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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum.
Atualmente tem-se dado énfase aos sintomas ndo-motores, mais especificamente no
sistema cardiovascular: hipotensdo postural, hipotensdo poés-prandial, labilidade da
pressdo arterial, e, possivelmente, fadiga e intolerancia ao exercicio; devido ao seu
comprometimento na qualidade de vida dos pacientes. Varios estudos tém mostrado
o envolvimento do 6xido nitrico (NO) nos processos que levam a neurodegeneracao
na DP, e o uso de inibidores da isoforma induzivel da NO-sintase (iINOS) promove
neuroprotecao e atenua a queda de dopamina (DA) em modelos experimentais de
parkinsonismo. Além disso, o NO também parece estar envolvido nas alteracbes
cardiovasculares no parkinsonismo induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Do
mesmo modo, estudos mostram que o aumento de angiotensina Il (Ang Il) pode levar
ao aumento do estresse oxidativo, exacerbando o processo neurodegenerativo da DP
e que o uso de inibidores da Ang Il ou enzima conversora de angiontensina (ECA) se
mostrou efetivo na protecéo contra a reducédo dopaminérgica. Sendo assim, o0 objetivo
foi avaliar os efeitos da inibicdo da INOS e da Ang Il na funcdo cardiovascular e
autondmica em animais submetidos ao parkinsonismo por 6-OHDA na substancia
negra pars compacta (SNpc), assim como esclarecer os mecanismos envolvidos na
hiporreatividade a fenilefrina em anéis com endotélio nesses animais. Para isso, 0
estudo foi dividido em duas partes. No estudo 1: os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para microinfusdo bilateral da neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL
em 0,2% de acido ascérbico em solucéo salina estéril) ou solucédo veiculo para o grupo
Sham. Do dia da estereotaxia até o dia da cateterizacao da artéria femoral, os animais
receberam tratamento com inibidor da iINOS 1 S-methylisothiourea (SMT - 10 mg/kg i
ip) ou solugéo salina (0,9% - ip). Os animais foram divididos em 4 grupos: Sham +
veiculo; Sham + tratamento; 6-OHDA + veiculo e 6-OHDA + tratamento. ApGs 6 dias,
foram submetidos a cateterizacdo da artéria femoral e, 24h depois, o registro dos
parametros basais cardiovasculares foi realizado. Em outro grupo de animais, o efeito
da injecéo endovenosa para o inibidor da INOS 1 S-methylisothiourea - SMT (3 mg/kg
I ip) durante os parametros dos registros cardiovasculares foi realizado apds 7 dias
da lesdo bilateral por 6-OHDA. E, para investigar os mecanismos relacionados a
hiporreatividade a fenilefrina, foi realizado o protocolo (grupo 6-OHDA e grupo Sham)
da reatividade vascular da aorta apdés 7 dias da infusdo bilateral de 6-OHDA ou
veiculo, no qual foram feitas curvas concentracdo-efeito cumulativas (CCEC) para
fenilefrina (Fenil) na presenca dos bloqueadores Nw-nitro-arginine-methyl-ester (L-
NAME) (10-° M), SMT (10-® M) e indometacina (10° M). No estudo 2: os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para microinfuséo bilateral de 6-OHDA. No dia da
estereotaxia até o dia da cateterizacao da artéria femoral, os animais receberam um
dos seguintes tratamentos: inibidor do recepetor da Ang Il i Losartan (10mg/kg) ou
agua (gavagem); inibidor da ECA - Enalapril (10mg/kg) ou agua (gavagem). Os



animais foram divididos em 4 grupos: Sham+veiculo; Sham+Tratamento; 6-
OHDA+veiculo e 6-OHDA+tratamento. Apdés 6 dias, foram submetidos a cateterizacao
da artéria femoral e, 24h depois, o registro dos parametros basais cardiovasculares
foi realizado. Em outro grupo de animais, o efeito da inje¢do endovenosa (inibidor da
Ang II'T Losartan (10mg/kg); inibidor da ECA - Enalapril (10mg/kg)) durante o registro
dos parametros basais foi realizado apos 7 dias de lesdo bilateral por 6-OHDA. Os
resultados do Estudo 1 confirmam a eficacia da lesdo por 6-OHDA pela reducéo de
DA nos animais 6-OHDA. No entanto, o tratamento com o SMT nao foi capaz de
reverter essa perda de DA. Em relacdo aos parametros basais, os valores de PAS e
PAM s&o menores nos animais 6-OHDA em relagéo ao seu controle Sham, sem efeito
do tratamento com SMT. Na andlise da variabilidade da PAS, foi observado diminui¢cao
na variancia, no componente VLFabs e no componente LFabs nos grupos 6-OHDA
guando comparados aos seus controles, independente do tratamento com SMT.,
Também, foi observado que, apds injecdo endovenosa de SMT, houve aumento da
PA e queda na FC, no entanto a resposta nao foi diferente entre os grupos Sham e 6-
OHDA. Na funcao vascular, ao investigarmos os mecanismos da hiporreatividade a
fenilefrina, foi visto que a Rmax a Fenil aumentou com a incubacdo com SMT,
mostrando que possivelmente a via envolvida na hiporreatividade vascular dos
animais com parkinsonismo € a iINOS. No estudo 2, nosso modelo de parkinsonismo
foi comprovado pela diminuicdo dos niveis de DA no estriado dos animais lesados
pela infusdo de 6-OHDA apo6s 7 dias. No entanto, tanto o tratamento com Losartan
como o tratamento com Enalapril subsequente a lesdo pela neurotoxina nao
mostraram protecdo significativa contra a perda de DA na regido do estriado. No
protocolo de Losartan e Enalapril, ha presenca de alteracbes na analise do
barorreflexo. E também reducdo na PAM e PAS apds tratamento com Losartan e
reducdo da PAS com o Enalapril. Também, em relacdo ao estresse oxidativo, foi
observado aumento dos componentes pro-oxidantes no coracdo e aumento do anion
superéxido no grupo 6-OHDA. Na aorta toracica, foi observado diminuicdo do anion
superoxido no grupo 6-OHDA. Dessa forma, o conjunto dos resultados apresentados
neste estudo sugerem que parte da disfuncao cardiovascular em animais submetidos
ao parkinsonismo por 6-OHDA possa ser periférica e ter a participacdo da iNOS
endotelial e que a participagdo do SRA nas alteracbes cardiovasculares no
parkinsonismo bilateral por 6-OHDA em ratos machos seja pequena e restrita a
pressao arterial.

Palavras-chave: doenca de parkinson; alteragbes cardiovasculares; reatividade
vascular; oxido nitrico sintase; S-methylisothiourea; pressao arterial; sistema-renina-
angiontensina e estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease.
Currently, emphasis has been given to non-motor symptoms, more specifically in the
cardiovascular system: postural hypotension, postprandial hypotension, blood
pressure lability, and possibly fatigue and exercise intolerance; due to its commitment
to the quality of life of patients. Several studies have shown the involvement of nitric
oxide (NO) in the processes that lead to neurodegeneration in PD, and the use of
inhibitors of the inducible isoform of NO-synthase (iINOS) promotes neuroprotection
and attenuates the dopamine (DA) loss in experimental models of parkinsonism. In
addition, NO also appears to be involved in cardiovascular changes in 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) induced parkinsonism. Moreover, studies show that the
increase in angiotensin Il (Ang Il) can lead to increased oxidative stress, exacerbating
the neurodegenerative process of PD and that the use of Ang Il or angiotensina
converting enzyme (ACE) inhibitors has been shown to be effective in protecting
against dopaminergic reduction. Therefore, the aim ve was to evaluate the effects of
INOS and Ang Il inhibition on cardiovascular and autonomic function in animals
subjected to parkinsonism by 6-OHDA in the substantia nigra pars compacta (SNpc),
as well as to clarify the mechanisms involved in hyporeactivity to phenylephrine in rings
with endothelium in these animals. For this, the study was divided into two parts. In
study 1: the animals underwent stereotaxic surgery for bilateral microinfusion of the
neurotoxin 6-OHDA (6 mg/mL in 0.2% ascorbic acid in sterile saline solution) or vehicle
solution for the Sham group. On the day of stereotaxis until the day of femoral artery
catheterization, the animals received treatment with an iNOS inhibitor 7 S-
methylisothiourea (SMT - 10 mg/kg T ip) or saline solution (0.9% - ip). The animals
were divided into 4 groups: Sham+vehicle; Sham+treatment; 6-OHDA+vehicle and 6-
OHDA+treatment. After 6 days, they underwent catheterization of the femoral artery
and, 24 hours later, the recording of baseline cardiovascular parameters was
performed. In another group of animals, the effect of intravenous injection on MAP and
HR for the iINOS inhibitor i S-methylisothiourea - SMT (3 mg/kg 1 ip) was performed 7
days after bilateral 6-OHDA lesion. And, to investigate the mechanisms related to
hyporeactivity to phenylephrine, the protocol (6-OHDA group and Sham group) of
vascular reactivity of the aorta after 7 days of bilateral infusion of 6-OHDA or vehicle
was performed, in which cumulative concentration-effect curves (CCEC) for
phenylephrine (Phenyl) in the presence of Nw-nitro-arginine-methyl-ester (L-NAME)
(10-5 M), SMT (10-6 M) and indomethacin (10- 5 M). In study 2: the animals underwent
stereotaxic surgery for bilateral microinfusion of 6-OHDA. On the day of stereotaxis
until the day of femoral artery catheterization, the animals received one of the following
treatments: Ang Il inhibitor i Losartan (10mg/kg) or water (gavage); ACE inhibitor -
Enalapril (10mg/kg) or water (gavage). The animals were divided into 4 groups:
Sham+vehicle; Sham+treatment; 6-OHDA+vehicle and 6-OHDA+treatment. After 6



days, they underwent catheterization of the femoral artery and, 24 hours later, the
recording of baseline cardiovascular parameters was performed. In another group of
animals, the effect of intravenous injection for the following inhibitors: Ang Il inhibitor
Losartan (10mg/kg); ACE inhibitor - Enalapril (10mg/kg) was performed 7 days after
stereotaxic surgery for bilateral infusion of 6-OHDA.. The results of sttudy 1 confirm
the efficacy of 6-OHDA injury by reducing DA in 6-OHDA animals. However, treatment
with SMT was not able to reverse the loss of DA. In relation to baseline parameters,
SBP and MAP values are lower in 6-OHDA animals compared to their Sham control,
with no effect of treatment with SMT. In the analysis of SBP variability, a decrease in
variance, VLFabs component and LFabs component was observed in the 6-OHDA
groups when compared to their controls, regardless of treatment with SMT. It was also
observed that, after intravenous injection of SMT, there was an increase in BP and a
decrease in HR, however the response was not different between the Sham and 6-
OHDA groups. In vascular function, when investigating the mechanisms of
hyporeactivity to phenylephrine, it was seen that the Rmax to Phenyl increased with
incubation with SMT, showing that possibly iINOS could be involved in the vascular
hyporeactivity of animals with parkinsonism. In study 2, our model of parkinsonism was
confirmed by the decrease in DA levels in the striatum after 7 days of 6-OHDA lesion.
However, both treatment with Losartan and treatment with Enalapril did not show
significant protection against loss of DA in the striatal region. In the Losartan and
Enalapril protocol, there are alterations in the baroreflex analysis. And also reduction
in MAP and SBP after treatment with Losartan and reduction in SBP with Enalapril.
Also, in relation to oxidative stress, an increase in the pro-oxidant components in the
heart and an increase in the superoxide anion in the 6-OHDA group was observed. In
the thoracic aorta, a decrease in superoxide anion was observed in the 6-OHDA group.
Thus, the set of results presented in this study suggest that part of the cardiovascular
dysfunction in animals submitted to 6-OHDA parkinsonism may be peripheral and have
the participation of endothelial INOS and that the participation of the RAS in the
cardiovascular alterations in bilateral parkinsonism by 6-OHDA in male rats is small
and restricted to blood pressure.

