdes
nos valores de PAM e FC do grupos 6-OHDA S em relagdo ao Sham S, o que
corrobora com dados da literatura utilizando o mesmo modelo (SILVA et al., 2015).
O presente estudo confirma dados anteriores da literatura de que a natagdo nao
altera os valores de PAM em ratos, mas induz bradicardia de repouso (MEDEIROS
et al., 2004; MEHANNA et al., 2007; MASTELARI et al., 2011; RAQUEL et al., 2016).
Além disso, mostra que esta bradicardia se manteve presente mesmo depois de 7
dias apoés o ultimo dia de natagdo tanto no grupo Sham T, quanto no grupo 6-OHDA
T em relagdo aos seus controles. Uma diminuicdo na PAM e na PAS foi observada
em 6-OHDA T quando comparado ao Sham T, o que pode ser decorrente de um
aumento numérico nos valores de Sham T em relacdo ao Sham S, devido a um
efeito compensatorio da PA em relacdo a bradicardia de repouso.

A inibicdo da NOS por administragdo endovenosa de L-NAME promoveu
hipertensédo e bradicardia em todos 0s grupos, mostrando a participacao ténica do
NO no controle cardiovascular. A dose de 10mg/kg foi escolhida de acordo com o
estudo de Chen e Hu (1997), os quais observaram a resposta maxima do aumento
de PAM e diminuicdo da FC com esta dose (CHEN; HU, 2011). O L-NAME sofre
hidrélise e forma L-NG-nitroarginina (L-NNA), esta, interage de forma ndo covalente
com as trés isoformas da NOS. A constante de dissociacdo das cNOS e iNOS é
diferente, sendo maior na iINOS, na qual a ligacdo é revertida rapidamente (revisado
por Vitecek et al., 2012). Dados na literatura, mostram hipertenséo apdés L-NAME em
animais com a mesma dose e mesmo tempo (GARDINER et al., 1990; CASTARDO-
DE-PAULA et al., 2017).

A resposta ao L-NAME na PAM foi influenciada pela leséo, pois na curva

houve menor aumento da PAM no tempo 20 no grupo 6-OHDA S em relacdo ao
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Sham S. Nos tempos 5, 10, 40, 50 e 70 houve menor aumento da PAM do grupo 6-
OHDA T em relagdo ao Sham T. Como citado anteriormente, o L-NAME parece estar
mais envolvido com a inibicdo da via constitutiva, sugerindo que o ténus nitrérgico da
eNOS estd menor nos animais lesionados por 6-OHDA em relacdo aos animais
Sham, de forma independente do treinamento fisico. A resposta da FC ao L-NAME,
parece ter sido influenciada pelo treinamento fisico, pois houve diferenca entre o
grupo Sham T com o grupo Sham S nos tempos 30, 40, 80, 90 e 100, e entre 6-
OHDA T em relacéo ao 6-OHDA S nos tempos 50 ao tempo 120. Considerando que
0 exercicio fisico promove maior sensibilidade barorreflexa (MEDEIROS et al., 2004;
RAQUEL et al., 2016), é possivel que ap6s 4 semanas de natacdo, 0s animais
treinados foram mais capazes de corrigir instantaneamente as oscilacbes na PAM,
melhorando a homeostase cardiovascular (RAQUEL et al., 2016) e mantendo a
bradicardia por mais tempo em comparacdo aos sedentarios, enquanto a PA se
mantém acima do basal. Embora a analise do barorreflexo espontaneo nao tenha se
mostrado diferente entre 0s grupos, € possivel que estimulos farmacologicos, como
0 aumento da PA pelo L-NAME, tenham alcancado poténcia para mostrar efeitos de
ganho barorreflexo maiores nos grupos treinados.

Em relacdo a variabilidade, dados da literatura mostram que 0s animais
induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA mostram variabilidade reduzida da presséao
arterial sist6lica e maior atividade barorreflexa (ARIZA et al., 2015b). A variabilidade
da frequéncia cardiaca € uma medida que pode avaliar a modulacdo do SNA sobre
o sistema cardiovascular no exercicio fisico e em condi¢des patologicas. Mudancas
em seus padrdes funcionam como um indicador de saude, uma pessoa saudavel
geralmente apresenta maior variabilidade de FC, de modo que a reducdo da
variabilidade de FC pode funcionar como um indicador de varias doencas
(VANDERLEI et al., 2009). Nossos resultados mostram uma variagio menor na
modulacdo do dominio do tempo de PAS de animais 6-OHDA S em relacdo ao
Sham S, o que corrobora com os dados da literatura (ARIZA et al., 2015a). No
entanto, apesar de mostrarem bradicardia de repouso apos 4 semanas de natacao,
nao houve alteracdes na variabilidade da FC e na atividade barorreflexa, o que pode
ser devido ao fato de que a analise ocorreu apés 8 dias do ultimo dia de natacao,
podendo ter iniciado as perdas funcionais adquiridas pelo treinamento. Além disso,
existem componentes ndo autondmicos que influenciam a redugédo da frequéncia

cardiaca em repouso, como alteracdes na atividade marcapasso no nodo sinusal
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que leva a diminuicdo da frequéncia cardiaca intrinseca (BAHRAINY et al., 2016).

