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ARIZA, Deborah. Alteracdes cardiovasculares e autonémicas no parkinsonismo
induzido por 6-OHDA. 2015. 103 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada, principalmente, por sinais motores. Entretanto,
sinais nao-motores, também, acometem e diminuem a qualidade de vida dos pacientes com
DP. Dentre esses sinais ndo-motores, estdo os disturbios cardiovasculares, que podem ser
decorrentes do acometimento tanto do sistema nervoso central quanto de vias periféricas do
sistema nervoso autdbnomo. Apesar de muitas especulagdes, a fisiopatologia das
complicagdes cardiovasculares ainda ndo esta bem elucidada. Visto isso e a escassez de
trabalhos em modelos animais, faz-se importante o estudo das variaveis cardiovasculares,
para que se possa investigar os mecanismos neurobiolégicos e contribuir para novos
achados nas disfungdes cardiovasculares relacionadas com o parkinsonismo. No presente
trabalho, investigamos a fungdo cardiovascular, avaliando a modulagcdo autondbmica, os
reflexos cardiovasculares (barorreflexo e quimiorreflexo) e a reatividade vascular ao
agonista alfa1-adrenérgico em aorta, de um modelo animal de parkinsonismo, induzido pela
infusdo bilateral da toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na substancia negra parte compacta
(SNpc). Os resultados mostraram que os animais induzidos ao parkinsonismo apresentaram
menor pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em comparagdo aos animais
controle. Foi também demonstrado que os animais lesados apresentaram uma menor
variabilidade da pressao arterial, a qual decorreu de reducédo na varidncia e na poténcia do
componente de baixa frequéncia (do inglés, LF) do espectro da PA, assim indicando uma
reducdo na modulagdo simpatica vascular e alteragdes na atividade conjunta vagal e
simpatica sobre o coragdo. Além disso, o tratamento intravenoso com um antagonista a-
adrenérgico (prazosin) causou respostas depressoras reduzidas nos animais lesados,
assim, reforcando as evidéncias de um ténus simpatico reduzido para a pressao arterial. O
presente trabalho, também, mostrou que, depois da ativacdo do barorreflexo pela infusdo
de agonista seletivo dos adrenoceptores a; - fenilefrina (FE) e de infusdo de doador de oxido
nitrico - nitroprussiato de sodio (NPS) o indice de sensibilidade barorreflexa ndo se mostrou
alterado entre os grupos, no entanto, ocorreu um maior aumento na PA quando estimulados
com FE e maior taquicardia quando estimulado com NPS nos animais 6-OHDA. Apés
ativagao dos quimiorreceptores periféricos por meio de injecdo de KCN (hipdxia citotoxica),
ocorreu uma maior resposta pressorica e bradicardica nos animais lesados bilateralmente
com 6-OHDA. Além disso, o presente trabalho buscou investigar a reatividade vascular na
aorta dos animais induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA, e os resultados mostram
hiporreatividade ao agonista adrenérgico FE, provavelmente por mecanismo dependente do
endotélio. Assim, a diminuicdo do ténus simpatico no parkinsonismo induzido em ratos por
6-OHDA, parece estar relacionada com a hiporresponsividade a-adrenérgica nos vasos
sanguineos. Dessa forma, os resultados do presente trabalho fornecem evidéncias de um
comprometimento autondmico e cardiovascular nos animais submetidos a lesao bilateral por
infusdo de 6-OHDA na SNpc.

Palavras-chave: Modulagdo autonémica. Reflexos cardiovasculares. Reatividade
vascular.



ARIZA, Deborah. Cardiovascular and autonomic alterations in rats with
parkinsonism induced by 6-OHDA. 2015. 103 p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas.) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is mainly characterized by motor signals. However, non-
motor signals also affect and decrease the quality of life of PD patients. Among these
non-motor signs are cardiovascular disorders, which may be due to the involvement
of both central nervous system and peripheral autonomic nervous system. Despite
much speculation, the pathophysiology of cardiovascular complications is not well
understood. Seen it, and the lack of studies in animal models, it is important to the
study the cardiovascular variables, so that we can investigate the neurobiological
mechanisms and contribute to the new findings in cardiovascular disorders related to
parkinsonism. In the present study we investigated the cardiovascular function,
evaluating autonomic modulation, cardiovascular reflexes (chemoreflex and
baroreflex), and vascular reactivity to alpha1-adrenergic agonist in the aorta in an
animal model of Parkinsonism induced by bilateral infusion of the toxin 6-
hidroxidopamine (6-OHDA) in the substantia nigra pars compacta (SNpc). The
results showed that the animals induced parkinsonism had lower arterial pressure
(AP) and heart rate HR) compared to control animals. It was also shown that the
injured animals showed a lower variability of the blood pressure, which resulted in the
reduction in variance and the low frequency component power (LF) of the PA
spectrum, thus indicating a reduction in sympathetic modulation and vascular
changes in joint activity of vagal and sympathetic on the heart. In addition, the
intravenous treatment with a a-adrenoceptor antagonist (prazosin) caused reduced
depressor responses in injured animals, thereby increasing the evidence of a
reduced sympathetic tone to arterial pressure. This study also showed that after
activation of the baroreceptors by selective adrenoceptor agonist infusion a1 -
phenylephrine (PHE) and nitric oxide donor infusion - sodium nitroprusside (SNP),
the baroreflex sensitivity index was not changed between the groups However, there
was a greater increase in the AP when stimulated with PHE and greater tachycardia
when stimulated with SNP in 6-OHDA animals. After activation of the peripheral
chemoreceptors through KCN injection (cytotoxic hypoxia), there was a higher
increase in pressure and bradycardia response in injured animals with bilateral 6-
OHDA. In addition, this study aimed to investigate the vascular reactivity in aorta of
animals induced parkinsonism by 6-OHDA, and the results show hyporeactivity to the
adrenergic agonist FE, probably by endothelium-dependent mechanism. Thus, the
decrease in the sympathetic tone in the parkinsonism in rats induced by 6-OHDA,
seems to be related to the a-adrenergic hyporesponsiveness in blood vessels. Thus,
the results of this study provide evidence of autonomic and cardiovascular
impairment in animals subjected to bilateral damage by infusion of 6-OHDA in SNpc.

Keywords: Autonomic modulation. Cardiovascular reflexes. Vascular reactivity.
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1.  INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson e parkinsonismo

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda mais frequente doenca
neurodegenerativa apds a deméncia de Alzheimer. As manifesta¢des clinicas ou
denominados sinais cadinais da DP incluem bradicinesia, tremor ao repouso,
rigidez, instabilidade postural e anormalidades na marcha (Dunnett e Bjorklund,
1999; Dauer e Przedborski, 2003; Emborg, 2004).

Foi descrita como “paralisia dos tremores” ou “paralisia agitante”, em 1817
pelo médico inglés James Parkinson, em seu estudo intitulado como “Essay on the
Shaking Palsy’ (Dauer e Przedborski, 2003; Takahashi e Wakabayashi, 2005). A
mudanca do nome de paralisia agitante para Doenca de Parkinson foi sugerida por
Charcot, em homenagem a descricdo classica de James Parkinson. Charcot
contribuiu na descricdo clinica da doenca, definindo a presenca dos chamados
sinais cardinais, no diagnéstico diferencial e até mesmo no tratamento (Teive,
1998). Atualmente, apds quase dois séculos de sua descri¢ao inicial, a DP ainda é
uma doenca de patogénese pouco compreendida, sendo seu tratamento
basicamente sintomatico (Lev et al., 2003; Shimohama et al., 2003).

A principal caracteristica neuroquimica e neuropatolégica da DP é a perda
progressiva de neurbnios dopaminérgicos da Substancia Negra pars compacta

(SNpc) associada as inclusbes citoplasmaticas denominadas de corpos de Lewy,



essas que podem causar danos celulares, sequestrando proteinas importantes para
a sobrevivéncia da célula nervosa. Os corpos de Lewy nao sao achados
especificos da DP, sao, também, encontrados em outras doencgas
neurodegenerativas como na Doenca de Alzheimer e na Doenga de Huntington
(Valldeoriola et al., 1997; Dunnett e Bjorklund, 1999; Dauer e Przedborski, 2003;
Emborg, 2004; Schulz e Falkenburger, 2004; Przedborski, 2005).

A etiologia da DP, denominado parkinsonimo primario, idiopatico ou
esporadico, ainda permanece desconhecida, no entanto o parkinsonismo
secundario é atribuido a traumas, ou por inducao de drogas, hidrocefalia, hipdxia,
infecgbes, tumor, entre outros. Ainda hé outras formas de parkinsonismo, como as
sindromes parkinsonianas (Parkinson-plus), como a sindrome de atrofia de multiplos
sistemas, degeneracdo ganglionar cortico basal, além da forma de parkinsonismo
familiar - genético (Dauer e Przedborski, 2003; Vila e Przedborski, 2003; Fahn e
Sulzer, 2004; Hald e Lotharius, 2005). Apesar de algumas variagdes clinicas e
patologicas, nas diferentes formas de manifestacdes de parkinsonismo, todas
apresentam iguais anormalidades bioquimicas, principalmente quanto a deplecao
do conteudo de dopamina no mesencéfalo e na grande maioria dos casos,
manifestam-se sem etiologia conhecida (Przedborski, 2005).

A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurdénios dopaminérgicos
cujos corpos celulares se localizam na SNpc e projetam seus axbnios para o
caudado-putamen, ou corpo estriado (Przedborski, 2005). A redug¢do na densidade
neuronal (neurdénios da SNpc) gera uma diminuicdo na projecdo de fibras

dopaminérgicas que se progetam para o estriado dorsal causando, por sua vez,



uma consequente redugdo dos niveis de dopamina (DA) (Figura 1). Também,
observa-se a reducao da atividade de enzimas envolvidas na sintese de DA, como a

tirosina hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (Gerlach e Riederer, 1996).

A. NORMAL B. DOENCADE
PARKINSON
CAUDADO
LT
PUTAMEN
"\\

VIA
NIGROESTRIATAL

Figura 1: Representagdo esquematica da via nigroestriatal normal (A) e da via
nigroestriatal na Doenca de Parkinson (B). Adaptada de (Dauer e Przedborski,

2003).



Correlacbes entre andlises clinicas e bioquimicas mostram que os sintomas
caracteristicos da DP comegam a aparecer quando, aproximadamente, 60% e 80%
dos conteudos de DA na SNpc e no putamen, respectivamente, séo perdidos (Dauer
e Przedborski, 2003). Além da perda neuronal dopaminérgica, outros sistemas como
o noradrenérgico, por meio da perda de neurbnios do locus coeruleus,
serotonérgico, pela reducdo de serotonina no Nucleo da Rafe e do sistema
colinégico, por redugdo de acetilcolina nos Nucleos Basais de Meynert, estao
relacionados com os achados neuroquimicos e neuropatoldégicos na DP (Schulz e
Falkenburger, 2004).

Nas ultimas décadas, muitos estudos clinicos, post-mortem e experimentos in
vivo e in vitro, com modelos animais, tém possibilitado algum entendimento sobre a
patogénese da doenca. As hipdteses incluem: defeitos conformacionais nas
estruturas de proteinas citoplasmaticas e disfuncbées mitocondriais com
consequente aumento do estresse oxidativo, resultando na morte neuronal. Outros
fatores considerados envolvem a excitotoxicidade, neuroinflamagcdo e eventos
apoptoéticos (Dauer e Przedborski, 2003; Singh e Dikshit, 2007).

Com relacdo a etiologia da DP, o que parece ser mais plausivel € um
envolvimento de todos os fatores que podem interagir e provocar a morte de
neurbnios da SNpc. Portanto, sugere-se que a degeneracdo neuronal ndo resulta
apenas da acdo de um unico fator deletério, mas da convergéncia de diversos

fatores patogénicos (Esposito et al., 2007) (figura 2).
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Figura 2: Interagcdo sinérgica de mecanismos envolvidos na morte de neurbnios

dopaminérgicos no parkinsonismo. Adaptada de: (Esposito et al., 2007).