Key words: parkinson's disease; cardiovascular changes; vascular reactivity; nitric
oxide synthase; s-methylisothiourea; blood pressure; renin-angiontensin system and
oxidative stress.
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Andlise do barorreflexo espontaneo apds infusao bilateral de 6-
OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg i gavagem) ou
H20 (gavagem). (A) Sequ°ncias fiupo (Up gain); (B)
Sequ° ncias fidowno (Down gain); (C) Ganho Total; (D) BEI. Os
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias e estédo
representados como meédia £+ EPM. Sham-H20 n = 11; 6-
OHDA-H20 n = 11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan =
8 a = efeito da lesdo de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham............
Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apds 7 dias de
les&o bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA e tratamento
com Enalapril (10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). Os
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias e estao
representados como média £+ EPM. Sham-H20 n = 11; 6-
OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril =

8. ***p<0,001 a = efeito da lesdo de parkinsonismo; p<0,05 vs

Parametros basais nos grupos apoés 7 dias de leséo bilateral
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Figura 231

Figura 24 i

Figura 2517

com veiculo ou infusdo de 6-OHDA e tratamento com Enalapril
(10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). (A) Presséao arterial
média; (B) Frequéncia cardiaca; (C) Pressao arterial sistdlica e
(D) Pressao arterial diastolica. Os dados foram analisados por
ANOVA de 2 vias e estéo representados como média + EPM.
Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapriln = 9;
6-OHDA-Enalapril = 8. a = efeito da lesédo de parkinsonismo;
p<0,05 vs Sham; b = efeito do tratamento com Losartan; p<0,05
Andlise espectral da pressao arterial sistélica (PAS) apods 7
dias de lesédo bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA e
tratamento com Enalapril (10mg/kg 7 gavagem) ou H20
(gavagem). (A) Variancia; (B) LFabs e (C) VLFabs. Os dados
foram analisados por ANOVA de 2 vias e estao representados
como média + EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11;
Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8. PAS = Presséo
artérial sistélica; LF = baixa frequéncia; HF = alta frequéncia;
VLF = muito baixa frequéncia. a = efeito da lesdo de
parkinsonismo; p<0,05 vs Sham; b = efeito do tratamento com
Losartan; P<O,05 ...
Andlise espectral do intervalo de pulso (IP) Parametros basais
nos grupos apods 7 dias de lesdo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA e tratamento com Enalapril (10mg/kg i
gavagem) ou H20 (gavagem). Analise da modulagéo
autondmica em (A) variancia de IP, (B) LFnu, (C) HFnu e (D)
LF/HF. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias e
estdo representados como média £+ EPM Sham-H20 n = 11; 6-
OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril =
8. IP = intervalo de pulso, HF = componente de alta frequéncia,
LF = componente de baixa frequéncia.................ccccoevviviieeneneenn.
Andlise do barorreflexo espontaneo apos infusao bilateral de 6-
OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg i gavagem) ou
H20 (gavagem). (A) Sequ°ncias fiupo (Up gain); (B)
Sequ’ ncias fidowno (Down gain); (C) Ganho Total; (D) BEI. Os



Figura 26 i

Figura 271

Figura 28 1

Figura 291

Figura 307

Figura31i

dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pos-
teste de Tukey e estdo representados como média + EPM.
Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9;
6-OHDA-Enalapril = 8. a = efeito da lesao de parkinsonismo.......
Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de
les&o bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA. Os dados
foram analisados por teste T ndo pareado e estdo
representados como média + EPM. Sham n = 7; 6-OHDA n =
6. ¥***% D<0,0001. ..eiiiiiiiiieee e
Alteracbes em funcdo do tempo na pressao arterial média
(PAM) (a) e na frequéncia cardiaca (FC) (b), apos a
administracdo endovenosa de salina (tempo - 20) e de Losartan
(10 mg/kg 7 tempo 0) em animais com ou sem lesdo por 6-
OHDA. Os valores estdo expressos em meédia + EPM, os dados
foram analisados por RMANOVA two-way, seguido do pés
teste de Bonferroni). Shamn=7; 6-OHDAN=6.......cccccccceeerenn..
Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de
les&o bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA. Os dados
foram analisados por teste T ndo pareado e estdo
representados como média + EPM. Sham n = 8; 6-OHDA n =
6. **** P<0,00018 ....ovviiiiieeeeeiiiiee e
Alteracbes em funcdo do tempo na pressdo arterial média
(PAM) (a) e na frequéncia cardiaca (FC) (b), apds a
administracao endovenosa de salina (tempo - 20) e de Enalapril
(10 mg/kg i tempo 0) em animais com ou sem lesdo por 6-
OHDA. Os valores estdo expressos em média + EPM, os dados
foram analisados por RMANOVA two-way, seguido do pés
teste de Bonferroni). Shamn =8; 6-OHDAN=6.........cccccceeeeennn.
Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de
les&o bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA. Os dados
foram analisados por teste T nado pareado e estédo
representados como média + EPM. Sham n = 8; 6-OHDA n =
6. ¥*** PD<O,0001. ..eiiiiiiiiieee e
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Figura 321

Figura 3371

Figura 341

abdominal. Parametros antioxidantes expressos pela analise
de FRAP e ABTS e pré-oxidantes expressos pelos ensaios de
NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos Sham e
com lesdo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores
expressos como média £ EPM, n=6-8 por grupo. ............c...vvvnnn.
Efeitos da inducao do parkinsonismo no balanco redox da aorta
toracica. Par@metros antioxidantes expressos pela anéalise de
FRAP e ABTS e pro-oxidantes expressos pelos ensaios de
NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos Sham e
com lesdo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores
expressos como meédia £ EPM, n=6-8 por grupo. .............ccccee....
Efeitos da inducdo do parkinsonismo no balanco redox no
coracdo. Parametros antioxidantes expressos pela analise de
FRAP e ABTS e pré-oxidantes expressos pelos ensaios de
NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos Sham e
com lesdo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores
expressos como média £ EPM, n=6-8 por grupo ............cc..evvuenn.
Efeitos da inducdo do parkinsonismo no balanco redox no
muasculo gastrocnémio. Parametros antioxidantes expressos
pela andlise de FRAP e ABTS e pro-oxidantes expressos pelos
ensaios de NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em
ratos Sham e com lesé&o bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student.

Valores expressos como média + EPM, n=6-8 por grupo............
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Resposta maxima (Rmax) e pD2 (logaritmo negativo da
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com indometacina, L-NAME e SMT em machos 6-OHDA ou
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1.INTRODUCAO i REVISAO DE LITERATURA

1.1 DOENCA DE PARKINSON: DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa complexa,
relacionada a idade, associada a deficiéncia de dopamina e déficits motores e nao
motores. E caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia
negra pars compacta (SNpc), localizada no mesencéfalo, e apresenta a formacéo de
agregados de U-sinucleina, denominados corpos de Lewy, que ndo sdo achados
especificos da DP e sdo encontrados em outras doencas neurodegenerativas, como
a doenca de Alzheimer e a doenca de Huntington (KALIA; LANG, 2015). Afeta o
estado fisico, social, psicolégico e funcional dos individuos e tem como manifestacdes
clinicas, a bradicinesia, tremor em repouso, rigidez, instabilidade postural e
anormalidades da marcha (RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009; SIAN et al., 1999).

A incidéncia de DP varia de 5 em 100.000 a mais de 35 em 100.000 novos
casos por ano (TWELVES; PERKINS; COUNSELL, 2003) . A incidéncia aumenta de
5 a 10 vezes da 62 para a 92 década de vida. A prevaléncia de DP também aumenta
com a idade. Em uma meta-analise de 4 populacfes norte-americanas, a prevaléncia
aumentou de menos de 1% de homens e mulheres de 45 a 54 anos para 4% de
homens e 2% de mulheres com 85 anos ou mais (MARRAS et al., 2018). Prevé-se
que a prevaléncia global de DP dobre até 2040 (DORSEY et al., 2018), tornando-se o
distarbio neurodegenerativo de crescimento mais rapido, inclusive a frente da doenca
de Alzheimer (FEIGIN et al., 2017). Acompanhado a esse aumento, 0S encargos
sociais e econémicos da DP também irdo se elevar. A deterioracdo da qualidade de
vida tanto do individuo com a DP quanto dos cuidadores progride e gera um impacto
econdmico e aumento dos encargos financeiros para a familia do individuo e para a
sociedade em termos de assisténcia social e custos de prestacdo de cuidados de
saude (GUMBER; RAMASWAMY; THONGCHUNDEE, 2019).

1.2 DOPAMINA E SISTEMA NIGROESTRIATAL
A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurénios dopaminérgicos

cujos corpos celulares se localizam na SNpc e seus ax0nios se projetam para o
caudado-putamen, ou corpo estriado (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). A reducéo dos
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neurdénios da SNpc leva a reducéo de fibras dopaminérgicas que se projetam para o
estriado dorsal, gerando entédo, uma diminuicao das concentracfes de dopamina (DA)
(Figura 1). Ainda, ha diminuicdo da atividade de enzimas envolvidas na sintese de
DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (SIAN et al., 1999). A
deficiéncia de dopamina (DA) nos nucleos da base leva as disfuncbes motoras
relacionadas a DP (BLANDINI, 2013; MOORE et al., 2005). Quando a perda de
neurdnios dopaminérgicos atinge de 60-80% é que os sintomas motores clinicos se
tornam mais evidentes (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). No entanto, a DP também
pode se desenvolver em outras regifes centrais envolvendo neurbnios nao
dopaminérgicos, como a via noradrenérgica (através a perda de neurdnios do locus
coeruleus), via serotoninérgica (por intermédio da reducédo de serotonina no Nucleo
da Rafe) e a via colinérgica (por meio da reducao de acetilcolina nos Nucleos Basais
de Meynert), estando relacionadas as alteracfes neuroquimicas e neuropatologicas
da DP (SCHULZ; FALKENBURGER, 2004; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020).

\ J Parkinson { )

nigroestriatal

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

Diversos estudos vém sendo realizados para se entender a complexidade e a
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etiologia da DP. Estes mostram que a DP se manifesta de forma lenta e progressiva
gue se inicia anos antes do diagndstico poder ser realizado (KALIA; LANG, 2015). Tal
complexidade € acompanhada pela dificuldade em se fazer um diagndstico definitivo
nos estagios iniciais da doenca e as dificuldades no manejo dos sintomas em estagios
posteriores (KALIA; LANG, 2015). O diagnéstico clinico da DP € baseado
principalmente em caracteristicas motoras, como um tremor de repouso assimetrico
lentamente progressivo, rigidez e bradicinesia (SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020).
Além dos sintomas motores, ha a presenca de sintomas neuropsiquiatricos, distirbios
do sono, sintomas autonémicos, alteracdes gastrointestinais e sensoriais
(CHAUDHURI; SCHAPIRA, 2009). Os sintomas nao-motores da DP podem preceder
0s sintomas motores em mais de uma década (CHAUDHURI; SCHAPIRA, 2009;
SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020), o que nos mostra da relevancia em se estudar
as disfuncdes ndo motoras da DP.

Alteracdes na fisiologia cardiovascular sdo frequentes em pacientes com DP, e
podem preceder o desenvolvimento das caracteristicas motoras e o diagndstico de
DP (PALMA et al., 2013). Strano e colaboradores (2016) demonstram que
insuficiéncia autondmica cardiovascular sutil a evidente pode ocorrer em pacientes
logo apéds o diagndstico de DP (STRANO et al., 2016).

A etiologia da DP envolve fatores ambientais e genéticos, que convergem em
um conjunto comum de vias, incluindo disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo,
agregacdao de proteinas, autofagia prejudicada e neuroinflamacdo (DORSZEWSKA
et al., 2021; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020). As formas hereditarias da DP
representam 5-10% de todos os casos (POEWE et al., 2017).

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

Modelos de experimentacdo animal s&o utilizados como instrumentos de estudo
para compreensdo das diferentes fases/estados de doencas e/ou condigoes
humanas. Um modelo de estudo animal deve manifestar propriedades semelhantes a
doenca em humanos, representando as alteracdes patoldgicas, histolégicas e
bioquimicas da doenca e os disturbios funcionais decorrentes da mesma (DUTY;
JENNER, 2011; JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012).

Em relacdo a DP, ha diferentes modelos que sdo capazes de induzir ao

parkinsonismo ou que mimetizam um ou mais sintomas da DP. Existem os modelos
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farmacoldgicos, como por exemplo a Reserpina e o Haloperidol, os modelos genéticos
e 0s modelos induzidos por neutorotoxina (DUTY; JENNER, 2011; JACKSON-LEWIS;
BLESA; PRZEDBORSKI, 2012). Dentro desta ultima classe, temos os modelos: 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), Rotenona, o0 paraquat, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP), lipopolissacaridio (LPS) e metanfetamina. As diferentes
neurotoxinas utilizadas para inducéo do parkinsonismo em animais objetivam lesar a
via nigroestriatal, (DUTY; JENNER, 2011; JACKSON-LEWIS; BLESA,;
PRZEDBORSKI, 2012).

Até o momento, nenhum modelo animal disponivel é capaz de reproduzir todas as
alteracdes observadas em humanos portadores da DP (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003; DUTY; JENNER, 2011). Entretanto, cada modelo possui caracteristicas
complementares, que auxiliam no esclarecimento da fisiopatologia e favorecem a
reflexdo acerca de novas abordagens de estudo no meio cientifico (FRANCARDO,
2018).