As diferentes isoformas de NOS parecem ter atividades diferente entre os
grupos 6-OHDA e Sham, e o exercicio fisico foi capaz de modular a quantidade do
NO. Além disso, foi possivel observar que as alteracdes na resposta ao L-NAME na
PAM foram decorrentes da lesdo e as alteracbes na FC foram consequentes do
exercicio fisico. Esses efeitos funcionais se relacionam com os achados do NO na
aorta e no coracao, onde o aumento do NO na aorta nos animais lesados pode ser
decorrente da via induzivel e proporcionou menor aumento da pressao apos inibicao
da cNOS. Por outro lado, o aumento do NO no coracdo dos animais treinados é
sugestivo dos efeitos barorreflexos sobre a FC, sendo refletidos pela bradicardia
aumentada nesses animais ao aumento da pressdo. Sendo assim, estudos futuros
para quantificar a expressao das diferentes isoformas da NOS envolvidas nos
componentes periféricos e centrais do controle cardiovascular poderdo elucidar
melhor os mecanismos envolvidos na disfungéo cardiovascular e a modulagéo pelo

exercicio prévio.
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6. CONCLUSOES

Nossos achados indicam que o exercicio fisico ndo promoveu protecdo em
relacdo a diminuicdo de dopamina no estriado e que as alteracbes nas respostas ao
L-NAME na presséo arterial foram decorrentes da lesdo e na frequéncia cardiaca
parecem ter sido devido ao treinamento fisico. Os dados também sugerem o
envolvimento das diferentes isoformas da NOS. Além disso, este é o primeiro estudo
a mostrar as alteracdes nas concentracbes de NO no sistema cardiovascular de
animais induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA na SNPc e a modulagéo por meio

do exercicio fisico prévio.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 232/2016 . Londrina, 26 de Outubro de 2016.

Prezada Pesquisadora,

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacdo das alteragdes cardiovasculares em
ratos acordados e induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA apés exercicio fisico”, protocolo
CEUA n® 19653.2016.42, sob a responsabilidade de Marli Cardoso Martins Pinge, que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA),
foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUAJUEL), em reuni&o realizada em 11/10/2016.

O objetivo do projeto & avaliar os efeitos cardiovasculares e autonémicos em ratos
acordados e induzidos ao parkinsonismo por infusdo bilateral de 6-OHDA na Substancia negra
parte compacta (SCpc), apés 4 semanas de treinamento fisico por natacdo. Sera realizada
cirurgia estereotaxica sob anestesia intraperitoneal de Cloridrato de Cetamina (100mg/Kg) e
Cloridrato de Xilazina (20 mg/Kg) para microinfus&o bilateral da toxina 6-OHDA na dose de
6mg/mL e outra cirurgia para canulagdo crénica da artéria e veia femoral. Ao final da primeira
cirurgia sera administrado uma dose Unica (30.000 Ul) de pentabiético veterinario e apos a
segunda cirurgia sera administrado paracetamol 200 mg/mL na dose de 1,5 mg/100g de rato para
analgesia. Registro da PA e FC dos animais no estado acordado e protocolos experimentais: 1)
injecdo endovenosa de antagonista a-adrenérgicos, o prazosin (1 mg / mL); 2) injecac
endovenosa in bolus de solugdo de cianeto de potassio (KCN) na concentragao de 50ug/1 mL; 3)
injegao endovenosa in bolus de fenilefrina (FE) (3ug/1mL; Sigma Chemical) e nitroprussiato de
sodio (NPS) 16pg/1mL (Sigma Chemical). Eutanasia por guilhotina. Gl 3.

| Vigéncia do Projeto 05/10/2016 a 28/02/2018
| Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 240
Peso/ldade 2002250 g
Sexo Machos
| Origem Biotério Central / UEL
Amostras a serem coletadas | Cérebro, corac3o, vasos sanguineos, plasma.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execucao
das modificagdes.

i Coloco-me a disposi¢ao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

Profa. Dra. Gl ntamburlo Alves Fernandes
dora da CEUA/UEL

Profa. Dra. Marli Cardoso Martins Pinge
oordenadora do Projeto
Departamento de Ciéncias Fisiologicas / Centro de Ciéncias Biologicas
Com cépia para C do Biotério Central / UEL; Chefe do Departamento de Ciéncias Fisiologicas e

Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biologicas
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