Teoricamente, a neurodegeneracao progressiva pode ser provocada por uma
exposicdo crbnica a neurotoxinas dopaminérgicas, ou apenas por uma breve
exposi¢do, que, de alguma maneira, ja seria capaz de levar ao inicio de uma

cascata de eventos deletérios (Dauer e Przedborski, 2003).



1.2. Modelos animais de parkinsonismo

Modelos animais devem apresentar caracteristicas da doenca presente no
homem, simulando as mudancas patolégicas, histolégicas e bioquimicas da doenca,
bem como seus disturbios funcionais. A DP é uma doenca que se manifesta na
espécie humana, ndo se manifestando espontaneamente em animais. Esse fato
indica que caracteristicas semelhantes somente sdo observadas em animais (p.e.
macacos ou roedores), quando ha a administracao de agentes neurotéxicos, como a
6-hidroxidopamina (6-OHDA), metanfetamina, rotenona ou 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Gerlach e Riederer, 1996).

Modelos animais experimentais sdo ferramentas importantes na ciéncia
médica, permitindo o estudo dos mecanismos patogenéticos e ajudando a
compreender os principios terapéuticos no tratamento dos disturbios funcionais
(sintomas) de doencas humanas (Gerlach e Riederer, 1996). Ainda ndo ha um
modelo animal, que, por si sO, consiga mimetizar todos os sinais e sintomas da DP
(Dauer e Przedborski, 2003), no entanto existem caracteriscas particulares de cada
modelo que facilitam a elucidagdo da fisiopatologia e permitem estudos sobre a
eficdcia dos recursos terapéuticos e de novas abordagens a serem testadas (Ariza
et al., 2010). Alguns destes modelos s&do obtidos, por meio da utilizacdo de
neurotoxinas, como a 6-OHDA, a Rotenona, o paraquat, o MPTP e, recentemente, o
lipopolissacaridio (LPS) (Gerlach e Riederer, 1996; Duty e Jenner, 2011; Tieu,

2011).



Os alvos moleculares para os varios agentes utilizados para induzir modelos
animais de parkinsonismo apresentam a caracteristica de lesdo na via nigroestriatal
(Figura 3). Alguns devem ser administrados diretamente na regido a ser lesada, pois
nao atravessam a barreira hemotaencefalica, como o 6-OHDA e o LPS. Esses
agentes toxicos, em sua maioria, inibem o complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial (acredita-se que o Maneb - fungicida, atue no complexo IlIl). Esta
atividade conduz a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou diminuicao
da producédo de ATP, que conduz a apoptose e a morte das células. O 6-OHDA e o
MPP+ (1-methil-4-fenilpiridina) podem, também, induzir a producdao de ROS
diretamente dentro do citoplasma. O LPS ativa as células microgliais, para
estimular a liberacdo de mediadores inflamatérios, os quais, por sua vez, produzem
espécies reativas de nitrogénio (RNS). Ainda, mas com mecanismos pouco
estudados, pode ocorrer a inibicdo da atividade do proteassoma, o que permitiria
uma acumulacao de proteinas danificadas e consequente dano de DNA. A morte
celular por apoptose € muito considerada embora exista muita discussdo e

controversa entre autores (Duty e Jenner, 2011).
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Figura 3: Alvos moleculares para os agentes toxicos na morte de neurdnios
dopaminérgicos. Adaptada de: (Duty e Jenner, 2011). ATP: Adenosina trifosfato;
DAT: Transportador de dopamina; Na*-dep': canal de sédio dependente; ROS:
espécies reativas de oxigénio; RNS: espécies reativas de nitrogénio; MPP™: 1-
methil-4-fenilpiridina; MPTP: 1-methil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina;

MAQO:monoamina oxidase; 6-OHDA: 6-Hidroxidopamina; LPS: Lipopolisacarideo.

1.2.1. O modelo da 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos

A utilizacao da 6-OHDA é um modelo classico e foi identificado ha mais de 50

anos. Esse modelo pode causar uma lesao parcial de 60 a 70% de degeneracao da



via nigroestriatal, o que corresponderia ao inicio do aparecimento dos sinais e
sintomas motores. Esse fato justifica o uso desse modelo quando a intencédo de
mimetizar uma fase precoce, antes dos sinais comportamentais aparecerem (Duty e
Jenner, 2011).

Lesbes parciais sdo produzidas pela injecdo de uma dose de 6mg de 6-
OHDA diretamente na SNpc ou no feixe prosencefalico medial, a qual é suficiente
para produzir cerca de 70% de perda de células da substancia negra e deplecéo de
dopamina no estriado dentro de 2 semanas (Duty e Jenner, 2011).

O modelo de lesdo com 6-OHDA assemelha-se, em muitos aspectos, com a
DP, apresentando validade de construto (onde 0s mesmos processos
psicobiolégicos responsaveis pela etiologia e fisiopatologia dos sintomas clinicos
estejam atuando no modelo), pois apresenta disfuncdo mitocondrial, estresse
oxidativo e inflamacéo; e validade de face (que é avaliada com base nas qualidades
comportamentais e farmacoldgicas cujas semelhangas com o disturbio humano
podem ser demonstradas), apresentando alteragdes bioquimicas como diminuicao
de DA, degeneracado da via nigroestriatal, alteragcbes motoras como acinesia, entre
outros (Willner, 1986; Duty e Jenner, 2011).

Apesar de nao apresentar todas as caracteristicas da doenca, como a
formacao de corpus de Lewy (ainda controverso) e a neurodegeneragao ocorrer
muito mais rapidamente do que ocorre na DP, o modelo induzido pela lesdo com 6-
OHDA é um 6timo modelo e permanece na vanguarda da descoberta de drogas pré-

clinicas para DP (validade preditiva) (Willner, 1986; Duty e Jenner, 2011).



1.3 Disautonomias e parkinsonismo

Além dos sinais motores, torna-se cada vez mais evidente que os pacientes
com a DP sofrem de sintomas nao-motores, que prejudicam sua qualidade de vida,
consideravelmente (Buob et al., 2010; Marrachelli et al., 2010). No inicio, James
Parkinson, ao descrever pela primeira vez a doencga, ja deixou registrada a possivel
concomitancia de fenémenos disautondmicos associados a doenga de Parkinson
(Nicaretta et al., 1998; Ziemssen e Reichmann, 2010). Dessa forma, estudos
relacionados as vias autonémicas sdo de interesse, pois sugerem que na DP a
neuropatologia ocorre precocemente em estruturas periféricas e acomete, ao longo
da doenca, as vias autonémicas para um posterior acometimento do sistema
nervoso central (Braak et al., 2003; Jain, 2011).

Marrachelli e colaboradores enfatizam que o sistema nervoso autbnomo é a
parte mais constante e rapidamente afetada do sistema nervoso, proporcionando,
assim, uma base patolégica do inicio da disfuncao pré-motora (Marrachelli et al.,
2010).

A DP evolui em seis estagios neuropatolégicos (descritos por (Braak et al.,
2003) (Figura 4), comprometendo varios neurotransmissores (dopamina,
acetilcolina, serotonina, noradrenalina, entre outros) e leva a mdultiplas
manifestagbes clinicas, entre elas, as auton6micas. A literatura ressalta que o
reconhecimento dos sintomas que antecedem ao quadro motor classico (estagio

inicial ou pré-motor) podera contribuir para o diagnéstico precoce da DP, visto que
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0s sinais motores parkinsonianos aparecem quando a morte neuronal ultrapassa um

limiar critico (Meissner et al., 2004).

Figura 4: Esquema do encéfalo evidenciando os sitios anatdbmicos comprometidos
nos estagios neuropatolégicos da doenca de Parkinson, segundo (Braak et al.,
2003). Os estagios correspondem as cores: 1 — vermelha; 2 — amarela; 3 — rosa; 4 —

azul; 5 — verde; 6 — preta. Retirado de: Rosso et al., 2008.

Outro fato relevante e que causa discussdo entre os autores, a ser
considerado nas disautonomias relacionadas com a DP, € a interferéncia de
tratamentos aos quais esses pacientes precisam ser submetidos. As drogas

utilizadas no tratamento da DP, entre elas a mais utilizada, o levodopa, podem, por
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si sOs, causar hipotensdo ortostatica (HO) ou mesmo agrava-la, quando pré-
existente, assim como a lisurida ou a bromocriptina, agonistas dopaminérgicos,
podem ocasionar vasodilatagdo periférica (Korczyn, 1990; Nicaretta et al., 1998;
Mosnaim et al., 2010). Os antidepressivos triciclicos, comumente utilizados, também
podem induzir a hipotensao (Korczyn, 1990). Dessa forma, autores acreditam que o
envolvimento do Sistema Nervoso Autbnomo na DP possa decorrer da propria
doenca, da medicacdo em uso ou de uma combinacdo destes fatores (Stoessl,
1992; Nicaretta et al., 1998). No entanto, trabalhos recentes mostram que pacientes
fazendo uso dos medicamentos como o L-Dopa, ndo apresentam diferencas em
sintomas relacionados a disfungcdo auton6mica (Goldstein et al., 2005). Esses
achados também foram evidenciados em estudos com animais (Silva et al., 2015).

A compreensao da fisiopatologia da disautonomia na DP é muito importante,
visto que os sintomas da disautonomia, especialmente nos estagios avangados da
doenca, sdo, muitas vezes, responsaveis por limitagdes e contribui para uma ma
qualidade de vida dos acometidos pela patologia. Essa compreensao é necessaria,
para o avango da pesquisa de novos tratamentos, além do fato de que poderia

elucidar um possivel diagnéstico precoce da DP.

1.3.1 Alteragbes cardiovasculares no parkinsonismo

Sinais ndo-motores acometem e diminuem a qualidade de vida dos pacientes

com DP. Dentre esses sinais nao-motores estdo os disturbios cardiovasculares, que
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podem ser decorrentes do acometimento tanto do sistema nervoso central quanto
de vias periféricas do sistema nervoso auténomo. Dentre esses sintomas, os
disturbios cardiovasculares como a hipotensédo ortostatica (HO), hipotensao pés-
prandial além de arritmias cardiacas, livedo reticularis e edema de membros posicao
dependente, podem estar presentes em pacientes com DP (Nicaretta et al., 1998;
Ziemssen e Reichmann, 2010). Isto seria em razdo do envolvimento de ambos,
Sistema Nervoso Central bem como as vias pds-ganglionares periféricas do Sistema
Nervoso Autébnomo (Goldstein et al., 2002; Jost, 2003; Adhiyaman et al., 2008).

Apesar de muitas as especulacoes, a fisiopatologia da HO na DP, bem como
a gravidade do comprometimento hemodinamico, permanece controversa. Pode
estar associada a um disturbio central com repercussdo ao nivel bulbar (Singer et
al., 1992; Nicaretta et al., 1998).

Segundo Jain e Goldstein, mecanismos fisiopatolégicos subjacentes a
anormalidades cardiovasculares autonémicas, como perda da inervagdao cardiaca
simpética noradrenérgica (em todos as pessoas acometidas pela doenca, e parece
ser independente do disturbio de movimento), a desnervacado noradrenérgica extra-
cardiaca (menos extensa) e a falha do barorreflexo arterial estariam presentes na
DP. A diminuicao da funcdo de ambos os componentes, simpatico e parassimpatico,
do barorreflexo arterial se encontraria presente na DP associado com hipotensao
ortostatica (Jain e Goldstein, 2012).

Autores sugerem que ha perda de nervos simpaticos cardiacos, em estagios
iniciais da DP, mesmo na auséncia de sinais clinicos de disfungcao autonémica. No

entanto, com base nos resultados dos achados desses pesquisadores, baseados na
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determinacdo direta de catecolaminas, os mesmos forneceram evidéncias contra
uma relevante disfuncdo da funcdo simpatica. Os autores sugerem que,
posssivelmente, a desnervacdo simpética seria incompleta e as fibras restantes
seriam suficientes para a manutencdo do controle autonémico. Em contraste, a
depressao dos varios parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca suportam
uma alteracao significativa da atividade parassimpatica, em uma fase precoce da
DP, com falha autonémica subclinica (Buob et al., 2010).