Um dos modelos classicos e mais utilizados para a indugdo de parkinsonismo € o
modelo de les&o com a toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na SNpc. A neurotoxina
6-OHDA, por ndo atravessar a barreira hematoencefalica, deve ser administrada
diretamente no local a ser lesionado, entre eles, a SNpc, o estriado ou o feixe
prosencéfalo medial. A 6-OHDA, ap0s a infusdo, é captada pelos transportadores de
DA (DAT), ficando concentrada nos terminais nervosos de DA, inibindo o complexo |
da cadeia respiratéria mitocondrial, o que leva a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que conduz a morte neuronal dos neurdnios dopaminérgicos
(ZIGMOND; SMEYNE, 2014). A lesdao com 6-OHDA néao induz a produc¢éo de corpos
de Lewy (JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012). A neurotoxina de 6-
OHDA também pode ser administrada diretamente no estriado. A administragdo de 6-
OHDA na SNpc induz a degeneracdo das células produtoras de DA da substancia
negra, resultando em alteracbes semelhantes a DP, como disfuncdo mitocondrial,
estresse oxidativo, inflamacao, degeneracéo da via nigroestriatal, redugcéo da sintese
de DA e acinesia (DUTY; JENNER, 2011; FRANCARDO, 2018).

No modelo bilateral de 6-OHDA é observado reducdo de DA apos 7 dias de leséo,
com presenca de alteragcbes comportamentais no animal, entre elas: reducéo na
frequéncia de locomocéao; diminuicdo do numero de vezes em que 0 animal se apoia

nas patas traseiras (firearing frequencyo) e aumento do tempo de imobilidade (ARIZA
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et al., 2010). Desta maneira, o0 modelo de parkinsonismo por 6-OHDA foi 0 modelo de

escolha para mimetizar a deplecdo dopaminérgica caracteristica da DP.

1.4 ALTERACOES CARDIOVASCULARES NA DOENCA DE PARKINSON

Um subconjunto dos sinais e sintomas ndo motores da DP esta associado a
funcdo alterada de um ou mais componentes do sistema nervoso autbnomo (SNA),
denominado disautonomia (METZGER; EMBORG, 2019). O sistema nervoso
autbnomo (SNA) regula a atividade de todos os oOrgaos do corpo, incluindo a
frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial (PA) através de duas vias eferentes
principais: o sistema nervoso simpatico (SNS) e o sistema nervoso parassimpatico
(SNP). Inicialmente, acreditava-se que as disfuncdes autonémicas estavam presentes
somente em estagios avancados da DP, no entanto, atualmente se sabe que as
disautonomias sao observadas em diversos estagios da DP, independentemente de
tratamento medicamentoso (ASAHINA et al., 2013; REICHMANN; BRANDT;
KLINGELHOEFER, 2016). Hipotensdo ortostatica, hiperidrose e disfuncéo
gastrointestinal (Gl) sdo manifestacdes comuns da disautonomia da DP que afetam
muito a qualidade de vida do paciente (TOMIC et al., 2017). As op¢des de tratamento
para as disautonomias sédo limitadas ao alivio dos sintomas porque a etiologia dessas
caracteristicas e a DP em geral ainda sdo desconhecidas.

Estima-se que 80% dos pacientes com DP apresentam anormalidades na
frequéncia cardiaca e na presséao arterial (GOLDSTEIN et al., 2000). A variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC) diminui na DP, e uma frequéncia cardiaca (FC) méaxima
mais baixa pode estar presente no momento do diagnostico da DP (PALMA et al.,
2013). A hipotensdo ortostatica, incapacidade de regular a PA com mudancas no
posicionamento do corpo, acomete 40% dos pacientes com DP e causa tontura e
sincope, aumentando o risco de quedas e lesbes nos pacientes (JAIN; GOLDSTEIN,
2012) . Outras manifestacdes podem coexistir em individuos com a DP, entre elas:
hipotensao pds prandial, labilidade da PA, hipertensao supina e, possivelmente fadiga
e intolerdncia ao exercicio (JAIN; GOLDSTEIN, 2012). As anormalidades da FC
parecem ser decorrentes de respostas parassimpaticas disfuncionais, enquanto a
incapacidade de regular a PA estéa relacionada a perda da regulacao simpatica (JAIN;
GOLDSTEIN, 2012). Extensas pesquisas clinicas ilustram que a hipotensao
ortostatica da DP esta relacionada tanto com a perda da inervagdo simpatica pos-
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ganglionares para o coracdo quanto com a insuficiéncia do barorreflexo (JAIN;
GOLDSTEIN, 2012; METZGER; EMBORG, 2019). 60% dos pacientes com DP
apresentam perda da inervacdo simpética cardiaca ao diagnéstico(KASHIHARA,
IMAMURA,; SHINYA, 2010).

Estudos anteriores de nosso laboratorio mostram que em animais com lesdo
bilateral por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), ocorre uma diminuicdo nos parametros
basais de pressado arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), os quais sao
acompanhados de reducdo da modulacdo simpética na pressao arterial sistélica
(ARIZA et al., 2015). Além disso, as respostas ao baroreflexo e ao quimioreflexo estéao
alteradas em animais com parkinsonismo por 6-OHDA (ARIZA et al., 2015;
FALQUETTO et al.,, 2017). Também, Falquetto e colaboradores observaram
diminuicdo do nimero de neurdnios relacionados ao controle cardiovascular no tronco
encefalico de ratos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA (FALQUETTO et al.,
2017). A injecao bilateral de 6-OHDA no estriado de ratos promove perda de
periodicidade circadiana, especialmente na FC (BOULAMERY et al., 2010). Como h&
presenca de alteracdes cardiovasculares com o modelo por 6-OHDA que mimetizam
algumas das disfuncbes presentes em pacientes com DP, este tornou-se uma

ferramenta util para se estudar aspectos cardiovasculares na DP.

1.5 OXIDO NiTRICO E A DP

O oxido nitrico (NO) esta envolvido nos processos que levam a neurodegeneracao
na DP em humanos e em modelos experimentais (BARTHWAL, M. K.; SRIVASTAVA,
DIKSHIT, 2001; DEL-BEL et al., 2011; MOLINA et al., 1998; YUSTE et al., 2012). Ele
€ caracterizado como um gas lipossolivel com meia vida de aproximadamente 4-10
segundos e produzido por praticamente todas as células do organismo (LI; POULOS,
2005). O NO atua em diversos processos fisiolégicos como vasodilatacdo, memoria,
neuroprotecdo, peristaltismo, defesa imunoldgica, erecdo peniana, secrecdes
endocrinas e exocrinas bem como participa de varios sistemas como o cardiovascular,
reprodutivo, sistema imune e sistema nervoso central (SNC) (LI; POULOS, 2005). No
entanto, em situacdes patoldgicas, grandes quantidades de NO séo produzidas e sao
potencialmente toxicas.

O NO é produzido por meio de enzimas especializadas chamadas de 6xido nitrico

sintases (NOS). As enzimas catalisam a formacgéao de NO a partir de L-arginina, Oz e
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requer cofatores como tetrahidrobiopterina (BH4), ferro heme, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucledtido (FMN) e célcio (Ca2+/calmodulina) (TEJERO; SHIVA; GLADWIN,
2020). Ha 4 isoformas diferentes responsaveis pela produg¢édo de NO: NOS neuronal
(nNOS), NOS endotelial (eNOS), NOS mitocondrial (mtNOS) e NOS induzivel (iNOS)
(GIULIVI, 2003; MOLINA et al., 1998).

A nNOS (NOS neuronal ou NOS 1) € encontrada em neurbnios periféricos e
centrais, células gliais, células endoteliais, fibroblastos adventiciais, cardiomidcitos,
células musculares lisas e algumas células epiteliais. E expressa de forma constitutiva
e sua taxa de producdo é maior que da eNOS, é regulada pelo complexo
calcio/calmodulina (Ca2+/CaM) e muito susceptivel a inibicdo pelo préprio NO. A
NNOS produz NO de forma pulséatil o que ajuda a regular a neurotransmissao, a
regulacdo central da pressdo sanguinea, relaxamento do musculo liso e a
vasodilatacao através dos nervos nitrérgicos periféricos.

A eNOS (NOS endotelial ou NOS Ill) é encontrada nas células endoteliais,
plaquetas, eritrécitos, cardiomiocitos e nas células musculares lisas. No entanto, €
expressa predominantemente no endotélio. E uma isoforma constitutiva e o NO
produzido por ela além de regular o fluxo sanguineo basal nos vasos sanguineos, atua
de forma tonica inibindo a ativacdo de plaquetas e a adesdo de moléculas
inflamatorias no endotélio (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

A NOS mitocondrial (mtNOS) € um novo membro da familia NOS. Foi identificada
como isoforma da NOS | e estd presente no interior da membrana mitocondrial
(ELFERING; SARKELA; GIULIVI, 2002). O NO é produzido localmente na mitocondria
porém a producao intramitocondrial excessiva inibe a atividade do complexo | e IV na
cadeia respiratoria produzindo ERO (BROOKES, 2004).

A INOS (NOS induzivel ou NOS Il) esta presente em células nucleadas como
macrofagos, neutrofilos, células do musculo liso vascular, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais e células da glia. A via induzivel, INOS é independente de calcio
e € expressa em condi¢des patoldgicas em diversas células relacionadas ao sistema
imune (DAFF, 2010; MOLINA et al., 1998). Apesar de ser liberada principalmente em
situacdes inflamatorias, estudos também mostraram que a INOS também pode ser
expressa sob situacbes fisiologicas (FORSTERMANN; SESSA, 2012). A iNOS
guando comparada as outras duas isoformas produz grandes quantidades de NO e

sua atividade se mantem até a completa utilizacdo do seu substrato. Devido a essa
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extensiva e prolongada producédo de NO juntamente com o superoxido formado por
ele ou por outras fontes, pode levar a producédo de exacerbada de peroxinitrito que é
uma molécula altamente oxidante e toxica levando a injuria celular (TEJERO; SHIVA;
GLADWIN, 2020).

Ha varias evidéncias, tanto em humanos quanto em modelos animais, que
mostram o envolvimento do NO e das NOS na etiologia da DP. No entanto, os
mecanismos pelos quais o NO contribui para a neurodegeneragdo nédo sdo bem
compreendidos. Sabe-se que a inducdo da DP esta relacionada ao aumento do
estresse oxidativo no cérebro, o que leva a danos aos neurdnios da substancia negra
(DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013). A administracédo de inibidores da NOS, como o
Nw-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME) atenua a queda de DA e de seus metabdlitos
em ratos com injecdo unilateral de 6-OHDA (BARTHWAL, M.; SRIVASTAVA;
DIKSHIT, 2001). A administracédo de 7-Nitroindazol (7-NI) ou de S-methylisothiourea
(SMT), inibidores da NNOS e iINOS respectivamente, foram capazes de proteger dos
efeitos neurotdxicos da lesdo por 1-methil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP),
sugerindo entédo a participacdo do NO produzido por essas vias na DP (ARAS et al.,
2014a; DI MONTE et al., 1996; SCHULZ et al., 1995). A administracdo de GW274150
((2-((1-iminoethyl)amino)ethyl)-L-homocysteine - inibidor seletivo da iINOS) apos lesdo
unilateral por 6-OHDA atenuou de forma significativa a perda de DA no estriado de
ratos Sprague-Dawley (BROOM et al., 2011). Também, a degeneracao de neurdnios
dopaminérgicos leva a diminuicdo das concentracdes de nNOS na substancia negra
de ratos com leséo por injecéo unilateral de 6-OHDA (DEL BEL et al., 2002), enquanto
a administracdo de MPTP em camundongos promove a elevacdo da iNOS
(LIBERATORE et al., 1999). Em humanos, foi encontrado aumento da expresséo de
INOS na SNpc em amostras cerebrais post-mortem de individuos com DP (HUNOT et
al., 1996). Sendo assim, evidéncias indicam que as NOS podem participar da
neurodegeneracdo de neurdnios dopaminérgicos em modelos animais de DP.
Portanto, o uso de inibidores de NOS no tratamento da DP vem sendo discutido
(BROOM et al., 2011; MARTINS-PINGE; JAGER; CAMPOS, 2022).

Em relacdo ao controle central do sistema cardiovascular, observou-se que a
NNOS esta aumentada no nudcleo paraventricular do hipotdlamo, area de controle
cardiovascular, levando a um aumento do tonus GABAérgico na funcéo cardiovascular
e contribuindo para os menores valores de PA basal em ratos machos induzidos ao
parkinsonismo pela 6-OHDA (TUROSSI AMORIM, Eric Diego et al., 2019). No
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entanto, ndo descartamos a hipotese de que mecanismos periféricos participem
dessas disfuncdes cardiovasculares. A maior parte dos estudos com modelos de
parkinsonismo que avaliaram o envolvimento do NO, avaliaram as concentracdes de
NO cerebral. Em relagdo ao NO periférico existem poucos dados. H& reducdo na
expressdo da nNOS entérica de animais induzidos unilateralmente por 6-OHDA
(BLANDINI; ARMENTERO; MARTIGNONI, 2008). Nosso grupo de estudos, observou
diferengas nas concentragfes tissulares de NO em animais sedentarios ou
submetidos a treinamento fisico antes da lesdo por 6-OHDA, estando aumentado na
aorta de animais 6-OHDA comparado aos seus controles (DE JAGER et al., 2018).
No entanto, ainda ndo se sabe qual isoforma estaria participando dessas alteracdes.