Oka e colaboradores mostraram que ha disfuncéo cardiaca, na fase inicial da
PD, mesmo sem hipotensao ortostatica, sendo essa decorrente da alteracédo
vasomotora simpatica e nao parassimpatica (Oka et al., 2011),

Em virtude da grande discussao do papel e do real envolvimento do SNA na
DP e da escassez de trabalhos em modelos animais (Slack et al., 2010), faz-se
importante o estudo das variaveis cardiovasculares, para que se possa analisar as
alteragdes no controle cardiovascular e contribuir para novos achados relacionados

as disfungbes autonémicas relacionadas com o parkinsonismo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do sistema nervoso autbnomo, simpético e parassimpatico,
relacionando com as alteracbes cardiovasculares em ratos acordados e induzidos

ao parkinsonismo por infusao bilateral de 6-OHDA na SNpc.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar as alteragbes cardiovasculares em animais controle ou lesados por
6-OHDA.

- Correlacionar lesbes a sinais cardiovasculares em animais controle ou
lesados por 6-OHDA.

- Investigar alteracbes na variabilidade da pressao arterial e frequéncia
cardiaca basais em animais controle ou lesados por 6-OHDA.

- Estudar as variagées hemodinamicas, apés o bloqueio do sistema nervoso
autébnomo, em animais controle ou lesados por 6-OHDA.

- Avaliar os reflexos cardiovasculares — barorreflexo e quimiorreflexo em
animais controle ou lesados por 6-OHDA.

- Investigar possiveis alteragdes na reatividade vascular em aorta de animais

controle ou lesados por 6-OHDA.
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3. ESTUDOS

3.1. Estudo |

DISAUTONOMIA E DOENGCA DE PARKINSON: ALTERACOES
CARDIOVASCULARES E MODULAGAO AUTONOMICA EM RATOS NAO
ANESTESIADOS APOS A INFUSAO BILATERAL DE 6-OHDA NA SUBSTANCIA

NEGRA

3.1.1. Introducgéao

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por uma diminui¢cdo nos niveis
de dopamina (DA) no estriado em razao da morte de neurdnios na substancia
negra pars compacta (SNpc). Apoés uma diminuicado de 80% dos niveis de DA no
estriado, os sintomas motores classicos da DP aparecem (Dauer e Przedborski,
2003; Tieu, 2011). Estes incluem bradicinesia, rigidez, tremor e instabilidade
postural (Przedborski, 2005). Os sinais motores da DP sdo bem reconhecidos e
estudados, no entanto, os sintomas de disautonomia raramente s&o considerados
clinicamente, apesar de se manifestarem em todas as fases da DP, representando,

muitas vezes, a queixa principal. A disautonomia prejudica, consideravelmente, a



qualidade de vida nas fases iniciais e pode ser debilitante com o avanco da doenca
(Chaudhuri et al., 2006; Chaudhuri e Schapira, 2009).

O envolvimento cardiovascular € muito comum em pacientes com DP(Low,
2008; Khedr et al., 2013). Hipotensao ortostatica (HO), hipotensdao pdés-prandial,
bem como arritmias cardiacas, livedo reticularis e edema nas pernas sao
comumente relatados (Nicaretta et al., 1998; Ziemssen e Reichmann, 2007). A HO é
o sintoma mais relatado com uma prevaléncia de até 58% em pacientes com DP
(Low, 2008; Jain, 2011). No entanto, apesar de toda a especulacdo, a patofisiologia
da HO, bem como a gravidade do comprometimento hemodinamico, permanece
controversa. Isto tem sido associado a uma desordem com o0 envolvimento de
ambos, sistema nervoso central e das vias pos-ganglionares periféricas do sistema
nervoso autbnomo (Singer et al., 1992; Nicaretta et al., 1998; Goldstein et al., 2002;
Jost, 2003; Adhiyaman et al., 2008).

Autores sugerem que a desnervacao simpatica pode ser incompleta e que as
fibras restantes sdo suficientes para a manutencao da regulacdo autonémica. Além
disso, sugerem que a diminuicdo dos parametros de frequéncia cardiaca (FC)
apoiam mudancas significativas na atividade parassimpatica em estagios iniciais de
DP com faléncia autonémica subclinica (Buob et al., 2010). Em contraste, a
literatura sugere que a disfuncdo cardiaca, mesmo sem HO, é por causa de
alteracdes no sistema nervoso autonémico simpatico (Goldstein et al., 2002).

A compreensao da fisiopatologia da disautonomia na DP é muito importante,
visto que os sintomas da disautonomia, especialmente nos estagios avangados da

doenca, sdo, muitas vezes, responsaveis por limitagdes e contribui para uma ma
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qualidade de vida dos acometidos pela doenca. Essa compreensdao é necessaria
para 0 avanco da pesquisa de novos tratamentos, além de facilitar um possivel
diagnéstico precoce da DP.

Considerando a importancia de elucidar o papel e a participagdo da funcéao
autondmica em pacientes com DP e a escassez de estudos em modelos animais,
este estudo investigou a funcéo cardiovascular, avaliando a modulacao autonémica
em um modelo animal de parkinsonismo induzido pela infusdo bilateral da toxina 6-

OHDA na SNpc.

3.1.2. Material e Métodos

Todos os experimentos foram realizados em 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 4gua a vontade, exceto durante os experimentos. 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). Esta investigacdo foi aprovada pelo Comité de Etica em Utilizagdo
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Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (processo numero:

1288.2012.55).

Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com tribromoetanol
(250 mg/kg) e colocados em um aparelho estereotaxico (David Kopf). Em seguida,
foram feitas perfuracdes nos cranios dos animais com uma broca de baixa rotagéo,
permitindo a microinfusdo da neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em 0,2% de &acido
ascérbico em solucao salina estéril) diretamente na SNpc, bilateralmente. Foram
utilizadas as seguintes coordenadas estereotaxicas determinadas a partir do
bregma: - 5,0 mm do bregma; latero-lateral (LL) £+ 2,1 mm da linha média;
dorsoventral (DV), - 8,0 mm do cranio segundo (Paxinos e Watson, 1998). A
microinfuséo foi realizada com o auxilio de uma agulha (30 gauge), conectada a um
tubo de polietileno adaptado a uma microseringa de 10 upl (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.
A seguir, o escalpo era suturado e os animais eram retirados do estereotaxico e
colocados em gaiolas individuais com ambiente aquecido para recuperacdo da
anestesia e, posteriormente, eram encaminhados a sala de manutencdo dos
animais. O grupo sham era submetido ao mesmo procedimento cirurgico,
entretanto, ndo recebia a infusdo de nenhuma toxina, sendo infundido somente

veiculo nas mesmas coordenadas estereotaxicas.
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Todos os animais receberam doses profilaticas (30.000 Ul) de pentabidtico

veterinario e foram acompanhados na sua recuperagao.

Reqistro dos pardmetros cardiovasculares

No sexto dia apds a cirurgia estereotaxica e 24 horas antes dos registros, os
animais foram novamente anestesiados com tribromoetanol (250 mg / kg) e
cateteres de polietileno foram inseridos na artéria e veia femoral. Ambos foram
exteriorizados na regiao dorsal dos animais, para registrar a pressao arterial média
(PAM) e FC e para posterior infusao de drogas (Da Cunha et al., 2014).

Os parametros basais foram obtidos, durante pelo menos 20 minutos, antes
do inicio do protocolo experimental. A canula arterial foi acoplada a um transdutor
de pressao (Powerlab modelo MLT0380) e conectado a um sistema de registro
computadorizado (Powerlab/ADInstruments), obtendo-se, assim, a pressao arterial
pulsatil (PAP). A pressao arterial média (PAM) e a (FC) foram registradas em um
segundo e terceiro canal, respectivamente, sendo obtidas da PAP. Estas gravagdes

foram feitas com os animais nao anestesiados e movendo-se livremente.

Bloqueio autonémico

Depois do registro dos valores basais, animais dos grupos sham e 6-OHDA
receberam a infusdo de antagonistas a-adrenérgicos, receptores muscarinicos, e
antagonismo 3-adrenérgico. Foram administrados intravenosamente: prazosin (1 mg
/ mL), ou metilatropina (1 mg / kg), ou propranolol (5 mg / kg). A PAM e FC foram

monitoradas até que os efeitos da droga foram avaliados. As concentracbes das
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drogas foram escolhidas com base em estudos anteriores (Fazan Junior et al., 1997,

Souza et al., 2008; Karlen-Amarante et al., 2012)

Dissecacdo do estriado

Os animais foram decapitados e as amostras de tecido cerebral foram
isoladas. O corpo do estriado de cada animal foi dissecado manualmente e pesado,
garantindo, assim, a homogeneidade. As amostras foram armazenadas a -80 ° C

até posterior andlise.

Determinacdo dos niveis de DA no estriado por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC)

As amostras do estriado dissecado foram suspendidas com acido perclérico
0,1M com 0,02% de metabissulfito de sédio como antioxidante, em concentracao de
15 plL/mg de material cerebral. Ap6s sonicagcdo, 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 alta performance com detector
eletroquimico. As areas de pico foram comparadas as areas dos padrdes externos
(Sigma-Aldrich, EUA) para identificagdo das monoaminas e metabdlitos. As
concentragcdes das substancias foram corrigidas pela massa das amostras de tecido

que foram dissecados e foram expressos como ng de substancia por mg de tecido.
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Variabilidade da PA e FC

A andlise da variabilidade do intervalo de pulso (IP) e da pressao arterial
sistélica (PAS), no dominio da frequéncia, foi realizada utilizando-se o software

computacional CardioSeries v2.4 (http:/www.danielpenteado.com). Uma vez que o

programa computacional ndo realiza aquisicdo de dados, registros de PA basal
foram processados pelo programa computacional LabChart 7.0 (ADinstruments,
Bella Vista, Austréalia), o qual é capaz de detectar pontos de inflexdo nos pulsos de
pressao 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 interpolagdo 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 sobreposicdo 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 (ms? ou mmHg?) e
normalizadas (un). Os valores normalizados foram obtidos por meio de célculos da
poténcia relativa das bandas de LF e HF levando em consideracéo a poténcia total
de espectro menos a poténcia de banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz).

Para avaliar o balanco simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia
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das bandas de LF e HF (LF/HF) do espectro do IP (Dutra et al., 2013; Tezini et al.,

2013).

Analise do barorreflexo espontaneo

A sensibilidade barorreflexa (SBR) foi avaliada por meio do Método da
Sequéncia. Utilizando-se o programa computacional CardioSeries v2.4

(http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento-a-batimento com

valores de IP e PAS foram utilizadas para andlise 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 reducbes progressivas da PAS foram acompanhadas por reducdes
progressivas do IP. Para deteccdo das alteragbes da PAS e do IP, foram utilizados
os limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Ap6s a deteccao de uma rampa de
PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos), nos quais aumentos ou reducdes
progressivas da PAS foram acompanhados, ou ndo de aumentos ou redugdes do
IP, o programa computacional buscava por alteracées no IP sem qualquer intervalo,
ou seja, delay de zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa sé foi utilizada
quando o coeficiente de correlacao (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou
igual a 0,8. A SBR foi determinada a partir da média de inclinacao da reta da
regressao linear entre os valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa

encontrada.
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Andlise estatistica

As diferencas entre os grupos experimentais foram comparados com o teste t

de Student para amostras ndo pareadas. O nivel de significancia foi estabelecido

em p <0,05. Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média.