Perifericamente, o NO atua como um potente vasodilatador para aumentar o
fluxo sanguineo, e sua sintese e biodisponibilidade pelo endotélio vascular contribui
para uma maior vasodilatacdo para adaptacdo em diferentes condi¢des pelo sistema
cardiovascular (DI FRANCESCOMARINO et al.,, 2009; GREEN et al.,, 2004,
MCALLISTER; LAUGHLIN, 2006). Alteragbes em sua producao podem prejudicar as
respostas hemodindmicas e comprometer a saude cardiovascular. Além de
importantes propriedades vasodilatadores, também desempenha um papel central na
manutencdo da homeostase vascular (CYR et al., 2020). No endotélio, as isoformas
atuam de maneiras diferentes. A atividade da eNOS ¢€ iniciada em resposta a
estimulos fisicos e quimicos, onde atua como um controlador homeostatico de muitas
funcdes cardiovasculares, incluindo a inibicdo da inflamacgéo vascular e em condi¢des
fisiologicas € caracterizada como uma enzima benéfica contra doenca (LEE et al.,
2016; LIND et al., 2017). Em contraste, a expressao da iNOS ocorre em decorréncia
de estimulos inflamatérios ou microbianos. Sabe-se que diferentes estados
patolégicos induzem disfuncdo endotelial, principalmente por meio da diminuicdo na
vasodilatacdo dependente do endotélio (TOUSOULIS et al., 2011). Dados do nosso
laboratério mostraram diminuicdo da resposta do tonus simpatico através da
diminui-«o press- rica ao bloqueio U-adrenérgico (com prazosin) em um modelo
animal de parkinsonismo induzido por 6-OHDA (ARIZA et al., 2015). Investigacdes
prévias do nosso laboratério (dados nédo publicados) mostraram hiporreatividade da
aorta de ratos submetidos a lesao bilateral por 6-OHDA na SNpc ao agonista
adrenérgico fenilefrina, provavelmente por mecanismo dependente do endotélio. No

entanto, ndo sabemos qual o possivel mecanismo para essa alteracdo no ténus.
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1.6 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um importante papel no controle de
fungBes cardiovasculares, renais e cerebrais (CERRARIO, 1990). O sistema classico
inicia-se com a conversdao de pré-renina em renina, a qual converte
angiotensinogénio em angiotensina | (Ang I). Esta, por meio da enzima conversora
de angiotensina (ECA), é metabolizada em angiotensina Il (Ang Il), que é o principal
efetor dessa cascata, atuando sobre os receptores do tipo | (AT1) e receptores do
tipo Il (AT2). Os efeitos da Ang Il nos receptores AT1 incluem a vasoconstricao,
liberacdo de catecolaminas e aldosterona, enquanto que através dos receptores AT2
a Ang Il promove efeitos anti-inflamatérios e anti-fibréticos (PEREZ-LLORET et al.,
2017). A Ang Il é o principal mediador do SRA, capaz de modular a resisténcia
vascular periférica (RVP) e promover vasoconstricao, levando a aumento da pressao
arterial (PA), e por meio do efeito indireto, aumentando a liberacdo de aldosterona,
regula o equilibrio hidroeletrolitico (SIMOES E SILVA; FLYNN, 2012). Ainda, a Ang
Il € substrato gerador de outros peptideos, como angiotensina lll, angiontensina IV
e angiotensina (1-7). Esta ultima possui funcdes frequentemente contrarias as
atribuidas a Ang Il (CAT; TOUYZ, 2011).

Estudos tém observado o envolvimento do sistema renina-angiotensina (SRA)
na DP, sabe-se que o cérebro possui um SRA local e estudos tém sugerido a
modulacdo de DA estriatal por meio de Ang Il e seus receptores (MCKINLEY et al.,
2003; PAN, 2004). Dados da literatura tém mostrado que o SRA cerebral pode estar
envolvido na degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos e na progressao da DP
(MERTENS et al., 2011; PEREZ-LLORET et al., 2017). Administracao de inibidor da
ECA, o captopril, antes e apés a leséo por 6- OHDA preveniu a perda de DA e reduziu
o estresse oxidativo (LOPEZ-REAL et al., 2005). Este efeito também observado no
modelo de parkinsonismo por MPTP (MUNOZ et al., 2006; SONSALLA et al., 2013).
A administrac&o cronica de Perindopril, outro inibidor da ECA, promoveu aumento de
DA estriatal, tanto em animais controle como em animais induzidos ao parkinsonismo
por MPTP (JENKINS et al., 1999). Estudos também mostram que a inibicdo do
receptor AT1 apresenta um papel neuroprotetor. O pré-tratamento com losartan
reduziu a denervacdo dopaminérgica no estriado de camundongos induzidos ao
parkinsonismo por MPTP (GRAMMATOPOULOS et al., 2007). O candesartan, outro
inibidor AT1, 7 dias antes e durante 11 dias apos a lesdo por 6- OHDA também foi
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capaz de induzir neuroprotecdo em ratos Wistar (MERTENS et al., 2011).Em
pacientes portadores de cardiopatia isquémica tratados com inibidores do SRA e
bloqueadores dos receptores de Ang-ll, foi observado um risco menor de
desenvolverem a DP em relacdo ao grupo controle ndo tratado (JO et al., 2022). No
entanto, a participacdo de inibidores do SRA nos parametros cardiovasculares e

autonémicos em modelos de parkinsonismo ainda ndo foram avaliados.

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO

O aumento da producdo de NO pode favorecer ao aumento de estresse
oxidativo, o qual esta envolvido nos processos neurodegenerativos da DP. Sabe-se
também que o aumento de angiotensina Il também pode levar ao aumento do estresse
oxidativo.  Diversas evidéncias implicam o estresse oxidativo como um fator chave
da complexa cascata degenerativa nos processos de perda dopaminérgica na DP
(DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). O estresse
oxidativo surge da desregulacdo da atividade redox celular, onde a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) supera a depuracado por enzimas antioxidantes
enddgenas e chaperonas moleculares (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). O acumulo
de ERO ap0ds o desequilibrio redox celular medeia o dano neuronal. Embora as ERO
constituam importantes moléculas sinalizadoras que regulam a transcricdo génica
fisiologica e as interacdes proteicas (SCHIEBER; CHANDEL, 2014), o acumulo de
ERO pode resultar em danos oxidativos a lipidios, proteinas, DNA e RNA, dependendo
da localizacao subcelular da produgéo de ROS, comprometendo a funcdo neuronal e
integridade estrutural (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Dados coletados de pacientes
com DP no estagio inicial demonstram que o aumento do estresse oxidativo € uma
caracteristica dos estagios iniciais da doencga, ocorrendo antes da perda significativa
de neurdnios dopaminérgicos (FERRER et al., 2011). Isso implica em uma geracéo
descontrolada de ERO como um potencial fator causador da morte do neurbnio
dopaminérgico ao invés de ser uma resposta secundaria a neurodegeneracao
progressiva. Ainda, o estresse oxidativo desempenha um papel central no progresso
da DP de diferentes maneiras: (a) afetando a estabilidade do acido nucleico pela
oxidacdo do RNA, aumentando a mutacdo do DNA mitocondrial (mtDNA) e iniciando
a sintese de translesao; (b) perturbando a homeostase da proteina acelerando a

agrega-«o de U-sinucleina, agregacéo de parkina e dissociagdo de proteassoma; (c)
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modulando a liberacdo de DA pela ativacdo de canais de potassio sensiveis a ATP e
inativando os de receptores nicotinicos neuronais de acetilcolina (NAChRs); e (d)
influenciando as autodefesas celulares a promover os efeitos citoprotetores do
oncogene DJ1(DJ-1) e fosfatase e homdlogo de tensina PINK1 enquanto induz a
desregulacéo de Akt (revisado em TRIST; HARE; DOUBLE,2019).

Além do estresse oxidativo, o estresse nitrosativo também pode contribuir para
a disfungéo neuronal, principalmente do 6xido nitrico e espécies relacionadas geradas
pela nNOS e iINOS, que sdo superreguladas durante a neuroinflamacéo e geralmente
sdo detectadas em condi¢des relacionadas a DP (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).
Modificacbes oxidativas e nitrosativas podem afetar especialmente a U-syn,
aumentando sua propensdo a agregacao, que pode ser auxiliada ainda mais por
derivados dopaminérgicos e altos niveis de ferro intracelular, como normalmente
detectados no SN de pacientes com DP. Esp®cies de U-syn agregadas, especialmente
oligbmeros, podem desempenhar varios papéis prejudiciais durante a progressao da
DP, como contribuir ainda mais para o comprometimento da respiracao aerébica
mitocondrial e disfungéo do sistema ubiquitina-proteassoma (TRIST; HARE; DOUBLE,
2019).

Considerando que: o0 modelo por 6-OHDA promove alteracbes
cardiovasculares que tem a participacdo do NO; que a isoforma iINOS e a ANG I
parecem estar diretamente envolvidas na perda de neurbnios dopaminérgicos da
SNpc, o estudo 1 teve como objetivo avaliar a participacao da isoforma iNOS, por meio
de tratamento agudo e crénico com inibidor seletivo e, na funcdo cardiovascular e
autondmica, assim como avaliar a reatividade vascular em anéis de aorta de ratos
com parkinsonismo induzido por 6- OHDA.

Dados disponiveis na literatura demonstram que a administracéo de inibidores
da ECA e dos receptores AT-1 promovem neuroprotecdo contra 0S processos
degenerativos da DP, entretanto, carecem de estudos que avaliam a participagcéo do
SRA de maneira periférica e o0 envolvimento deste sistema nos parametros
cardiovasculares. Dessa forma, o objetivo do estudo 2 foi avaliar o envolvimento da
Ang Il em ratos com infuséo bilateral de 6-OHDA. Além disso, como a relagéo entre
estresse oxidativo e DP é avaliado principalmente de maneira central e que dados da
literatura demonstram alteracdes no sistema cardiovascular em pacientes com DP,
também investigamos a presenca de estresse oxidativo nos orgaos relacionados ao

sistema cardiovascular.
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2. JUSTIFICATIVA

Os disturbios neurolégicos sao a principal fonte de incapacidade em todo o
mundo, e o disturbio neurologico que mais cresce no mundo € a doenca de Parkinson.
De 1990 a 2015, o numero de pessoas com doenca de Parkinson dobrou para mais
de 6 milhdes. Impulsionado principalmente pelo envelhecimento, esse niUmero devera
dobrar novamente para mais de 12 milhdes até 2040. A DP é um disturbio complexo
que afeta diferentes sistemas no nosso organismo, tendo grande impacto na
qualidade de vida do individuo com a DP. Além dos sintomas motores, 0s sintomas
da disautonomia, especialmente nos estagios avancados da doenca, sdo muitas
vezes responsaveis por limitac6es e contribui para uma ma qualidade de vida dos
individuos acometidos pela doenca.

Como ha evidéncias que sugerem a participacdo do NO e do SRA no SNC na
DP, e que ha ainda poucos estudos na literatura que avaliam de forma periférica o
envolvimento desses sistemas nas disfungdes cardiovasculares, a compreensao da
fisiopatologia cardiovascular na PD é importante visto que esse conhecimento é
necessario para o avanco da pesquisa de novos tratamentos para a melhoria da
qualidade de vida desses pacientes, além do fato de que, podera elucidar um possivel
diagndstico precoce da DP.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento da isoforma da iINOS e do sistema renina angiotensina
nos efeitos cardiovasculares e autondémicos em ratos acordados, consequentes ao

parkinsonismo induzido por 6-OHDA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Estudo 1;

- Avaliar o envolvimento do NO por meio de tratamento com inibidor especifico da
INOS sobre os parametros cardiovasculares e autonémicos em ratos 6-OHDA e
Sham;

- Avaliar a expressao das isoformas da NOS (eNOS, nNOS e iNOS) na aorta toracica
de ratos 6-OHDA e Sham;

- Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na hiporreatividade a fenilefrina na

aorta toracica de ratos 6-OHDA;

3.2.2 Estudo 2:

- Avaliar o envolvimento da Angiontesina Il, por meio de tratamento com inibidor de
receptor AT1 ou inibidor da ECA, sobre os parametros cardiovasculares e
autondmicos em ratos 6-OHDA e Sham);

- Analisar os parametros de estresse oxidativo na aorta toracica, aorta abdominal,

coracdo e musculo gastrocnémio em ratos 6-OHDA e Sham.
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Esta tese foi dividida em 2 estudos que seréo descritos na forma de artigo cientifico.
Estudo 1: Participagdo da isoforma iNOS nas disfung¢des cardiovasculares de ratos
machos submetidos ao parkinsonismo por 6-OHDA

Estudo 2: Envolvimento do sistema renina angiotensina na funcéo cardiovascular
de ratos machos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA



34

4. ESTUDOS

4.1 EsTuDO 1: Participacao da isoforma iNOS nas disfuncoes cardiovasculares

de ratos machos submetidos ao parkinsonismo por 6-OHDA

4.1.1 Introducéo

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum e estima-se que a DP afeta 1% da populacdo acima de 60 anos (LAU;
BRETELER, 2006). E responséavel por alteracdes no estado fisico, social, psicologico
e funcional dos individuos. A DP é caracterizada pela perda de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc), que € responsavel pela
maior parte das disfuncdes motoras relacionadas a doenca (BLANDINI, 2013;
MOORE et al., 2005). Os sintomas cardinais motores envolvem tremor, rigidez,
bradicinesia e instabilidade postural, mas o quadro clinico apresenta outros sintomas
ndo-motores, que sao bastante relevantes e impactantes no quadro clinico do
paciente (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009;
SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017; SIAN et al., 1999). Dentre eles estdo as
alteracdes cardiovasculares: hipotenséo arterial ortostatica (HO), hipotenséo arterial
pés-prandial, alteracdo da variabilidade da pressédo arterial (PA) e, possivelmente,
fadiga e intolerancia ao exercicio fisico (JAIN; GOLDSTEIN, 2012; NICARETTA;
ROSSO; MATTOS, 2011; SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

Um dos modelos classicos para indugéo de parkinsonismo é por meio da leséo
com a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) diretamente na SNpc ou no estriado
(ZIGMOND; SMEYNE, 2014). Ariza e colaboradores mostraram que em ratos com
lesé&o bilateral por 6-OHDA na SNpc, ha diminuicdo nos parametros basais de presséo
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), os quais sdo acompanhados de
reducdo da modulagcéo simpatica na pressao arterial sistolica (PAS) (ARIZA et al.,
2015). Também, as respostas ao barorreflexo e ao quimiorreflexo estdo alteradas
nestes animais (ARIZA et al., 2015). No modelo de lesao por 6-OHDA foi observado
menor sensibilidade baroreflexa e diminuicdo do numero de neurdnios envolvidos no
controle cardiovascular no tronco encefalico (FALQUETTO et al., 2017). Dessa forma,
a utilizacdo do modelo de parkinsonismo por 6-OHDA, pode ser uma ferramenta util
para se estudar os aspectos cardiovasculares na DP.

O o6xido nitrico (NO) esta envolvido nos processos que levam a
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neurodegeneracdo na DP em humanos e em modelos experimentais (BARTHWAL,
M.; SRIVASTAVA; DIKSHIT, 2001; DEL BEL et al., 2002; MOLINA et al., 1998; YUSTE
et al.,, 2012). O NO atua em diversos processos fisiolégicos, porém em situacdes
patologicas, grandes quantidades de NO sao produzidas e sdo potencialmente
toxicas. O NO é produzido por meio das sintases de 6xido nitrico (NOS), que catalisam
a formacao de NO a partir de L-arginina, O2 e NADPH. Ha diferentes isoformas para
a producédo de NO: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS), NOS mitocondrial
(mtNOS) e NOS induzivel (iNOS) (GIULIVI, 2003; MOLINA et al., 1998). A isoforma
NNOS e a eNOS sao constitutivamente expressas e sao dependentes de calcio. Em
contraste, a INOS € independente de calcio e é expressa sob condi¢cdes patoldgicas
em diversas células relacionadas ao sistema imune (DAFF, 2010; MOLINA et al.,
1998).

Héa varias evidéncias, tanto em humanos quanto em modelos animais, que
mostram o envolvimento do NO e das NOS na etiologia da DP. A administracao de
inibidores da NOS, como o Nw-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME) atenua a queda de
DA e de seus metabdlitos em ratos com injecao unilateral de 6-OHDA (BARTHWAL,
M.; SRIVASTAVA,; DIKSHIT, 2001). A administracdo de 7-Nitroindazol (7-NI) ou de S-
methylisothiourea (SMT), inibidores da nNOS e iINOS respectivamente, foram capazes
de proteger dos efeitos neurotoxicos da lesdo por 1-methil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), sugerindo entdo a participacado do NO produzido por essas
vias na DP (ARAS et al., 2014b; DI MONTE et al., 1996; SCHULZ; FALKENBURGER,
2004). A administracdo de GW274150 ((2-((1-iminoethyl)amino)ethyl)-L-homocysteine
- inibidor seletivo da INOS) apés lesédo unilateral por 6-OHDA atenuou de forma
significativa a perda de DA no estriado de ratos Sprague-Dawley (BROOM et al.,
2011). Também, a degeneracédo de neurbnios dopaminérgicos leva a diminuicdo das
concentracdes de nNOS na substancia negra de ratos com lesdo por injecdo unilateral
de 6-OHDA, enquanto a administracdo de MPTP em camundongos promove a
elevacdo da INOS (CZARNECKA et al., 2013; LIBERATORE et al., 1999). Em
humanos, foi encontrado aumento da expressao de iINOS na SNpc em amostras
cerebrais post-mortem de individuos com DP (HUNOT et al., 1996). Sendo assim,
evidéncias indicam que as NOS podem participar da neurodegeneragdo de neurénios
dopaminérgicos em modelos animais de DP. Portanto, o uso de inibidores de NOS no
tratamento da DP vem sendo discutido (BROOM et al.,, 2011; MARTINS-PINGE;
JAGER; CAMPOS, 2022).



36

A maior parte dos estudos com modelos de parkinsonismo que avaliaram o
envolvimento do NO, avaliaram as concentracdes de NO cerebral. Em relacdo ao NO
periférico existem poucos dados. Ha reducdo na expressdo da nNOS entérica de
animais induzidos unilateralmente por 6-OHDA (BLANDINI, 2013). Nosso grupo de
estudos, observou diferencas nas concentracdes tissulares de NO em animais
sedentarios ou submetidos a treinamento fisico antes da lesdo por 6-OHDA, estando
aumentado na aorta de animais 6-OHDA comparado aos seus controles (DE JAGER,
L. et al.,, 2018). No entanto, ainda ndo se sabe qual isoforma estaria participando
dessas alteracdes.

O NO também apresenta importantes propriedades vasodilatadoras, anti-
inflamatodrias e antioxidantes que desempenha um papel central na manutencéo da
homeostase vascular (CYR et al., 2020). No endotélio, as isoformas atuam de
maneiras diferentes. A atividade da eNOS ¢é iniciada em resposta a estimulos fisicos
e quimicos, onde atua como um controlador homeostatico de muitas funcdes
cardiovasculares, incluindo a inibicdo da inflamacdo vascular e em condi¢coes
fisiolégicas é caracterizada como uma enzima benéfica contra doenca (LIND et al.,
2017; YUN et al., 2011). Em contraste, a expressdo da iINOS ocorre em decorréncia
de estimulos inflamatérios ou microbianos. Sabe-se que diferentes estados
patolégicos induzem disfuncdo endotelial, principalmente por meio da diminui¢cdo na
vasodilatacdo dependente do endotélio (TOUSOULIS et al., 2011). Dados do nosso
laboratério mostraram diminuicdo da resposta do tonus simpatico através da
diminui-«o press-rica ao bloqueio U-adrenérgico (com prazosin) em um modelo
animal de parkinsonismo induzido por 6-OHDA (ARIZA et al., 2015). No entanto, ndo
sabemos se essa alteracédo no ténus se deve a um efeito central ou periférico. Neste
estudo testaremos a hipotese de que a diminui¢do do ténus simpatico em modelo de
parkinsonismo em ratos tenha sua origem perifericamente e iremos avaliar se ha
envolvimento da iINOS nessa alteracdo de tonus.

Dessa forma, considerando que: o modelo por 6-OHDA promove alteracdes
cardiovasculares que tem a participacdo do NO; que a isoforma iINOS parece estar
diretamente envolvida na perda de neurénios dopaminérgicos da SNpc; este estudo
tem como objetivo avaliar a participacao da isoforma INOS, por meio de inibidor
seletivo, na funcdo cardiovascular e autonémica, assim como avaliar a reatividade
vascular reatividade vascular em anéis de aorta de ratos com parkinsonismo induzido
por 6- OHDA.
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4.1.2 Materiais e Métodos

Aprovacao Etica e Animais

Todos os protocolos experimentais estdo de acordo com a Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (n° do processo:
174/2018). Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, pesando entre 280-320g
no inicio do protocolo. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e
ventilacdo adequados (22 £ 1°C), em um ciclo claro-escuro de 12h. Os animais tinham
agua e racao ad libitum. Os experimentos foram conduzidos durante a fase clara do

ciclo.

Protocolos experimentais

Para realizacéao deste estudo diferentes protocolos foram utilizados. Parte dos
animais foram utilizados para andlise dos parametros cardiovasculares e outra parte
para andlise da reatividade vascular. Todos os animais foram submetidos a cirurgia

estereotaxica para indugéo do parkinsonismo.

Os animais foram divididos nos seguintes protocolos:

A) tratamento com inibidor da INOS T S-methylisothiourea (SMT - 10 mg/kg 1 ip)
(GHAYYOOMI et al., 2015; IRAVANI et al., 2002), durante 7 dias, seguido de
registro dos parametros basais. Grupo controle: Salina estéril 0.9%. Os animais
foram divididos em 4 grupos experimentais: Sham-Salina; Sham-SMT; 6-
OHDA-Salina e 6-OHDA-SMT.

B) Injecdo endovenosa do inibidor da iINOS i S-methylisothiourea (SMT - 3 mg/kg
i ip) (COSTA et al., 2016; GHAYYOOMI et al., 2015; IRAVANI et al., 2002),
durante o registro dos parametros basais de PAM e FC. Os animais foram
divididos em 2 grupos experimentais: Sham e 6-OHDA.

C) Avaliagéo da reatividade vascular em anéis de aorta com endotélio. Os animais
foram divididos em 2 grupos experimentais: Sham e 6-OHDA.

D) Analise da expressdo das isoformas da NOS da aorta toracica. Os animais

foram divididos em 2 grupos experimentais: Sham e 6-OHDA.
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O delineamento experimental para os protocolos pode ser encontrado na Figura 2.

Protocolo A Tratamento com inibidor da iINOS — SMT (10mgrkg—i.p.)
ou salina 0,9% (i.p.)
|

Sham-Sal Sham-SMT IB—OHDA—SMT | 6-0OHDA-Sal

Dia 0: . Dia 7:
cirurgia estereotaxica 4 grupos experimentais Dia 6: Registro dos pardmetros
para indugdo do cirurgia dn_a cateterizagéio cardiovasculares
parkinsonismo da ariéria femoral eutanasia e retirada do
estriado.
Protocolo B
Sham 6-OHDA
Dia 0: _— Dia 7-
cirurgia estereotaxica 2 grupos experimentais Injecdo endovencsa Registro dos parametros
para !ndug_ao do cominibidor da iINOS +—— cardiovasculares,
parkinsonismo —(SMT - 3mglkg) eutanasia e refirada do
estriado
Protocolo C
Sham 6-0HDA
Dia 0: 2 grupos experimentais Eiitiia -Dla FE da d
cirurgia estereotaxica . ularieela,. 1elitada 0o
para inducdo do Reatividade vascular +— estriado e da aorta
parkinsonismo toracica.
Protocolo D
Sham 6-OHDA
Dia 0: 2 ; tai - - Dia 7:
cinurgia eslereotéxica QRS Spemenals Anélise da expresséo Eutanasia, retirada do
para indugéo do da isoformas daNOS estriado e da aorta
toracica.

parkinsonismo

Figura 2. Representacdo esquematica dos protocolos experimentais.