3.1.3. Resultados

Determinacao dos niveis de DA estriatal

A analise neuroquimica indicou que os niveis de DA do grupo 6-OHDA foram
menores (1,12 £ 0,14; n = 30) quando comparado com o grupo sham (5,22 £ 0,31, p
<0,0001; n = 32). Estes resultados indicaram uma diminuicdo da DA maior que 50%,

confirmando a lesdo nos ratos submetidos a infuséo bilateral de 6-OHDA (Figura 1).
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Figura 1: Nivel de dopamina (DA) no estriado quantificado por HPLC apés 7 dias
da infusdo bilateral de veiculo (sham) ou toxina (6-OHDA). Os resultados foram
expressos como média + SEM e a diferenca entre o grupo sham (n= 30) e com

lesdo - 6-OHDA (n=32) considerada significante foi de p < 0,05.
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Parametros cardiovasculares

Os valores basais de PA e FC (Figura 2) nos animais 6-OHDA mostraram-se
reduzidos comparados com os animais sham (6-OHDA: PAM, 100 £ 1 mmHg; FC,
335 £ 6 bpm; PAS, 122 £ 1 mm Hg; PAD, 82 £ 1 mm Hg; n = 30; Sham: PAM, 111 £

1 mmHg; FC, 355 £ 6 bpm; PAS, 137 £ 2 mmHg; PAD, 92 £ 1 mm Hg; n = 32).
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Figura 2: Parametros cardiovasculares em ratos ndo anestesiados depois de 7 dias
da infusdo bilateral de 6-OHDA intranigral ou sham. PAM: Pressao arterial média;
FC: Frequéncia cardiaca;. PAS: Pressao arterial sistélica; PAD: Pressao arterial
diastélica Os resultados foram expressos como média + SEM e a diferenca entre o
grupo sham (n= 30) e com leséo - 6-OHDA (n=32) considerada significante foi de p

< 0,05.



Analise de variabilidade

Os resultados mostraram uma menor variancia na PA (Figura 3) no modelo
animal de 6-OHDA comparado com os animais sham (6-OHDA: 5,07 + 0,69, n = 30;

sham: 9,24 + 1,25, n = 32; p <0,05).
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Figura 3: Andlise da variabilidade da pressao arterial e frequéncia cardiaca em
ratos ndo anestesiados depois de 7 dias da infusdo bilateral de 6-OHDA intranigra
ou cirurgia sham. PAS: Pressdo arterial sitélica; IP: Intervalo de pulso. Os
resultados foram expressos como média = SEM e a diferenga entre o grupo sham

(n=30) e com lesao - 6-OHDA (n=32) considerada significante foi de p < 0,05.
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A andlise espectral da PAS (Figura 4) mostrou que os animais lesados com
6-OHDA exibiram uma diminui¢cdo no componente LF (6-OHDA: 3,06 + 0,30, n = 30;
sham: 4,74 £ 0,71, n = 32 ; p <0,05). Na modulacao autonémica do IP, nenhum dos
parametros foi significativamente diferente entre os grupos (6-OHDA: LF, 31,59 %
2,23;1C, 70,10 + 2,41; LF / HF, 0,55 + 0,06; sham: LF, 29,55 + 2,36; HF, 69 + 2,23;

LF /HF, 0,59 £+ 0,10).
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Figura 4: Analise espectral da variabilidade da pressao arterial e intervalo de pulso
em ratos nao anestesiados depois de 7 dias da infusdo bilateral de 6-OHDA
intranigral. IP: Intervalo de pulso; LF: : Low frequency; HF: High frequency. Os
resultados foram expressos como média = SEM e a diferenga entre o grupo sham

(n=30) e com lesao - 6-OHDA (n=32) considerada significante foi de p < 0,05.
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Bloqueio autonémico farmacoldgico

Quando o bloqueador alfa-adrenérgico foi administrado (Figura 5), os animais
6-OHDA exibiram uma menor queda da presséao arterial (APAM: -25 £ 5, APAS: -30
+ 6, e APAD: -21 £4 ; n =7) em comparacdo com o grupo sham (APAM: -47 + 4,
APAS: -56 + 5, e APAD: -39 £ 4; n = 8, p <0,005). Nao houve diferenca significativa
nas respostas de FC entre o grupo sham (AFC: 43 £ 22, n = 8) e 0 grupo 6-OHDA

(AFC: 58 + 14, n = 7).
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Figura 5: Andlise dos parametros cardiovasculares em ratos acordados depois de 7
dias da lesao bilateral de 6-OHDA intranigral submetidos a infusdo endovenosa de
prazosin. PAM: Pressdo arterial média; FC: Frequéncia cardiaca;. PAS: Pressao
arterial sistolica; PAD: Pressao arterial diastélica Os resultados foram expressos

como média = SEM e a diferenga considerada significante foi de p < 0,05.



Nao houve diferenca significativa na FC entre o grupo 6-OHDA e os animais
sham em resposta a administracdo intravenosa de antagonista B-adrenérgico ou
muscarinico (propanolol administrado por via intravenosa em ratos 6-OHDA: AFC, -
33 + 5 e em ratos de controle: AFC, -34 + 5; atropina administrada por via
intravenosa em ratos lesionados: AFC, 129 + 14 e em ratos de controle: AFC, 123 +

7) (Figura 6).
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Figura 6: Andlise dos parametros cardiovasculares em ratos acordados depois de 7
dias da lesao bilateral de 6-OHDA intranigral submetidos a infusdo endovenosa de
propanol ou atropina. Nao houve diferenga estatisticamente significante nos animais
submetidos a lesdo quando comparados aos animais controle. PAM: Pressao
arterial média; FC: Frequéncia cardiaca;. PAS: Pressao arterial sistélica; PAD:
Pressao arterial diastélica Os resultados foram expressos como média £+ SEM e a

diferenca considerada significante foi de p < 0,05.
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Analise do barorreflexo espontaneo

Na analise do barorreflexo espontaneo, nao houve diferenca na efetividade
entre os grupos (sham: 0,15 + 0,009, n = 32; 6-OHDA: 0,17 = 0,007, n = 30). Com
relacdo ao ganho barorreflexo, nas sequéncias "up", nas sequéncias down e no
ganho total, observou-se um aumento no grupo 6-OHDA (sequéncias up: 1,85 *
0,17; sequéncias down: 1,87 = 0,20; ganho total: 1,85 + 0,17) em comparagao com
0 grupo sham (sequéncias "up": 1,34 £ 0,08; sequéncias "down": 1,37 £ 0,09; ganho

total: 1,35 + 0,08) (Figura 7).
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Figura 7: Anadlise do barorreflexo espontdneo em ratos acordados depois de 7 dias
da infusdo bilateral de 6-OHDA intranigral. PAM: Pressdo arterial média; FC:
Frequéncia cardiaca; PAS: Pressdo arterial sistolica,; PAD: Pressado arterial
diastdlica. Os resultados foram expressos como média + SEM e a diferenga

considerada significante foi de p < 0,05



Discussao

No presente estudo, investigamos alteracbes na modulacdo autondédmica e
cardiovasculares apés lesdo na SNpc pela infusdo bilateral de 6-OHDA. Neste
estudo foi demonstrado inicialmente a diminuicao nos niveis de DA, no estriado nos
animais 6-OHDA, caracterizando o modelo de parkinsonismo. Nossos resultados
mostraram que 7 dias, apds a lesdao na SNpc pela infusdo de 6-OHDA, houve
alteragcdes nos valores basais dos registros das varidveis cardiovasculares
(diminuicdo na PAM e FC), bem como alteragcbes na modulacdo autonémica e
mudancas no tdénus cardiovascular apds o bloqueio a farmacol6gico. Os nossos
dados sugerem a presenca de uma deficiéncia simpatica vascular no modelo de
parkinsonismo por infusdo de 6-OHDA .

Um modelo ideal de parkinsonismo deve apresentar caracteristicas
patolégicas e clinicas que imitam a doenga humana, incluindo mudangas
autonémicas e cardiovasculares semelhantes e sinais ou sintomas comportamentais
que envolvem os sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, que sao caracteristicas
de alteragdes no sistema nervoso central e autbnomo. Além disso, ele deve refletir a
natureza progressiva da DP, tomando em consideracdo a idade e envelhecimento.
Infelizmente, nenhum dos modelos atuais apresenta todas estas caracteristicas
(Ariza et al., 2010; Tieu, 2011). A escolha do modelo se fez em virtude de esse ser
um modelo classico, que esta associado com alteracbes comportamentais e

motoras que séo tipicas da DP (Dauer e Przedborski, 2003; Duty e Jenner, 2011).
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Em geral, uma concentracado de cerca de 6 ug/mL de 6-OHDA injetados na
SNPc (1 pL) é suficiente para produzir deplecdo de, aproximadamente, 70% nos
niveis de DA estriatais em poucos dias. Este é o grau de deplecdo destinada para
modelos que tentam mimetizar as fases iniciais da DP (em conjunto com o
aparecimento dos sinais motores) (Duty e Jenner, 2011). Por conseguinte, o modelo
de parkinsonismo com a infusdo bilateral de 6-OHDA foi escolhido para replicar a
deficiéncia estriatal de DA observada em pacientes com DP e determinar se os
efeitos cardiovasculares no modelo correlacionam-se com as observadas no
pacientes.

Nos animais com lesdo por 6-OHDA, foram observadas menor PAM e FC
durante o registro basal desses paramétros. Outro estudo utilizando animais com
infusdo bilateral de 6-OHDA no estriado e examinando as mudancgas nos ritmos
circadianos, os autores descreveram uma perda de periodicidade circadiana,
particularmente na FC (Boulamery et al, 2010). Em outro estudo, utilizando
telemetria, foi observada uma PA e FC mais baixas em um modelo com lesao na
area tegumentar ventral (Sakata et al., 2002).

Sete dias ap6s a lesdo na SNpc e consequente diminuicao dos niveis de DA,
foram observadas alteragcdes na modulacdo autondémica. (Chiaravalloti et al., 2013)
sugeriram que a relagdo entre os sistemas simpatico e dopaminérgico deve ser mais
bem avaliada em pacientes com DP em virtude de suas possiveis funcdes na
fisiopatologia da doenca, além dos resultados de um estudo de cintilografia que
sugere que o sistema simpatico cardiaco e nigroestriatal sdo afetados de forma

diferente na DP. Em particular, a taxa de morte neuronal do sistema nigroestriatal
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ndo esta relacionada com a do sistema nervoso simpatico e vice-versa. Portanto, a
extensdo das lesées dopaminérgicas nao indicam o grau dos danos no sistema
autbnomo simpatico. A disfungdo cardiovascular existe mesmo com lesdes
dopaminérgicas menores.

Varias ferramentas tém sido utilizadas para avaliar a funcdo simpatica e
parassimpatica em doengas cardiovasculares. Entre estas, o antagonismo
farmacolégico pode ser usado para avaliar os efeitos do tbnus simpatico e
parassimpatico pre-existente sobre o coragdo. Um método n&o invasivo, como a
analise da variabilidade, estima a atividade neural e nao-neural em resposta a
flutuacdes na FC a curto e longo prazo (Heart rate variability: standards of
measurement, physiological interpretation and clinical use. Task Force of the
European Society of Cardiology and the North American Society of Pacing and
Electrophysiology, 1996)]. A redugédo da variabilidade da frequéncia cardiaca tem
sido identificada como um forte indicador de risco relacionado com um grande
namero de doencas, refletindo o papel vital do sistema nervoso autbnomo na
manutencao da saude (Vanderlei et al., 2009).

Nossos resultados mostraram uma diminuicdo da variabilidade da PA em
animais 6-OHDA. Encontramos, também, uma diminuicdo em LF da PAS, que
indicou uma modulagcdo simpatica mais baixa. Estes resultados corroboram os
achados em seres humanos que mostram que a atividade do sistema nervoso
simpético € atenuada em pacientes com DP e distarbio comportamental do sono
REM, especialmente quando observaram diferengas nas varidveis da variabilidade

da frequéncia cardiaca que sao atribuidas a atividade parassimpatica, indicando
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que o sistema nervoso parassimpatico cardiaco, que se origina nos corpos celulares
do nucleo ambiguo, pode ser relativamente bem conservado nos doentes com
Parkinson. A reducdo progressiva da atividade do sistema nervoso simpatico esta
relacionada a disfuncao do sistema nervoso simpatico pds-ganglionar que é visto
em pacientes com DP precoce (Sorensen et al., 2013). Da mesma forma, (Valko et
al., 2012) relataram que os pacientes com sindrome de apnéia obstrutiva do sono
apresentaram a atividade do sistema nervoso simpatico atenuada em comparacao
com seus controles e que esta foi ainda mais atenuada em pacientes com DP. O
sistema nervoso parassimpatico cardiaco parece estar também relativamente bem
preservado em pacientes com sindrome de apnéia obstrutiva do sono e DP.