Inducdo do parkinsonismo por 6-OHDA

Para a inducao do parkinsonismo, todos animais de ambos os protocolos foram
submetidos a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina (100 e
6,7 mg/kg, i.p.; Ceva Santé Animale, Sao Paulo, Brasil). Em seguida, foram colocados
em um aparelho estereotaxico (David Kopf), e perfuracdes no cranio dos animais
foram realizadas com uma broca de baixa rotacdo, permitindo a microinfusdo da
neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em 0,2% de acido ascérbico em solucéo salina esteéril)
diretamente na SNpc. Para tal procedimento, as seguintes coordenadas

estereotéxicas foram utilizadas como referéncia, a partir do bregma: - 5,0 mm do
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bregma; latero-lateral (LL) + 2,1 mm da linha média; dorsoventral (DV), - 8,0 mm do
cranio segundo (PAXINOS; WATSON, 1998). A microinfusdo foi realizada com o
auxilio de uma agulha conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma
microseringa de 10 pl (Hamilton, EUA) encaixada em uma bomba de infusdo. Apos a
infusdo da toxina (3 minutos), a agulha permanecia no local por mais 2 minutos para
evitar o refluxo da substancia. Em seguida, a pele do escalpo foi suturada e foram
colocados em gaiolas com ambiente aquecido para recuperacdo da anestesia e
posteriormente encaminhados a sala de manutencdo dos animais. O grupo Sham foi
submetido ao mesmo procedimento cirdrgico, porém com a infusdo da solucéo
veiculo. Como medida profilatica, apos a cirurgia os animais receberm 24.000 Ul de
Pentabiotico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m) (ARIZA
et al., 2010).

Tratamento crénico de 7 dias com SMT 10ma/kqg (Protocolo A)

Os animais do protocolo A, a partir do dia da cirurgia estereotaxica (dia 0) até
o dia da cateterizacado (dia 6) receberam injecdo intraperitoneal (ip) de salina 0,9% ou
do inibidor seletivo da iINOS - SMT na concentracdo de 10mg/kg. As cirurgias de
estereotaxia foram realizadas no periodo da manha e o tratamento com veiculo ou
SMT foi realizado no periodo da tarde entre 16h e 18h. Os animais foram pesados

diariamente.

Reqistro dos parametros cardiovasculares

Apos 6 dias da cirurgia estereotaxica e 24 horas antes dos registros, 0s animais
foram novamente submetidos a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de
Xilasina (100 e 6,7 mg/kg, i.p.; Ceva Santé Animale, Sao Paulo, Brasil) e cateteres de
tygon foram inseridos na artéria femoral. O cateter foi exteriorizado na regido dorsal
do animal para registrar a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) no
estado consciente. No dia seguinte, os parametros basais foram obtidos apds um
periodo de adaptacdo do animal ao ambiente. A presséo arterial média (PAM) e FC
foram registradas por meio de um transdutor de pressao (MLTO0830) acoplado ao
sistema de aquisicdo de dados Powerlab system4/20T (ADInstruments®). Estas

gravacdes foram realizadas com os animais ndo anestesiados e movendo-se
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livremente. ApOs o registro, 0s animais foram submetidos a eutanasia por decapitacao
e amostras do tecido cerebral foram isoladas. O estriado de cada animal foi dissecado
manualmente e pesado. As amostras foram armazenadas a -80°C até posterior

andalise.

Reqgistro dos parametros cardiovasculares com tratamento agudo de SMT 3mg/kg

(Protocolo B)

Outro grupo de animais, divididos em grupo Sham e 6-OHDA, foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo bilateral de 6-OHDA. Apdés 6 dias,
foram submetidos a cateterizacdo de artéria e veia femoral descritas anteriormente.
Apbs 24 horas da cateterizacao, os parametros cardiovasculares basais foram obtidos
durante pelo menos 30 minutos antes do inicio do protocolo experimental. Durante o
registro, os animais ndo estavam anestesiados. Conforme esquema da figura 3, apos
0 registro basal, uma inje¢&o in bolus de salina 0,9% (1mL/Kg) foi administrada,
seguida apds 20 minutos de uma inje¢do in bolus de SMT (3mg/kg), um inibidor
seletivo das isoforma induzivel ou INOS (CASTARDO-DE-PAULA et al., 2017). Apos
1h de registro, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e amostras do tecido
cerebral foram isoladas. O estriado de cada animal foi dissecado manualmente e
pesado. As amostras foram armazenadas a -80°C até posterior andlise. A

representacdo do protocolo experimental para o registro dos parametros esta na

Figura 3.
Salina SMT
BALSAL (1ml/kg) (3mg/kg)
i\ . ‘ Jn )
Tempo | | | || |
(Min) 353 40 min ] 20 min I 60 min 3
Salina SMT

Figura 3. Representacdo do protocolo experimental para o registro dos pardmetros cardiovasculares.

Andlise Espectral da pressao arterial sistolica (PAS) e intervalo de pulso (IP)

A partir dos registros de pressao arterial pulsatil (PAP) adquiridos pelo software

LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella Vista, Australia), o qual é capaz de detectar pontos
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de inflexdo nos pulsos de presséao e gerar séries, batimento-a-batimento, com valores
de IP e PAS para cada ciclo cardiaco. Os dados de PAS e de IP no dominio da
frequéncia foram convertidos para o programa computacional Cardioseries v2.4
(http://www.danielpenteado.com), por meio do qual a analise da variabilidade foi
realizada. As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolacado 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
sobreposicao 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: 0,207 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,751 3,00 Hz), e os resultados
foram expressos em unidades absolutas (ms2 ou mmHg?) e normalizadas (nu). Os
valores normalizados foram obtidos por meio de célculos da poténcia relativa das
bandas de LF e HF levando em consideracao 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 razéo entre a poténcia das bandas de LF e HF
(LF/HF) do espectro do IP (TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

Andlise do barorreflexo espontaneo

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

zero batimento. Uma sequéncia barorreflexa so foi utilizada quando o coeficiente de
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correlacéo (r) entre os valores de PAS e IP for maior ou igual a 0,8. A SBR foi
determinada a partir da média de inclinacdo da reta da regressao linear entre 0s

valores de PAS e IP de cada sequéncia barorreflexa encontrada.

Avaliacdo da funcdo vascular da aorta toracica isolada a fenilefrina, indometacina e
SMT

Para o protocolo C, a avaliagdo da reatividade da aorta toracica com o objetivo
de esclarecer os mecanismos envolvidos com hiporreatividade a fenilefrina (dados
nao publicados) foi realizado. Os animais foram divididos em dois grupos: Sham e 6-
OHDA. Ap0s 7 dias da cirurgia estereotaxica, os ratos foram submetidos a eutanasia
por decapitacéo e amostras do tecido cerebral foram isoladas. E, apds toracotomia, a
porcdo toracica da aorta foi removida, dissecada e seccionada em quatro anéis
transversais (5 mm de comprimento), nos quais o endotélio foi preservado (Endo+).
Conforme descrito anteriormente, apés a estabilizacdo, os anéis de aorta foram
encubados com solucao de cloreto de potassio (90 mM) por 15 min para avaliar a
viabilidade muscular. A integridade do endotélio vascular também foi testada apos
novo per2odo de estabiliza-«o, adicionando 0,1 €M de acetilcolina (ACh) nos an®is de
aorta previamente contrazdos com 0,3 €M de fenilefrina (Fenil). O endot®lio foi
considerado intacto quando o relaxamento induzido pela ACh foi maior que 70% em
relacdo a contracdo, e removido, quando o relaxamento foi menor que 5%.

Para investigar os mecanismos envolvidos na disfungcdo endotelial, foram
construidas curvas concentracio-efeito cumulativas CCEC para Fenil (agonista U1-
adrenérgico - 1nM-30eM, em anéis Endo+ pré-incubados com indometacina (inibidor
n«o seletivo das cicloxigenases,1 €M), L-NAME (inibidor ndo seletivo das enzimas
- xido n&rico sintases (NOS), 30 eM) e SMT (inibidor seletivo da NOS induzivel, 30
eM).

As curvas entre os grupos Sham e 6-OHDA foram comparadas através da
resposta maxima (Rmax) para cada droga e da pD2, que corresponde ao -log da
concentracdo do agonista necessaria para alcancar 50% da Rmax. Ambas foram
calculadas utilizando uma analise de regresséo ndo-linear (GraphPad Prism software,
USA).

Determinacao dos niveis de DA por cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC)
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As amostras do estriado dissecado foram suspendidas com acido perclérico
0,1M com 0,02% de metabissulfito de sddio como antioxidante, em concentracdo de
5 pL/mg de material cerebral. Apds sonicacdo, os homogenatos foram centrifugados
a 13.000 rpm durante 10 min a 4 °C.O sobrenadante foi injetado em uma estacao de
cromatografia liguida de alto desempenho com detector eletroquimico. Esta
determinacdo permite confirmar a eficacia da lesdo por 6-OHDA na SNPc,

caracterizada por diminuicdo na concentracao de DA.

Expressdo das isoformas da eNOS, nNOS e iNOS na aorta toracica de ratos com

parkinsonismo por 6-OHDA através de transcricdo reversa e reacdo em cadeia da

polimerase quantitativa (RT-gPCR)

O RNA total foi extraido de aorta toracica apdés 7 dias de inducdo de
parkinsonismo por 6-OHDA usando o reagente TRIzol®. O RNA total foi isolado de
acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza do RNA total foi medida com um
espectrofotometro e a razao de absor¢céo do comprimento de onda (260/280 nm) ficou
entre 1,8 e 2,0 para todas as preparacfes. A transcricdo reversa do RNA total para
cDNA e gPCR foi realizada utilizando o sistema GoTaq® 2-Step RT-gPCR (Promega)

e primers especificos (Invitrogen). Os primers utilizados foram Gapdh-forward:

5'-GGCACAGTCAAGGCTGAGA ATG-3" Gapdh-reverse:
5-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3'. INOS-sense:
GGATATCTTCGGTGCGGTCTT. iINOS-antisense:
CTGTAACTCTTCTGGGTGTCAGA. nNOS-sense: CGCTACGCGGGCTACAAGCA.
NNOS-antisense: GCACGTCGAAGCGGCCTCTT. eNOS-forward: 5I:-
CGACTATCCTGTATGGCTCTGAG-3!. eNOS-reverse: 5l:-

GATCCCCATTGCCAAATGTGC-3l;. O nivel de mRNA da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (Gapdh) foi usado como gene de referéncia para normalizar os
dados.Os dados brutos foram normalizados para a expressédo de Gapdh e analisados

pelo método 2-qppCt calculando a express«o relativa ao controle salina.

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados em relagéo a normalidade dos dados por meio
do teste Shapiro Wilk. Para variaveis que apresentaram distribuicdo normal, anélise
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paramétrica foi conduzida e os valores sédo apresentados como média + erro padrao
da média (EPM). Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada
ANOVA 2 vias, seguido de poOs-teste de Tukey quando houve interagdo entre as
vaiaveis. Para dados que ndo passaram na normalidade, foi realizada a transformacéo
dos dados para log. Se apOs a transformacédo, os dados foram considerados néo
paramétricos, comparacfes multiplas foram realizadas usando o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn e os valores foram representados como a mediana
* valores de intervalo interquartil. Para as curvas dose reposta, ANOVA 2 vias para
medidas repetidas foi utilizado.

Os dados referentes a reatividade vascular foram submetidos a uma analise
exploratdria para avaliar a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk test e Kolmogorov-
Smirnova test) e homogeneidade de vari€ncia (Leveneis test) dos dados. Os
mecanismos envolvidos com a hiporreatividade a fenilefrina em anéis com endotélio

de machos 6-OHDA foram analisados por ANOVA 1 via, seguida de teste de Tukey.
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4.1.3 RESULTADOS

4.1.3.1 Protocolo A - Tratamento de 7 dias com SMT ou soluc¢éo veiculo, com ou

sem leséo por 6-OHDA

Determinacdo das concentracdes de DA estriatal apds o tratamento de 7dias com

SMT (10mg/kq)

Na andlise neuroquimica das concentracfes de DA houve efeito da inducéo do
parkinsonismo (F (1, 26) = 151,0; p<0,0001), mas néo houve efeito do tratamento com
SMT (F (1, 26) = 0,7050; p=0,4088). Também, ndo houve interacdo entre a cirurgia de
inducao do parkinsonismo e o tratamento com SMT (F (1, 26) = 0,2669; p=0,6098). A
analise neuroquimica mostrou que a concentracao de dopamina apés 7 dias de lesao
foi menor nos grupos 6-OHDA-Salina e 6-OHDA-SMT em relacdo aos grupos Sham-
Salina e Sham-SMT (Sham-Sal: 8,29 * 0,44; 6-OHDA-Sal: 1,52 * 0,44; Sham-SMT:
8,46 * 0,68; 6-OHDA-SMT: 2,23 + 0,56), independente do tratamento com SMT.

Dopamina
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Sham 6-OHDA

Figura 4. Concentragcdo de dopamina (DA) no estriado apds 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA e tratamento com SMT (10mg/kg i.p.) ou salina (0,9%, i.p.). Os dados foram
analisados por ANOVA 2 vias e estéo representados como média + EPM. Sham-Salina n = 8; 6-OHDA-
Salina n = 8; Sham-SMT n = 7; 6-OHDA-SMT = 7. a = efeito da lesao de parkinsonismo; p<0,0001 vs
Sham.
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Analise dos parametros cardiovasculares basais de animais tratados com SMT ou

veiculo, com ou sem lesao por 6-OHDA

A analise dos valores basais de PAM (Fig. 5A; Sham-Sal: 107,8 + 0,96; 6-
OHDA-Sal: 103,9 £ 2,19; Sham-SMT: 112,7 + 1,49; 6-OHDA-SMT: 106,5 + 3,28)
mostram que nao houve interacdo entre a inducdo de parkinsonismo e o tratamento
com o inibidor da INOS, mas houve efeito da indugéo de parkinsonismo (F (1, 26) =
5,690; p=0,0246), sendo assim, ambos grupos 6-OHDA séo diferentes do Sham. Em
relacdo a FC (Fig. 5B; Sham-Sal: 345,2 + 5,61; 6-OHDA-Sal: 318,3 £ 13,54; Sham-
SMT: 350,4 + 6,19; 6-OHDA-SMT: 338,9 + 16,97) e PAD (Fig. 5D; Sham-Sal: 88,72 +
0,99; 6-OHDA-Sal: 89,59 + 2,34; Sham-SMT: 96,45 + 2,20; 6-OHDA-SMT: 90,58 +
3,33), ndo houve interacdo e néo houve efeito do parkinsonismo e do tratamento com
SMT. ParaaPAS (Fig. 5C; Sham-Sal: 132,3 +£1,10; 6-OHDA-Sal: 120,4 + 3,26; Sham-
SMT: 132,4 + 1,81; 6-OHDA-SMT: 124,4 + 3,381), ndo houve interacdo entre as
variaveis, houve efeito da inducdo de parkinsonismo (F (1, 26) = 13,49; p=0,0011) e
0s grupos 6-OHDA-Sal e 6-OHDA SMT apresentam valores de PAS menores que 0s

seus controles Sham.
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Figura 5. Parametros basais nos grupos apoés 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou infusdo de 6-
OHDA e tratamento com SMT (10mg/kg i.p) ou salina (0,9%, i.p.). (A) Pressdo arterial média; (B)
Frequéncia cardiaca; (C) Presséao arterial sistélica e (D) Presséo arterial diastélica. Os dados foram
analisados por ANOVA 2 vias e estéo representados como média + EPM. Sham-Sal n = 8; 6-OHDA-
Sal n = 8; Sham-SMT n = 7; 6-OHDA-SMT = 7. a = efeito da lesédo de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham.
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Analise da variabilidade da PAS

A analise espectral da PAS (Fig. 6) foi realizada para investigar as influéncias
autonbmicas nos parametros cardiovasculares. A andlise espectral da PAS é
composta pela analise da variancia, componente LF absoluto (LFabs) e o componente
VLF absoluto (VLFabs).

Para as trés varidveis analisadas, ndo houve interacdo entre a inducdo do
parkinsonismo com o tratamento com inibidor da INOS e houve somente efeito da
inducao de parkinsonismo (PAS-Variancia - F (1, 26) = 30,62; p = <0,0001; PAS-Lfabs
-F (1, 26) =8,719 - p = 0,0066; PAS VLF-abs - F (1, 26) = 12,30; p=0,0017). Para as
trés variaveis, o grupo 6-OHDA apresenta menores valores de variancia (Fig. 6A -
Sham-Sal: 18,17 + 1,26; 6-OHDA-Sal: 11,50 + 1,83; Sham-SMT: 20,01 + 1,57; 6-
OHDA-SMT: 9,57 = 1,42); componente Lfabs (Fig. 6B; Sham-Sal: 4,44 + 0,57; 6-
OHDA-Sal: 2,65 £+ 0,54; Sham-SMT: 3,70 + 0,53; 6-OHDA-SMT: 2,29 + 0,50) e
componente VLFabs (Sham-Sal: 5,54 + 0,53; 6-OHDA-Sal: 2,88 £ 0,61; Sham-SMT:
4,94 + 0,72; 6-OHDA-SMT: 2,97 £0,73) em relacdo aos seus controles, independente

do tratamento.
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Figura 6. Andlise espectral da pressao arterial sistolica (PAS) ap6és 7 dias de leséo bilateral com veiculo
ou infusdo de 6-OHDA e tratamento com SMT (10mg/kg i.p) ou salina (0,9%, i.p.). (A) Variancia; (B)
LFabs e (C) VLFabs. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Tukey
e estdo representados como média £+ EPM. Sham-Sal n = 8; 6-OHDA-Sal n = 8; Sham-SMT n = 7; 6-
OHDA-SMT = 7. PAS = Presséo artérial sistélica; LF = baixa frequéncia; HF = alta freqiéncia; VLF =

muito baixa frequéncia. a = efeito da les&o de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham.
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Analise da variabilidade do IP

A modulacédo autonémica cardiaca foi avaliada por andlise espectral de IP (Fig.
7). Foram avaliadas a variancia (Fig. 7A - Sham-Sal: 47,37 + 4,53; 6-OHDA-Sal: 33,79
+ 4,63; Sham-SMT: 45,76 £ 9,05; 6-OHDA-SMT: 43,46 + 8,59), componente LF (Fig.
7B - Sham-Sal: 30,63 + 3,65; 6-OHDA-Sal: 26,29 + 3,02; Sham-SMT: 26,29 + 2,53; 6-
OHDA-SMT: 31,57 = 4,35), componente HF (Fig. 7C - Sham-Sal: 69,38 + 3,56; 6-
OHDA-Sal: 74,63 + 2,77; Sham-SMT: 73,71 =+ 2,53; 6-OHDA-SMT: 68,43 £ 4,34) e a
relacdo dos componentes LF e HF (Fig. 7D - Sham-Sal: 0,53 + 0,10; 6-OHDA-Sal:
0,40 £ 0,06; Sham-SMT: 0,38 + 0,05; 6-OHDA-SMT: 0,57 + 0,13). Em relacéo a
variancia do IP, ndo houve diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 7. Analise espectral do intervalo de pulso (IP) Parametros basais nos grupos apos 7 dias de
lesdo bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA e tratamento com SMT (10mg/kg i.p) ou salina (0,9%,
i.p.). Andlise da modulagédo autonémica em (A) variancia de IP, (B) LFnu, (C) HFnu e (D) LF/HF. Os
dados foram analisados por Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn e estéo apresentados como
mediana + espaco interquartil. Sham-Sal n = 8; 6-OHDA-Sal n = 8; Sham-SMT n = 7; 6-OHDA-SMT =

7. IP =intervalo de pulso, HF = componente de alta frequéncia, LF = componente de baixa frequéncia.
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Analise do barorreflexo espontadneo

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada com os dados das sequ® ncias fiupo
(Fig.8A - Sham-Sal: 1,40 £ 0,13; 6-OHDA-Sal: 1,85 + 0,19; Sham-SMT: 1,81 + 0,39;
6-OHDA-SMT: 2,26 £ 0,27), sequéncias fidowno (fig. 6B - Sham-Sal: 1,42 + 0,15; 6-
OHDA-Sal: 2,24 + 0,15; Sham-SMT: 1,83 £ 0,33; 6-OHDA-SMT: 1,86 * 0,23), ganho
total (fig. 6C- Sham-Sal: 1,41 = 0,13; 6-OHDA-Sal: 2,10 £ 0,17; Sham-SMT: 1,85 +
0,36; 6-OHDA-SMT: 2,12 + 0,24) e indice de eficacia do barorreflexo (fig. 6D - Sham-
Sal: 0,17 £ 0,03; 6-OHDA-Sal: 0,12 + 0,02; Sham-SMT: 0,18 + 0,02; 6-OHDA-SMT:

0,17 £ 0,01). Nao houve alteracdo para o barorreflexo em nenhuma das andlises.
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Figura 8. Analise do barorreflexo espontaneo apés infusdo bilateral de 6-OHDA e 7 dias de tratamento
com SMT (10mg/kg; ip) ou salina (0,9%, i.p.). (A) Sequ’ncias fiupo (Up gain); (B) Sequ® ncias fidowno
(Down gain); (C) Ganho Total; (D) BEIl. Os dados foram analisados por ANOVA 2 vias e estédo
representados como média £+ EPM. Sham-Sal n = 8; 6-OHDA-Sal n = 8; Sham-SMT n = 7; 6-OHDA-
SMT =7.
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4.1.3.2 Protocolo B - Analise dos parametros cardiovasculares basais (PAM e
FC) em animais com ou sem lesdo por 6-OHDA, apds injecdo endovenosa de
salina (1mg/Kg) e de SMT (3mg/KQg)

Determinacao das concentracdes de DA estriatal apos 7 dias de lesdo bilateral por 6-
OHDA

A andlise neuroquimica mostrou que a concentracao de dopamina apos 7 dias
de lesdo foi menor nos grupos 6-OHDA em relacéo ao seu controle Sham (p<0,0001;
Sham: 11,73 £ 0,85; 6-OHDA: 4,03 £ 0,78). Estes resultados confirmam a eficacia da
les&o bilateral por 6-OHDA na SNpc (Fig. 9).
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Figura 9. Concentragdo de dopamina (DA) no estriado apds 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA. Os dados foram analisados por teste T ndo pareado e estdo representados como
média + EPM. Sham n = 11; 6-OHDA n = 7. **** p<0,0001.
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Analise dos paradmetros cardiovasculares basais (PAM e FC) em animais com ou sem

lesdo por 6-OHDA, apods injecdo endovenosa de salina (1mg/Kqg) e de SMT (3mag/Kq)

Foi realizada a injecdo in bolus de salina 0,9% (1mg/kg) apos 30 minutos de
registro basal da PAM e FC e, ap6s 20 minutos, a injecéo in bolus de SMT (3mg/kg)
foi efetuada, seguido do registro por 1h dos parametros cardiovasculares. No tempo -
20, foi realizada a administracao de salina e no tempo 0, a administracdo de SMT. A
evolucao temporal dos valores médios da PAM e FC entre 0s grupos experimentais
apos a administracao in bolus de salina e SMT esta representada na Figura 10. Apés
injecao de salina ndo houve alteragcdes nos parametros cardiovasculares de PAM e
FC em todos 0s grupos experimentais. A administracdo de SMT levou ao aumento da
PAM e diminuicdo da FC para todos os animais (Fig. 10), porém n&o houve diferenca

entre o grupo Sham com o 6-OHDA em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 10. Alteragbes em funcdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (a) e na frequéncia
cardiaca (FC) (b), ap6s a administragdo endovenosa de salina (tempo - 20) e de SMT (3 mg/kg i tempo
0) em animais com ou sem leséo por 6-OHDA. Os valores estao expressos em média + EPM, os dados

foram analisados por RMANOVA two-way, seguido do pds teste de Bonferroni). Sham n = 11; 6-OHDA

n="7.
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4.1.3.3 PROTOCOLO C - Andlise da funcao vascular em anéis de aorta apos 7
dias de lesao bilateral de 6-OHDA para investigacdo da hiporreatividade

dependente de endotélio

Determinacao das concentracdes de DA estriatal ap6s 7 dias de lesao bilateral por 6-
OHDA
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Figura 11. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado ap6s 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA. Os dados foram analisados por teste T ndo pareado e estdo representados como
média £ EPM. Sham n = 8; 6-OHDA n = 10. **** p<0,0001.

A andlise neuroquimica mostrou que a concentracao de dopamina apos 7 dias
de les&o foi menor nos grupos 6-OHDA em relagédo ao grupo Sham (p<0001). Esses

dados confirmam a eficicia da lesao por 6-OHDA na SNPc (Fig. 7).

Analise da funcdo vascular em anéis de aorta apds 7 dias de lesdo bilateral de 6-
OHDA

Para esclarecer os mecanismos envolvidos com hiporreatividade a fenilefrina
evidenciada em anéis com endotélio dos machos 6-OHDA anteriormente, foram feitas
CCEC para Fenil na presenca dos bloqueadores L-NAME (10 M), SMT (10® M) e
indometacina (10-° M). Neste trabalho, foi observado menor Rméax no grupo 6-OHDA
em relacdo ao Sham (Tabela 1).

Em relagc&o ao grupo Sham (Fig. 12A), a incubacdo com indometacina e com
SMT nao interferiram com a Rmax, entretanto a incubagdo com L-NAME (p<0,05)
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aumentou a Rméax nos anéis SHAM. Em relacdo a pD2, houve aumento na pD2
somente com a incubacdo com L-NAME nos anéis SHAM (p<0,05). O aumento da
Rmax e da pD2 com o bloqueio com L-NAME nos anéis Sham era esperado, visto que
houve a inibicdo de todas as NO sintases. Para o grupo 6-OHDA (Fig. 12B), a
incubacdo com indometacina nao alterou a Rmax a Fenil em anéis 6-OHDA; enquanto
a incubacdo com L-NAME aumentou a Rmax a Fenil em anéis 6-OHDA (p<0,05),
assim como SMT (p=0,040), demonstrando que a via envolvida na hiporreatividade
destes animais se da pela INOS. Em relacéo a pD2, houve aumento na pD2 somente
com a incubacdo com L-NAME nos anéis 60HDA (p<0,05).