A resposta de reducdo da PA quando administrado um bloqueador a-
adrenérgico nos animais submetidos ao modelo 6-OHDA comparado com a
resposta da PAM nos controles, sugerindo que o parkinsonismo induzido pela lesao
bilateral com 6-OHDA prejudica a transmissao sinaptica simpatica vascular. Esses
dados corroboram os resultados de outros estudos (Orimo et al., 2007; Ziemssen e
Reichmann, 2007; Wolters, 2009). (Goldstein, 2003) propds que as alteracdes
autondmicas em pacientes com DP sejam em decorréncia das alteracées pos-
ganglionares simpaticas.

A falha neurocirculatéria simpatica subjacente a HO, em pacientes com DP,
envolve desnervacdo simpatica noradrenérgica (Sharabi e Goldstein, 2011).
Estudos avaliaram a inervacdo simpatica do coracdo na DP. Ha evidéncias

consistentes para uma perda de nervos simpaticos noradrenérgicos no coragao.
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Além disso, ocorre denervagdo noradrenérgica também nos rins de doentes com
DP(Goldstein, 2007).

O barorreflexo espontaneo foi utilizado para verificar a efetividade e o ganho
barorreflexo por uma técnica simples em que as pequenas flutuagdes espontaneas
de pressao arterial geram alteracbes no intervalo RR (Schwartz et al., 2013).
Nossos dados mostraram que ratos com lesdo por 6-OHDA apresentaram aumentos
tanto no ganho de "up" e ganho "down", assim como no ganho total do barorreflexo
espontaneo. Estudos anteriores demonstraram que a via nigrostriatal dopaminérgica
medeia a sensibilidade barorreflexa em ratos (Lu et al., 1995). Além disso, em um
modelo de DP, com leséo unilateral pela 6-OHDA, o ganho barorreflexo foi atenuado
(Yu et al., 2008). Estudos anteriores demonstraram que o barorreflexo é prejudicado
em pacientes com DP (Rahman e Goldstein, 2014). No entanto, ndo tem sido
observadas alteracdes na sensibilidade barorreflexa em pacientes com DP (Barbic
et al., 2007; Lipp et al., 2009a). No presente trabalho, procuramos explicar estas
diferencas, utilizando um modelo animal de DP que apresenta uma reducao ténica
na atividade simpatica vascular. Houve um aumento no ganho barorreflexo que
sugerimos que poderia ser decorrente da regulacdo dos receptores adrenérgicos.
Esta hipbtese deve ser testada.

Nossos resultados sugerem que 0 sistema nervoso simpatico vascular esta
prejudicado no modelo 6-OHDA de parkinsonismo. Estes dados podem colaborar
com a fisiopatologia da HO na DP, visto que uma diminuigdo no ténus simpatico

pode ser uma das causas de reducgéo do débito cardiaco, assim, contribuindo para a
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HO. No entanto, mais estudos, avaliando a fungcdo cardiovascular, durante
alteracOes ortostaticas, poderiam esclarecer esta questao.

Neste trabalho, mostramos alteragdes cardiovasculares em um modelo
animal de parkinsonismo induzido por infusédo bilateral de 6-OHDA. Consideramos
que os prejuizos vistos se devem a mudancas na transmissdo sinaptica simpatica
em receptores a-adrenérgicos pos-ganglionares. A investigacdo das caracteristicas
de disfuncdo autondmica é de extrema importancia no desenvolvimento de testes
terapéuticos mais eficazes e no estudo da fisiopatologia da disautonomia em

pacientes com DP.
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3.2. Estudol i

ALTERACOES NOS REFLEXOS CARDIOVASCULARES NO

PARKINSONISMO INDUZIDO POR 6-OHDA EM RATOS

3.2.1. Introducgéao

Na doenca de Parkinson (DP), clinicamente caracterizada por sintomas
motores como bradicinesia, rigidez, tremor e instabilidade postural (Przedborski,
2005), também ha presenca de sintomas nao-motores, que prejudicam
consideravelmente sua qualidade de vida (Buob et al, 2010; Marrachelli et al.,
2010). Dentre esses sintomas, disturbios cardiovasculares como a hipotensédo
ortostatica (HO), hipotensdao po6s-prandial, arritmias cardiacas, livedo reticularis e
edema de membros posicao dependente podem estar presentes em pacientes com
DP (Nicaretta et al., 1998; Ziemssen e Reichmann, 2007; 2010). Isto seria em
decorréncia das alteragdes tanto no sistema nervoso central (SNC), caracterizada
principalmente pela perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos da parte
compacta da substancia negra (SNpc), associada a inclusées citoplasmaticas
denominadas de corpos de Lewy (Przedborski, 2005), quanto em vias periféricas do
sistema nervoso autbnomo (SNA) (Goldstein et al., 2002; Jost, 2003; Adhiyaman et

al., 2008).



O SNA permite ao organismo ajustar sua circulacéao e ventilacdo para manter
o aporte de oxigénio aos tecidos. O equilibrio autonémico é mantido por
umacomplexa interacdo, e o barorreflexo e o quimiorreflexo periférico apresentam
importante papel nesses ajustes. Dessa forma, os mecanismos neurais de controle
cardiovascular envolvem a ativacdo de sensores periféricos, os quais transmitem,
por meio de suas aferéncias, as informacdes captadas para regioes especificas do
SNC (Dampney, 1994).

Dados recentes do nosso laboratério, apresentados no primeiro estudo dessa
tese, mostraram que animais induzidos ao parkinsonismo por lesdo com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), na substancia negra pars compacta (SNpc),
apresentam niveis pressoricos menores que seus controles. A analise da
variabilidade da pressao arterial, também, mostrou menor modulacdo simpética.
Dessa forma, é possivel que essas alteragdes, também, comprometam funcdes
reflexas para a manutencgao do fluxo sanguineo.

Os Dbarorreceptores arteriais exercem grande influéncia na funcao
cardiovascular por atuarem tanto no sistema nervoso simpéatico como no
parassimpatico. Os quimiorreceptores representam um importante grupo de
aferentes que controlam a fungdo autondémica interferindo tanto na fungao
respiratéria como cardiovascular (Dampney, 1994; Marshall, 1994).

Alteracdo nos reflexos cardiovasculares no parkinsonismo vem sendo
discutido por alguns autores (Lipp et al., 2009b; Jain e Goldstein, 2012). No entanto,

ainda ndao ha uma conclusao absoluta sobre o funcionamento dos sensores
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periféricos ap6s o acometimento central ocasionado pela patologia, principalmente,

sobre as respostas cardiovasculares durante uma situagéo de hipdxia.

3.2.2. Material e métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (n= 32), pesando entre 280-320
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. Os
animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas, em condi¢des controladas de temperatura (23+2°C) e luz (ciclo 12/12
horas, luzes acesas as 7h), com livre acesso a alimento e agua. O presente estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta mesma

universidade (numero do processo: 1288.2012.55).

Cirurgia estereotaxica

Lesao da SNpc com 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100mg/kg) e
cloridrato de xilazina (20mg/kg). Em seguida, os ratos foram colocados em um
aparelho estereotaxico (David Kopf, modelo 957L) e receberam a microinfusao
bilateral da toxina 6-OHDA (6-OHDA - 6mg/mL; Sigma Chemical Co., EUA,
dissolvido em salina estéril complementado com acido ascorbico 2%) na SNpc,
utiizando as seguintes coordenadas estereotaxicas determinadas a partir do

bregma: - 5,0 mm do bregma; latero-lateral (LL) £ 2,19 mm da linha média;
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dorsoventral (DV), - 8,0 mm do cranio segundo Paxinos e Watson (1986). Em
seguida, foram feitas perfuracées nos cranios dos animais com uma broca de baixa
rotacdo, permitindo a microinfusdo da neurotoxina diretamente na SNpc. A
microinfusdo da toxina 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) que, por sua vez, foi encaixada em uma bomba de infusdo (Havard
Apparatus, EUA). Seguida a infusdo da toxina (3 minutos), a agulha permaneceu no
local por mais 2 minutos, para evitar o refluxo da substancia. O grupo falso operado
(sham) foi submetido ao mesmo procedimento cirdrgico, porém foi infundido
somente o veiculo nas mesmas coordenadas estereotdxicas (Ariza et al., 2010).
Como medida profilatica, apés a cirurgia, os animais receberam 80.000 Ul de

Pentabiotico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.).

Cateterizacao da artéria e veia femorais

No 6° dia apos a cirurgia, os animais foram submetidos a nova cirurgia sob
anestesia (cloridrato de cetamina- 100mg/kg e cloridrato de xilazina - 20mg/kg), para
canulacao crénica da artéria (para registro de parametros cardiovasculares) e veia
(para infusdo de drogas) femorais. Os cateteres foram constituidos por segmentos
de polietileno PE-10 (4-5cm) soldados a segmentos de polietileno PE-50 (12-13 cm)
(Clay Adams, EUA), previamente preenchidos por solucdo salina e anticoagulante
(15 U/mL de heparina em solucéo salina) e obstruidos com pino de metal. Apés a
implantagdo dos cateteres, estes foram exteriorizados na regido dorsal do animal e

fixados a pele por sutura cirargica.
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Reqistro da pressio arterial e frequéncia cardiaca

Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia de cateterizacao, os animais foram
submetidos ao procedimento para registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca
(De Abreu et al., 2009; Karlen-Amarante et al., 2012; Da Cunha et al., 2014). O
cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de presséao e a
pressdo arterial pulsatil foi registrada, utilizando um amplificador, conectado a um
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (Powerlab system 4/20
ADInstruments). Os valores de pressao arterial média (PAM), pressao arterial
sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC) foram
obtidos a partir dos sinais da presséao arterial pulsatil. O registro foi realizado com os

animais nao anestesiados e com livre movimentacao.

Avaliacdo do quimiorreflexo e barorreflexo

Para avaliacdo do quimiorreflexo, apds o registro basal dos parametros
cardiovasculares, foi realizada uma injecdo endovenosa in bolus de solucdo de
cianeto de potassio (KCN), na concentracdo de 50ug/1mL/Kg (Sigma
Chemical)(Franchini e Krieger, 1993; Sato et al, 1999), seguido do registro
cardiovascular.

O teste do barorreflexo foi realizado, por meio de injecdo endovenosa in
bolus de fenilefrina (FE) (3ug/1mL/Kg; Sigma Chemical) e nitroprussiato de sddio
(NPS) 16pg/1mL/Kg (Sigma Chemical), com intervalo de, no minimo, 15 minutos
entre a dose pressora e a dose depressora (Sato et al., 1999; Karlen-Amarante et

al., 2012). A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada relacionando-se as alteragbes
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reflexas de FC induzidas por alteracbes transitorias da PAM. As alteracoes de FC
foram convertidas em intervalo de pulso (IP) pela férmula: IP (em milisegundos, ms)
= 60.000/FC. A sensibilidade do barorreflexo foi estimada pela média aritmética das
razdes entre as alteracdes de IP (ms) e alteragdes da PAM (mmHg), para cada dose
de FE e NPS utilizadas (AIP/APAM, ms/mmHg), denominado indice de sensibilidade

barorreflexa (De Moura et al., 2010).

Confirmacao do local da lesdo

Para controle da lesdo na SNpc, foram quantificados os niveis de dopamina e
seus metabdlitos no estriado (dissecado da parte anterior, plano frontal). Para esta
mensuracao, os estriados dos cérebros dos animais foram pesados e armazenados
em freezer -80°C até a realizacdo da analise por HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Performace) com deteccao eletroquimica. Para isso, as amostras do estriado
dissecado foram suspendidas com &cido perclérico 0,1M com 0,02% de
metabissulfito de sb6dio como antioxidante, em concentracdo de 15 uL/mg de
material cerebral. Esta amostra foi, entdo, fragmentada com caneta sonicadora e
centrifugada a 10.000 G por 40 minutos. O sobrenadante (20 pL) foi injetado em
uma estacao de cromatografia liquida de alta performance. As areas de pico foram
comparadas as areas dos padrdes externos (Sigma-Aldrich, EUA) para identificacao
das monoaminas e metabdlitos. Os resultados foram expressos como ng/g de peso

umido do tecido (Ariza et al., 2010).
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Anadlise estatistica

As diferencas entre os grupos experimentais e controle foram comparados
utililizando-se o teste t de Student para amostras ndo pareadas. Os dados
recolhidos foram expressos como média + erro padrao da média e o nivel de

significancia foi estabelecido em p <0,05.

3.2.3. Resultados

Diminuicao dos niveis de dopamina no estriado e alteracoes na PA e FC apdés

lesdo na SNpc

Os animais com lesédo confirmada por diminuicdo de dopamina no estriado
(Figura 1) (sham: 4.07 £ 0.23 n=16; 6-OHDA: 0.9 £ 0.12 n=16, p<0,05) mostraram
uma menor PAM (sham= 107 £ 1 e 6-OHDA= 101 £ 1; SAP: Sham=130 £ 1 e 6-
OHDA= 122 * 1; DAP: sham= 89 + 1 e 6-OHDA= 85 * 1, p<0,05) sem diferenca

estatisticamente significante na FC (sham: 339 + 7; 6-OHDA: 327 + 8) (Figura 2).
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Figura 1: Nivel de dopamina (DA) no estriado quantificado por HPLC apés 7 dias
da infusao bilateral de veiculo (sham) ou toxina (6-OHDA). Os resultados foram
expressos como média + SEM e a diferenga entre o grupo sham (n= 16) e com

lesdo - 6-OHDA (n=16) considerada significante foi de p < 0,05.
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Figura 2: Andlise dos paréametros cardiovasculares em ratos ndo anestesiados
depois de 7 dias da infusédo bilateral de 6-OHDA intranigral. PAM: Presséo arterial
média; FC: Frequéncia cardiaca;. PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressao
arterial diastolica Os resultados foram expressos como média = SEM e a diferenca
entre o grupo sham (n= 16) e com lesdo - 6-OHDA (n=16) considerada significante

foi de p < 0,05.
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Quimiorreflexo

Apoés infusdo de KCN, houve um maior aumento na PAM dos animais com
lesdo bilateral na SNpc por 6-OHDA (APAM sham: 51 + 4 n=8; 6-OHDA: 64 + 2 n=8,
p<0,05) assim como maior aumento na PAS (APAS sham: 76 + 5; 6-OHDA: 99 + 4,
p<0,05) e maior bradicardia (AFC sham: -133 + 27; 6-OHDA: -202 £ 13, p<0,05).
Nao houve diferenca estatisticamente significante na PAD (APAD sham: 40 + 5; 6-

OHDA: 46 £ 6) (Figuras 3 € 4).
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Figura 3: Analise do quimiorreflexo em ratos n&o anestesiados depois de 7 dias da
infusdo bilateral de 6-OHDA intranigral. PAM: Pressdo arterial média; FC:
Frequéncia cardiaca; PAS: Pressdo arterial sistolica,; PAD: Pressado arterial

diastdlica. Os resultados foram expressos como média + SEM e a diferenga

considerada significante foi de p < 0,05.
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Figura 4: Tracados tipicos da pressao arterial pulsatil, pressao arterial
média, freqiiéncia cardiaca apés KCN endovenoso. As setas indicam o
momento da injecao de KCN. PAP: Pressao arterial pulsatil; PAM: Pressao

arterial média; FC: Frequéncia cardiaca; KCN: Cianeto de potassio.



Barorreflexo

Houve maior variacdo no aumento da PAM e PAS nos animais lesados
quando administrado FE iv (sham: 55 + 2 n=8; 6-OHDA: 62 + 1 n=8, p<0,05 and
sham: 69 + 4; 6-OHDA: 81 £ 3, p<0,05) sem diferenca estatisticamente significante
na PAD (sham: 51 = 3; 6-OHDA: 56 = 1), assim como na FC (sham: -202 + 26; 6-

OHDA: -199 + 21) (Figuras 5 e 6).

56



FENILEFRINA
21 o1
Dol B
I @ —
£ £ 8
= 2 %
-t
= e 2]
o < v
< &7 S |
&
=1
(= ﬁ T T
- Sham 6-OHDA
g1 21
— 2 —
o @ oo ]
- °
E 81 E
— "-"g_
w [m]
< T o
o o
< g < g
o

Sham Sham

Figura 5: Andlise do barorreflexo apos infusdo endovenosa de fenilefrina (FE) em
ratos ndo anestesiados depois de 7 dias da infuséo bilateral de 6-OHDA intranigral.
PAM: Pressao arterial média; FC: Frequéncia cardiaca; PAS: Pressao arterial
sistolica,; PAD: Pressao arterial diastolica. Os resultados foram expressos como

média £ SEM e a diferenga considerada significante foi de p < 0,05.
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Figura 6: Tracados tipicos de pressao arterial pulsatil, pressdo arterial média,

frequéncia cardiaca apos fenilefrina endovenosa. As setas indicam o momento da

injecdo. PAP: Pressao arterial pulsatil; PAM: Presséao arterial média; FC: Frequéncia

cardiaca; FE: Fenilefrina.



Quando administrado NPS, houve maior variagdo no aumento da FC nos
animais lesados (sham: 90 £ 14 n=8; 6-OHDA: 145 = 10 n=8, p<0,05). Porém, ndo
houve diferenca significante na PA entre os grupos (PAM: sham -45 + 5; 6-OHDA:-
47 £ 7; PAS: sham -48 + 5; 6-OHDA -54 + 8; PAD: sham -40 = 5; 6-OHDA -40 * 6)

(Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Analise do barorreflexo apds infusdo endovenosa de nitroprussiato de
sodio (NPS) em ratos ndo anestesiados depois de 7 dias da infusdo bilateral de 6-
OHDA intranigral. PAM: Pressdo arterial média; FC: Frequéncia cardiaca; PAS:
Presséo arterial sistolica,; PAD: Presséo arterial diastélica. Os resultados foram

expressos como média = SEM e a diferenca considerada significante foi de p < 0,05
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Figura 8: Tracados tipicos da pressao arterial pulsatil, pressdo arterial média,
frequéncia cardiaca apés NPS endovenoso. As setas indicam o momento da
injecdo de NPS. PAP: Pressao arterial pulsatil; PAM: Pressao arterial média; FC:

Frequéncia cardiaca; NPS: Nitroprussiato de sodio.



A sensibilidade barorreflexa (AIP/APAM ms/mmHg) ndo se mostrou diferente
entre os grupos quando administrado FE (sham: 6.2 + 1.3; 6-OHDA: 6 + 1) assim

como quando administrado NPS (sham: 1 + 0.3; 6-OHDA: 1.6 + 0.4) (Figura 9).
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Figura 9: Andlise da sensibilidade barorreflexa, AIP/AMAP ms/mmHg, em ratos néo
anestesiados, depois de 7 dias da infusdo bilateral de 6-OHDA intranigral. PAM:
Pressao arterial média; IP: Intervalo de pulso. Os resultados foram expressos como

média = SEM e a diferenca considerada significante foi de p < 0,05



3.2.4. Discussao

O presente estudo mostrou que, apds ativacdo dos quimiorreceptores
periféricos, por meio de injecdo de KCN, ocorreu uma maior resposta pressérica e
bradicardica nos animais lesados bilateralmente com 6-OHDA. Apéds ativacao do
barorreceptores, o indice de sensibilidade barorreflexa ndo se mostrou alterado
entre 0s grupos, no entanto, ocorreu um maior aumento na PA quando estimulados
com FE e maior taquicardia quando estimulado com NPS nos animais 6-OHDA.
Nossos resultados sugerem mudangas de sensibilidade nos reflexos
cardiovasculares em animais com parkinsonismo induzido por 6-OHDA. A maior
resposta pressora e bradicardica ao KCN pode ser um importante mecanismo de
adaptacao para preservar o fluxo sanguineo cerebral nesses animais.

As pressOes parciais de dioxido de carbono arterial (PaCO2) e oxigénio
(Pa02), desempenham um papel importante na regulacdo do fluxo sanguineo
cerebral (FSC) (Ainslie e Ogoh, 2010). A vasculatura cerebral dilata durante
hipercapnia e contrai durante a hipocapnia. Estes efeitos do didéxido de carbono
(CO2) na circulagao cerebral sao, principalmente, demonstrados na resisténcia das
arteriolas cerebrais que desempenham um papel importante na autorregulacao
cerebral que permite constante FSC durante variacées da presséo de perfuséo (Gur
etal., 2012).

Embora a circulagédo cerebral seja ricamente inervada por fibras simpaticas, o
efeito da atividade do nervo simpatico na regulacao do FSC permanece controverso

(Ainslie e Ogoh, 2010). Parece provavel que qualquer potencial influéncia da
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atividade nervosa simpatica que regula o FSC seja mascarada por outro efeito mais
influente sobre essa regulacdo como, por exemplo, a autorregulagéo, a reatividade
vascular cerebral ao CO2, e o débito cardiaco (Ainslie e Ogoh, 2010); (Ogoh, 2008).
Além disso, na presenca de comprometimento na autorregulacdo, qualquer
elevacao da pressao arterial pode resultar em um aumento do FSC (Ainslie e Ogoh,
2010). A diminuigdo observada nas velocidades de FSC, como o que ocorre durante
o estresse ortostéatico, pode levar a hipoperfusao cerebral e consequente tontura ou
sincope. E possivel que a sincope seja resultado de falhas na autorregulacéo,
essa, por sua vez, podendo ser em razao da falha no SNA. No entanto, este
conceito permanece controverso (Gur et al., 2012; Isaacson e Skettini, 2014).
Normalmente, as quedas de pressao arterial sdo compensadas por aumento
do ténus simpatico e vasodilatacdo cerebral, mas na DP temos o comprometimento
do autbnomo simpatico (Gurevich et al., 2006; Jain e Goldstein, 2012), assim como
no modelo utilizado nesse estudo (Silva et al.,, 2015). O débito cardiaco, por sua
vez, representa um fator importante para estabelecer a velocidade média de sangue
na artéria cerebral (Ogoh et al., 2005). Observa-se, também, que ha menor fluxo
sanguineo cerebral no paciente com DP e que este paciente esta propenso a
sincope (Gurevich et al., 2006), no entanto a autorregulagéo parece estar normal na
DP (Niehaus et al., 2002). Dessa forma, o aumento na resposta a infusdo de KCN,
observado no presente estudo, poderia ser uma compensacao pelo menor débito
cardiaco, e estaria colaborando para evitar uma sincope, por exemplo, em

decorréncia da falta de fluxo sanguineo adequado para o cérebro.
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Ha trabalhos que discutem os efeitos da hipéxia em parametros respiratérios
(Naudin et al., 1991; Seccombe et al.,, 2011; Seccombe et al., 2013; Budzinska e
Andrzejewski, 2014) e sua relagcdo com a DP, no entanto, ndo h& trabalhos que
relatem as alteragdes cardiovasculares correlacionando o papel dos
quimiorreceptores e as disfungdes autondmicas apds hipoxia no parkinsonismo.
Deve-se ressaltar a importdncia em aprofundar o estudo dos parametros
cardiovasculares, frente a hipoxia na DP, em funcédo das ja conhecidas relagdes
entre os sistemas cardiovascular e respiratério, para a manutencado dos niveis de
oxigénio e gas carbbdnico no sangue, e os achados envolvendo as disfungdes
autondmicas e cardiovasculares em individuos doentes. Além disso, esses aspectos
poderdo ajudar a desenvolver um diagnostico precoce da doencga, ja que é sugerido
que alteracbes autondmicas e cardiovasculares aparecem antes dos sinais
classicos motores que surgem em um estadgio mais avancado de perda neuronal
(Braak et al., 2003).

Com relacado ao barorreflexo, no trabalho de Lipp e colaboradores (2009b),
envolvendo pacientes com DP, eles também observaram uma maior resposta
pressora a fenilefrina sem alteragdo na sensibilidade barorreflexa. Os autores
concluem que essas alteragdes seriam em consequéncia de diferentes lesdes no
sistema nervoso autbnomo. Ja, no trabalho de Haensch e Jérg (Haensch e Jorg,
2006), o que ocorre é a diminuicao na fungao barorreflexa na DP.

Varios autores (Yang e Lin, 1993; Lin e Yang, 1994; Lu et al., 1995) tém
mostrado que ocorre uma maior liberagdo de dopamina no estriado, quando a

pressao sanguinea na carétida foi aumentada (por injecdo de fenilefrina) e que
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houve menor liberacdo de dopamina quando a pressdao sanguinea na carétida foi
diminuida (por oclusdo bilateral da carotida). Esses dados fornecem evidéncias de
que os barorreceptores arteriais interferem na liberacdo de dopamina na via
nigroestriatal como um meio de integracdo com a atividade cardiovascular.
Contrariamente, Jain e Goldstein (Jain e Goldstein, 2012) defendem que a
desnervacdo noradrenérgica cardiaca e extra cardiaca caracterizam a faléncia
barorreflexa e, provavelmente, seriam responsaveis pela hipotensdo postural nos
pacientes com DP e que isso pode ocorrer independentemente da deplecdo de
dopamina do corpo estriado.

Em resumo, os resultados apresentados aqui indicam importantes alteracdes
na funcédo dos sensores periféricos na funcao cardiovascular na DP, evidenciando
uma integracdo entre o sistema cardiovascular, respiratério e autondmico.
Entretanto, mais estudos serdo necessarios para entender 0s mecanismos
neurobiolégicos que possam contribuir nas disfungdes cardiovasculares

relacionadas com o parkinsonismo.
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3.3 Estudo llI

REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS DE AORTA DE RATOS INDUZIDOS

AO PARKINSONISMO POR 6-OHDA

3.3.1. Introducéo

Uma das fung¢des mais importantes do sistema nervoso autbnomo € a rapida
regulacao da presséao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC). Essa funcéo é
crucial para a homeostase e necessita do funcionamento adequado do sistema
cardiovascular, em que ha envolvimento dos sensores aferentes (barorreflexo e
quimiorreflexo), do volume e dos componentes plasmaticos e dos centros
regulatérios centrais onde as informacgdes serao integradas, e por meio do sistema
nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico, serdo repassadas aos 0Orgaos
efetores como o coracao, os vasos € os rins (Guimaraes e Moura, 2001).

No parkinsonismo existe disfungdo autonémica. Na ultima meia década tem
visto a acumulagéo de provas convincentes da falha ou desregulagcéo da inervacao
simpatica noradrenérgica do sistema cardiovascular na doenca de Parkinson (DP).
Essas alteragcbes na inervagdo noradrenérgica simpatica sdo potencialmente
importantes clinicamente, em virtude da hipotensdo ortostatica que é uma

manifestacédo cardinal de falha neurocirculatéria na DP (Jain e Goldstein, 2012).



Dados do nosso laboratério demontraram que ratos com leséo bilateral por
6-OHDA apresentam diminuigdo da resposta pressoérica ao bloqueio a1-adrenérgico.
Entretanto, ndo esta claro se esta menor resposta ao antagonista a1-adrenérgico se
deve a reducdo do tbnus simpatico vascular ou de mecanismos que envolvam a
ativacao dos receptores a1 vasculares. Neste estudo, testaremos a hipétese de que
a diminuicdo do ténus simpético no parkinsonismo induzido por 6-OHDA tenha sua
origem perifericamente.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a reatividade vascular ao
agonista alfa1-adrenérgico em aorta de ratos com parkinsonismo induzido por 6-

OHDA.

3.3.2. Material e Métodos

Animais

Este trabalho foi realizado no Centro de Ciéncias Biologicas (CCB),
Departamento de Ciéncias Fisioldégicas da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

Foram utilizados ratos Wistar adultos, provenientes do biotério central da
universidade (UEL), pesando entre 280-320 gramas no inicio do experimento. 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.
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Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UEL e todos os cuidados foram tomados no intuito de
minimizar o numero de animais utilizados, ao longo dos experimentos sem, no

entanto, comprometer a analise estatistica dos resultados.

Cirurgia Estereotaxica

Previamente a cirurgia, os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg). Os animais do grupo que
receberam a toxina foram colocados em um aparelho estereotaxico (David Kopf,
modelo 957L) e receberam a microinfusdo bilateral da toxina 6-OHDA (6-OHDA -
6mg/mL; Sigma Chemical Co., EUA, dissolvido em salina estéril complementado
com acido ascorbico 2%) na SNpc, utilizando as seguintes coordenadas
estereotaxicas determinadas a partir do bregma: - 5,0 mm do bregma; latero-lateral
(LL) £ 2,1 mm da linha média; dorsoventral (DV), - 8,0 mm do cranio (Paxinos e
Watson, 1998). Em seguida, foram feitas perfuracées nos cranios dos animais com
uma broca de baixa rotacao, permitindo a microinfusdo da neurotoxina diretamente
na SNpc. A microinfusdo da toxina foi realizada com o auxilio de uma agulha (30
gauge), conectada a um tubo de polietileno, adaptado a uma microseringa de 10 pl
(Hamilton, EUA) que, por sua vez, sera encaixada em uma bomba de infusado
(Havard Apparatus, EUA). Seguida a infusdo da toxina (3 minutos), a agulha
permaneceu no local por mais 2 minutos para evitar o refluxo da substancia. O

grupo sham foi submetido ao mesmo procedimento cirdrgico, entretanto, nao
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recebeu a infusdo de nenhuma toxina, sendo infundido somente veiculo nas

mesmas coordenadas estereotaxicas.

Avaliacdo da reatividade da aorta isolada a fenilefrina, acetilcolina e

nitroprussiato de sddio

Os ratos foram decaptados e apds toracotomia a aorta toracica foi removida,
dissecada e seccionada em dois anéis transversais de 5mm (Carvalho et al., 1987).
Um dos anéis de aorta teve o endotélio removido por friccdo com uma haste fina de
algoddo e no outro anel o endotélio foi preservado. Ambos os anéis foram
suspensos por um par de ganchos de aco inoxidavel, um fixo a base da cuba para
orgaos isolados e o outro conectado a um transdutor isométrico (FT03, Grass), que
foi acoplado a um amplificador de sinal (AECAD 04, AVS Projetos) e este a um
computador. A aorta permaneceu sob tensao de 1,5g, em solucéo nutriente, solugao
de Krebs-Henseleit modificada (concentracdes em mM: 130 NaCl; 14,9 NaHCOg;
4,7 KCI; 1,18 KH3POy; 1,17 MgSOyg4; 7 H20; 5,5 glicose; 1,56 CaCl»:2 H,O e 0,026
EDTA), gaseificada, com mistura de 95% de O, e 5% de CO,, que foi mantida
aquecida a 37°C durante todo o protocolo experimental. Para avaliar a viabilidade do
musculo liso vascular, os anéis de aorta foram estimulados com KCI (90mM), e apés
este procedimento, foram lavados durante 40 minutos, ou até que voltassem a
tensdo basal. Anéis de aorta que néo responderam ao KCI foram descartados. Para
comprovacao da presenca ou remocao do endotélio, os anéis de aorta foram pré-
contraidos com fenilefrina e, apds estabilizacdo da resposta, foi aplicada acetilcolina

(0,1 uM), agente vasodilatador dependente do endotélio. O endotélio foi considerado
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integro, quando o anel de aorta relaxou entre 70-80% da pré-contragdo e ausente
quando a vasodilatacdao promovida pela Ach foi inferior a 5% da pré-contragao.

Para a avaliagdo da capacidade contratii em anéis de aorta com e sem
endotélio, foram construidas curvas concentragdo-efeito cumulativas para fenilefrina
(1 nM a 30 pM), agonista a1-adrenérgico. Apés a avaliagdo da reatividade da aorta
a Fenil, os anéis de aorta foram lavados com solu¢ado de Krebs, durante 40 minutos,
com troca de solucdo a cada 10 minutos. Apés este periodo, os anéis de aorta
foram pré-contraidos com 0,3 uM de fenilefrina, concentracdo que causa de 60 a
80% da contracdo maxima. Quando a contracéo foi estabilizada, nos anéis de aorta
com endotélio (E+) foram construidas curvas concentracao-efeito cumulativas para

a acetilcolina (1 nM a 30 uM) e para nitroprussiato de sédio (0,1 nM a 3 uM).

Controle do local da leséo

Para controle da lesdo na SNpc avaliamos os niveis de dopamina no estriado
(que foi dissecado da parte anterior, plano frontal). Para esta mensuracédo, os
estriados dos cérebros dos animais, foram pesados e armazenados em freezer -
80°C até a realizacdo da analise por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performace) com deteccédo eletroquimica. As amostras foram suspendidas com
acido perclérico 0,1M com 0,02% de metabissulfito de s6dio como antioxidante, em
concentracdo de 15 plL/mg de material cerebral. Esta amostra foi, entéo,
fragmentada com caneta sonicadora e centrifugada a 10.000 G por 40 minutos. O
sobrenadante (20 pL) foi injetado em uma estagdo de cromatografia liquida de alta

performance. As areas de pico foram comparadas as areas dos padrées externos
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(Sigma-Aldrich, EUA) para identificagdo das monoaminas e metabdlitos. Os

resultados foram expressos como ng/g de peso umido do tecido (Ariza et al., 2010).

Apresentacdo dos resultados e analise estatistica

As respostas ao agente vasoconstritor Fenil foram expressas em gramas (Q)
de tensao e as respostas dos agentes vasodilatadores em porcentagem de resposta
em relagdo a pré-contracdo. As comparagcbes entre os diferentes grupos
experimentais foram realizadas pela determinagdo da resposta maxima (Rmax) e
pD2 (logaritmo negativo da concentracéo efetiva de 50% (EC 50) para os farmacos,
calculadas utilizando o programa de computador GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, USA). Para as comparacdes estatisticas foi utilizado o teste ANOVA de
uma via, seguido do teste de Tukey como péds-teste, e as diferencas foram

consideradas quando p<0.05.

3.3.3. Resultados

A analise neuroquimica indicou que os niveis de DA do grupo 6-OHDA foram

menores (1,27 £ 0,15; n = 19) comparado com o grupo sham (4.6 £ 0.2 n = 16) (Fig

1).
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Dopamina

ng/mg de tecido

Sham

Figura 1: Nivel de dopamina no estriado quantificado por HPLC ap6s 7 dias da
infusdo bilateral de 6-OHDA ou veiculo (sham). Os resultados foram expressos

como média = SEM e a diferenga considerada significante foi de p < 0,05.
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A contracdo induzida pelo KCL foi semelhante entre os grupos experimentais.
(sham E+:2,5 £ 0,2 n=8; sham E-: 2,7% 0,2 n=8; 6-OHDA E+: 2,7+0,1 n=8; 6-OHDA

E-: 31#0,1 n=11) (Fig 2).
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Figura 2: Viabilidade do musculo liso vascular. Nao houve diferenga entre a
viabilidade muscular nos grupos sham e 6-OHDA. ANOVA de uma via, seguido do
teste de Tukey. Os valores foram expressos como médiatepm e a diferenca

considerada significante foi de p < 0,05.
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A FE promoveu contracdo concentracdo dependente em anéis de aorta
Endo+ e Endo- de ratos Sham e 6-OHDA. A Rmax para FE foi menor nos anéis
Endo+ dos 6-OHDA (2.26 £ 0.10 N=12) em comparacao com Endo+ dos Sham
(2.77 £ 0.15 N=9) (Fig 2).

Nos anéis Endo-, de ambos os grupos, a Rmax para FE foi maior em relagao
aos Endo+. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos Sham (3.55 + 0.13

N=10) e 6-OHDA (3.40 £ 0.22 N=12) na Rmax dos anéis Endo- (Fig 2).
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Figura 3: A. Curvas concentracao-efeito cumulativas para Fenil, obtidas em anéis
de aorta E+ e E-, isolados de ratos sham e lesados com 6-OHDA. Os valores foram
expressos como médiatepm. *p<0,05 vs resposta maxima do sham E+; #p<0,05 vs
resposta maxima do 6-OHDA E+. One way ANOVA, seguido do teste de Tukey. B.

Resposta maxima para Fenil.



Nao houve diferenca estatisticamente significante da Rmax (Endo+) entre
sham e 6-OHDA para Ach (sham: 97.6 =+ 0.7 n=7; 6-OHDA: 94.6 + 2.1 n=9) e NPS

(sham: 100.7 £ 0.3 n=7; 6-OHDA: 100.3 £ 0.6 n=9) (Fig 4 e 5).
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Figura 4: A. Curvas concentracao-efeito cumulativas para acetilcolina (Ach), obtidas
em anéis de aorta E+, isolados de ratos sham e lesados com 6-OHDA. ANOVA de
uma via, seguido do teste de Tukey. Os valores foram expressos como médiatepm.

B. Resposta maxima para Ach.
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Figura 5: A. Curvas concentragdo-efeito cumulativas para nitroprussiato de sédio
(NPS), obtidas em anéis de aorta E+ , isolados de ratos sham e lesados com 6-
OHDA. ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey. Os valores foram expressos

como médiatepm. B. Resposta maxima para NPS.



3.3.4. Discussao

Os resultados mostraram hiporreatividade da aorta de ratos submetidos a
lesdo bilateral por 6-OHDA na SNpc ao agonista adrenérgico FE, provavelmente,
por mecanismo dependente do endotélio. Quando em presencga da acetilcolina e do
nitroprussiato de sédio nao houve diferenga na resposta vasodilatadora entre os
animais lesados e os controles.

O sistema vascular é regulado pelo sistema nervoso simpatico, que
influencia, principalmente, a vasculatura por meio de mudangas na liberacdo das
principais catecolaminas enddgenas: noradrenalina e adrenalina, dos terminais dos
nervos simpéticos e da medula adrenal (Thomas, 2011).

Alguns autores relatam que a menor reatividade vascular se deve a
diminuicdo plasmatica de noradrenalina. No entanto, apesar da noradrenalina ser
um potente vasoconstritor, o tdbnus vascular € regulado por uma combinacao de
varios mediadores, vasoconstritores e dilatadores. O efeito de baixos niveis de
noradrenalina na DP associado a hipotensdo ortostatica (HO) ainda é
desconhecida. Uma diminuicdo dos adrenoreceptores ou na sua sensibilidade a
noradrenalina poderia ser uma explicagdo, especialmente em combinacdo com
niveis mais baixos de noradrenalina (Groothuis et al., 2011).

Segundo trabalho de (Senard et al, 1990) em pacientes com DP, a
hipotensao ortostatica (HO), estd associada com um aumento da sensibilidade dos

receptores a2-adrenergico vascular a noradrenalina. Suas observagdes sugerem a
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existéncia de hipersensibilidade a-adrenergica em resposta aos baixos niveis de
noradrenalina no plasma, efeito caracteristico do conhecido “up-regulation”.

Um sinal caracteristico da DP € a presenca de aglomerados de proteinas
como a-sinucleina e parkina, denominados corpos de Lewy (Dauer e Przedborski,
2003; Schulz e Falkenburger, 2004). Autores trabalharam com camundongos
"knockout" e trangénicos para a-sinucleina e relatam que a presenca dessas
proteinas em neurbnios autbnomos periféricos causaria alteracdo na regulacdo da
resposta vascular contribuindo para a disfuncdo autonémica (Marrachelli et al.,
2010).

No entanto, é importante ressaltar que a presenca dos corpos de Lewy nao
sdo achados especificos no parkinsonismo, sdo também encontrados em outras
doencas neurodegenerativas como na Doenca de Alzheimer, em um tipo de
deméncia (deméncia com corpos de Lewy) e na doenca de Huntington (Schulz e
Falkenburger, 2004; Marrachelli et al., 2010).

O modelo utilizado no presente trabalho, por infusdo bilateral de 6-OHDA na
SNpc, ndo apresenta a caracteristica formacao de corpos de Lewy (Duty e Jenner,
2011), mas apresenta alteracdes autonémicas, como discutido no primeiro estudo
dessa tese, assim como alteracbes na regulagcdo das respostas vasculares
demonstradas pelos resultados aqui descritos.

A resisténcia vascular, avaliada na circulacao da perna de pacientes com DP
com ou sem HO, testada de forma ndo invasiva foi significativamente menor em
pacientes com DP mais HO em comparacao com DP menos HO, e com pessoas

saudaveis. A resisténcia vascular aumentada significativamente durante o teste
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“head-up tilt” ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de pacientes. O
volume plasmatico foi significativamente maior na DP mais HO em comparagéo com
o DP menos OH e seus controles. Estes resultados indicam que na DP HO ha uma
resisténcia vascular inferior em combinagdo com um volume plasmatico maior em
comparacao com DP-HO e controles. Apesar do aumento na resisténcia vascular
inicial no teste “head-up tilt”, DP+HO séo incapazes de manter os niveis pressoricos
durante o teste (Groothuis et al., 2011).

Nossos dados mostraram um comprometimento cardiovascular em um
modelo animal de parkinsonismo induzido por 6-OHDA, o que acreditamos ser em
virtude de mudancas na transmissao sinaptica simpatica reduzida em receptores a-
adrenérgicos pds-ganglionares, ou menor sensiblidade dos mesmos as
catecolaminas. Além disso, nossos dados sugerem o envolvimento do endotélio
nessas alteracdes. Portanto, mais estudos seriam necessarios para identificar o tipo
de alteragdo que promove essa hiporresponsividade. Além disso, como avaliamos
apenas a reatividade vascular em aorta, outros estudos que avaliem esses aspectos

em outros leitos vasculares se fazem necessarios.
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4. CONCLUSAO

Nossos achados indicam que animais induzidos ao parkinsonismo por 6-
OHDA apresentam, além de menores valores de pressado arterial e frequéncia
cardiaca, uma redug¢do na modulacdo simpatica vascular e alteracées na atividade
parassimpatica e simpatica sobre o0 coracéao, alteracées nos reflexos
cardiovasculares (barorreflexo e quimiorreflexo), e hiporreatividade a-adrenérgica
Nnos vasos sanguineos, provavelmente, por mecanismo dependente do endotélio.

Dessa forma, os resultados do presente trabalho fornecem evidéncias de um
comprometimento autonémico e cardiovascular nos animais submetidos a leséo
bilateral por infusdo de 6-OHDA na SNpc, que envolve, em parte, alteracdes
periféricas. No entanto, ndo descartamos que tais alteracées possam, também, ser
resultantes de modificacbes em areas centrais de controle cardiovascular.

Por fim, considera-se importante a continuagdo da investigacao dos
mecanismos neurobiolégicos que possam contribuir nas disfuncées autonémicas e

cardiovasculares relacionadas com o parkinsonismo.
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Dysautonomias in Parkinson’s disease: cardiovascular changes and autonomic
modulation in conscious rats after infusion of bilateral 6-OHDA in substantia
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Ariza I} Sisdeli L, Crestani CC, Fozan R, Martins-Pinge
MC. Dysavionomias in Parkinson's discase: cardiovascular
changes and smonomic modulation in conscious rats after infusion
of bilateral 6-OHIMA in substantia nigra. Am J Physiol Heart Circ

30E: H250-H257, 2015, First pablished November 21,
2014; doi:10.115Zjpheart 00406 201 4.—t is impontant 0 elocidate
the mechanism of dysasionomias in patients with Parkinson’s disease;
therefore, this study aimed to investigate the cardiovascalar amd
adonomic changes that occwr in am animal model of Parkinsomism.
Adult male Wistar mis weno anesthetized before bilsteral microinfu-
sions of &-hydroxydopamine (6-0OHDA) inio the substantin migra. The
sham group undersent the same surgical procedure but neceived
vehicle. After 7 days, the mean arterial pressare (MAFP) and beart rate
{HE) were measured, and variowns drgs were injected inbo comscious
mis through cansulas previously implanted in the fomoral artery and
wein. Spectral analyses of sysiolic arerial pressare (SAF) and pulse
imterval (FI) were conducted with the CardinSeries software as the
spontanecus baroreflex gain and effectivity. The animals were sub-
Foied o -, Bradrenergic, or mmscarnic receptor antagonism. For
confirmation of the lesion, the kvels of dopamine in the stristum were
guantified by high-performance liquid chromatography. Animals that
anderwent S-DHDA micrinfusion bed ower MAFP and HR compared
with those in the sham growup. Spectral analysis of SAF showed that
G-0HDA animals exhibiied a decnease in the sympathetic component.
The PI valwes did not differ betasen groups. Afier the administration
of muscarinic and Pradrenergic antagonists, the c.-ﬂn'rucl]u mea-
sures did not differ b the gromps. He -, upon i
tion of the a-adrenergic antagonist, the ﬁ-Dl'IT.‘f.hum.nl:esluhmsd a
kower decrease in the MAP. We report cardiovascular impairments in
6-0OHDA animals, possibly due to decreased sympathetic activity.
Dedermination of the ongin of these changes (central or peripheral}
requires. further investigation.

sympathetic; pamsympathetic, prazosin; spectral analysis; dopamier;
barorefiex

paREINGoN s DisEASE (PD) is charscterized by a decrease in
striatal dopamine (DA} levels due to the death of neorons in
the substantia nigra pars compacta (SNpc) After an 80%
decrease of DA levels in the striatum, the classic motor
symptoms of PD appear (11, 38). These include bradykine-
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sia_ rigidity, tremor, and postaral instability (29). Although
the motor signs of PD are well studied and recognized,
symptoms of dysautonomia, despite being reported at all
stages of PI), are rarely considered clinically even if they
are the main complaint. Dysautonomia considerably impairs
the guality of life in the early stages, and it can be debili-
tating with advancing disease (7, B).

Cardiovascular involvement is very common in patients with
P (21, 24). Orthostatic hypotension (OH), postprandial hy-
potension, as well as cardiac arthythmias, livedo reticularis,
and leg edema are commonly reported (26, 43) OH is the most
reported symptom with a prevalence of up to 58% in patients
with PD) (18, 24). However, despite all of the speculation, the
pathophysiology of OH, as well as the severty of hemody-
namic compromise, remains controversial. This has been as-
socisted with a central disorder that impacts the medulla,
namely, the involvement of both the central nervous system
and the peripheral postganglionic pathways of the antonomic
nervous system (2, 17, 19, 26, 34).

Buob et al. (6) directly determined the catecholamine-medi-
ated chronotropic and contractile responses and provided evi-
dence against functionally relevant sympathetic dysfunction.
The authors suggest that sympathetic denervation might be
incompdete and that the remaining fibers are sufficient for the
maintenance of autonomic control. Moreover, they suppested
that the depression of the verioos parameters of heart rate (HR)
support significant changes in perasympathetic activity at early
stages of P with subclinical autonomic failure. In contrast, the
literature suggests that cardiac dysfunction, even withoot OH,
is due to sympathetic changes (17).

An understanding of the pathophysiology of dysantonomia
in PD} is very important because the sympioms of dysautono-
mia, especially in the advanced stages of the disease, are often
responsitde for limiting and contributing to a poor quality of
life. This understanding is neaded for the advancement of the
search of mew treatments. Moreover, this could facilitate a
possible early diagnosis of PI.

Considering the importance of elucidating the role and
imvolvement of autonomic function in patients with PD and the
paucity of studies in animal models, this stody investigated
cardiovascular function by assessing antonomic modulation in
an animal model of Parkinsonism, the 6-hydroxydopamine
(6-0OHDA) model

hlgpflwww djpheart o

103