Tabela 1. Resposta maxima (Rmax) e pD2 (logaritmo negativo da concentragcéo
agonista resultando em 50% da resposta maxima) para fenilefrina em anéis com
endotélio incubados com indometacina, L-NAME e SMT em machos 6-OHDA ou
Sham.

SHAM 6-OHDA
Rmax pD2 Rmax pD2
2,90 + 6,32 + 0,07 2,05 + 0,09& 6,30 + 0,09
FENIL 0,22 [10] [8] [8]
[10]
2,24 + 6,34 + 0,07 2,08 + 0,04 6,57+ 0,10
INDOMETACINA 0,14 [10] [8] [8]
[10]
L-NAME 4,77 + 6,88 + 0,08* 3,92 £ 0,20* 6,87 + 0,07*
0,24* [10] [8] [8]
[10]
SMT 3,24 + 6,44 + 0,10 2,51 + 0,05# 6,58 +0,11
0,17 [10] [8] [8]
[10]

Dados sédo representados como média + E.P.M. NUmeros em colchetes representam o numero de
animais/grupo. ANOVA 1 via, *p < 0,05 L-NAME vs FENIL; #SMT vs FENIL. &*p<0,05 Sham vs 6-
OHDA.
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Figura 12. Curvas concentracao efeito cumulativa para fenilefrina em anéis com endotélio incubados
com indometacina, L-NAME e SMT de machos Sham (Figura A) ou 6-OHDA (Figura B). Dados séo
expressos como média + E.P.M., n = 10. ANOVA de 1 via, *p < 0,05 L-NAME vs Fenil; #p <0,05 SMT

vs Fenil.
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4.1.3.4 Expressdo das isoformas eNOS, iINOS, nNOS na aorta toracica de ratos

com ou sem lesao bilateral por 6-OHDA ap6s 7 dias

Para este grupo experimental, houve reducéo da DA apos 7 dias de lesao bilateral
por 6-OHDA (p<0,0001; Sham: 12,68 + 0,78; 6-OHDA: 4,83 * 0,82). No entanto, ndo
houve diferenca na expressdo da iNOS (Sham: 1,17 % 0,25; 6-OHDA: 1,07 + 0,30);
eNOS (Sham: 1,14 + 0,20; 6-OHDA: 0,71 £ 0,11); nNOS (2,09 *= 0,87; 6-OHDA

(3,25 + 0,83) na aorta toracica entre os animais 6-OHDA e o Sham.
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Figura 13. A) Concentracao de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de leséo bilateral com veiculo
ou infus@o de 6-OHDA. B) Expressédo da eNOS; C) Expresséo da iNOS e D) Expressédo da nNOS. Os
dados foram analisados por teste T ndo pareado e estéo representados como média + EPM. Sham n =
8; 6-OHDA n = 10. **** p<0,0001. N = 5 a 8/grupo.
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4.1.4 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se os efeitos do tratamento com um inibidor
seletivo da INOS, o SMT, nos aspectos cardiovasculares e autondmicos de ratos n&ao-
anestesiados apos leséo bilateral da SNpc pela infuséo de 6-OHDA ou salina (sham).
Assim como, investigou-se quais 0s mecanismos envolvidos na disfuncéo endotelial
encontrados neste mesmo modelo experimental. A confirmacdo do modelo de
parkinsonismo foi observada pela diminuigdo nas concentragdes de DA no estriado
nos animais lesados. No entanto, o tratamento com o SMT néo foi capaz de reverter
essa perda de DA no modelo bilateral por 6-OHDA. Em relacdo aos parametros
basais, os valores de PAS e PAM sdo menores nos animais 6-OHDA em relagéo ao
seu controle Sham, sem efeito do tratamento com SMT. Na andlise da variabilidade
da PAS, foi observado diminuicdo na variancia, no componente VLFabs e no
componente LFabs nos grupos 6-OHDA quando comparados aos seus controles,
independente do tratamento com SMT. Também, foi observado que, apdés injecéo
endovenosa de SMT, houve aumento da PA e queda na FC, no entanto a resposta
nao foi diferente entre os grupos Sham e 6-OHDA. Na analise da funcéo vascular, ao
investigarmos 0s mecanismos, foi visto que a Rmax a Fenil aumentou devido a
incubacdo com SMT em animais 6-OHDA, mostrando que possivelmente a via
envolvida na hiporreatividade vascular dos animais com parkinsonismo é a iNOS.
Dessa forma, o conjunto dos resultados apresentados neste estudo sugerem que
parte da disfuncéo cardiovascular em animais submetidos ao parkinsonismo por 6-
OHDA possa ser periférica e ter a participacédo da iNOS endotelial.

O modelo de parkinsonismo por 6-OHDA, € um modelo classico, que apresenta
alteracbes comportamentais e motoras. No presente estudo, pode-se observar que
houve queda de aproximadamente 60-70% nas concentragfes de DA apds 7 dias de
infusdo de 6-OHDA, o que corrobora com outros estudos utilizando o mesmo modelo
(ARIZA et al., 2010; ARIZA et al., 2015; DE JAGER et al., 2018; AMORIM et al., 2019).
Este é o grau de deplecédo encontrado em modelos animais que tentam mimetizar as
fases iniciais da DP, em conjunto com o aparecimento dos sintomas motores (DUTY;
JENNER, 2011; RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009). No entanto, o tratamento com SMT
nao alterou as concentracdes de DA estriatal apos 7 dias da lesdo. A maior parte dos

estudos com modelos de parkinsonismo utilizou inibidores da cNOS ou seletivos para
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NNOS, sendo este o primeiro trabalho a utilizar um inibidor da INOS nesse modelo de
les&o bilateral.

Em camundongos induzidos ao parkinsonismo por MPTP e tratados com SMT
(4x10 mg/kg com intervalos de 12h por dia) ou com 7-NI (4x50 mg/kg com intervalos
de 12h por 2 dias), houve diminuicdo na perda de neurdnios dopaminérgicos na SN
apos 7 dias do MPTP (ARAS et al.,, 2014). Broom e colaboradores (2011),
administraram GW274150 (inibidor da iINOS) em diferentes doses por via oral duas
vezes ao dia por 7 dias a partir do dia 2 apés a inducéo da lesdo por 6-OHDA unilateral
no prosencéfalo medial de ratos Sprague-Dawley (BROOM et al., 2011). A dose de
10 mg/kg atenuou significativamente a perda de células TH-positivas no hemisfério
lesionado por 6-OHDA em comparagdo com o hemisfério ndo lesionado. Em relacao
a DA estriatal, houve a preservacao do seu conteado, mas o grau de preservacao foi
menor do que o observado ao considerar o niumero de células TH-positivas na SNPc
(BROOM et al.,, 2011). Liberatore e colegas (2000), no modelo MPTP em
camundongos, observaram uma resposta semelhante, em que duas vezes mais
neurdnios TH-positivos sobreviveram na SNpc em camundongos knockout para iNOS®
I-e, a auséncia de iNOS ndo conseguiu proporcionar qualgquer protegdo contra a perda
de contetdo de dopamina estriatal (LIBERATORE et al., 1999). Ainda, também em
camundongos knockout para iNOS - ap6s 7 dias, observou-se protecédo na toxicidade
do MPTP comparado ao controle, porém nao alterou as concentracdes de DA estriatal
(DEHMER et al., 2000). Em nosso estudo, somente a DA estriatal foi avaliada. Além
disso, a auséncia do efeito pode ser decorrente do fato que nosso modelo ser
realizado de maneira bilateral e ha diminuicdo bastante acentuada dos neurdnios
dopaminérgicos bilateralmente e em um curto periodo.

Em relacdo aos parametros cardiovasculares, houve redugcdo nos valores
basais de PAS e PAM, bem como alteracbes na modulacdo autondmica dos
parametros cardiovasculares, com reducao da variancia na PAS em animais 6-OHDA,
0 que corrobora com outros estudos (ARIZA et al., 2015; DE JAGER et al., 2018;
AMORIM et al.,, 2019). Nossos resultados mostram uma variagdo menor na
modulacdo do dominio do tempo de PAS, e nos compononentes de LFabs e VLFabs
de animais 6-OHDA-Sal e 6-OHDA-SMT em relacao aos seus controles, nao havendo
alteracdo pelo tratamento. A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e
variabilidade da presséao arterial (VPA) sdo medidas que podem avaliar a modulagéo

do SNA sobre o sistema cardiovascular em condi¢des patologicas. Mudangas nos
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padrées da VCF funcionam como um indicador de saude, uma pessoa saudavel
geralmente apresenta maior variabilidade de FC, de modo que a reducdo da
variabilidade de FC pode funcionar como um indicador de varias doencas
(VANDERLEI et al., 2009). Também, ha evidéncias que indicam que alteracdes na
VPA esta associada ao desenvolvimento, progressao e gravidade de danos cardiacos,
vasculares e renais e a um risco aumentado de eventos cardiovasculares e
mortalidade, independentemente da PA média estar elevada (PARATI; OCHOA,
BILO, 2012). Estudos mostram que pacientes com DP apresentam reducédo na VFC
e também apresentam valores de LF mais baixos do que os pacientes do grupo
controle (DEVOS et al., 2003; OKA et al., 2020; SALSONE et al., 2016; SOLLA et al.,
2015; STRANO et al.,, 2016). Sorensen e colaboradores observaram atividade
simpatica atenuada em pacientes com DP, com reducdo nos componentes
relacionados ao sistema simpatico na VFC (SORENSEN; MEHLSEN; JENNUM,
2013). Evidéncias mostram perda de nervos noradrenérgicos simpéticos no coracao
e rins de pacientes com DP (GOLDSTEIN, 2007) Ainda, ratos com parkinsonismo por
6-OHDA apresentam resposta diminuida ao bloqueador beta-adrenérgico, sugerindo
uma transmissao sinaptica vascular simpatica prejudicada (ARIZA, D. et al., 2015).
Nossos dados de variabilidade corroboram com os dados de PA, pois a queda na
varidncia e a queda numérica do componente LF justificam a queda da PAS. A
variancia refere-se a poténcia total da PAS. Considerando que o0s principais
reguladores da PA sdo controlados de forma predominante pelo simpatico, essas
alteracdes também indicam comprometimento no sistema simpatico nesse modelo
experimental. Parte desse comprometimento pode ser de origem central, visto que
dados prévios de nosso grupo observaram um aumento no ténus simpatico inibitorio
decorrente de uma maior expressao e atividade da nNOS no nucleo paraventricular
do hipotalamo (TUROSSI AMORIM, E.D. et al., 2019).

No nosso trabalho, foi observado alteracdo no VLF dos animais 6-OHDA em
relacdo ao seu controle. As alteracbes no componente VLFabs também foram
encontradas em fémeas submetidas ao parkinsonismo por 6-OHDA (DE CAMPOS et
al., 2020). O componente VLF é um indice menos utilizado cujo papel fisiolégico nédo
esta bem estabelecido e parece estar relacionado ao sistema renina-angiotensina-
aldosterona, termorregulacao e tbnus vasomotor periférico (VANDERLEI et al., 2009).
N&o foram observadas diferencas na modulacdo autonémica da frequéncia cardiaca,
avaliada pela andlise espectral do IP, estando em concordancia com a auséncia de
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alteracdes nos valores de FC basais entre os grupos. O mesmo ocorreu para as
variaveis do barorreflexo espontaneo. Nesse sentido, os dados do presente estudo
apontam para uma disfuncéo vascular e ndo cardiaca.

Para avaliar o efeito agudo da inibicdo da isoforma da iINOS nos parametros
basais de PA e FC, utilizou-se o SMT na dose de 3mg/Kg. A resposta pressorica a
administracdo de SMT esta de acordo com dados estabelecidos para machos
anestesiados, em que doses entre 1 e 10 mg/Kg promoveram respostas maximas em
5 minutos (SOUTHAN; SZABO; THIEMERMANN, 1995). Na dose de 3 mg/kg, a
mesma utilizada no presente estudo, a acao inibitoria sobre a INOS se mantem por 6h
(SU; YANG; CHEN, 2007). ApoOs inibicdo endovenosa pela iINOS, foi observado
aumento da PAM e reducdo da FC, com ativacdo do SNA simpético no grupo Sham e
6-OHDA, mas sem diferenca na resposta para os dois grupos.

InvestigacBes prévias do nosso laboratorio, mostram diminuicdo da resposta
do ténus simpatico atrav®s da diminui-«o press- rica ao bloqueio U-adrenérgico (com
prazosin) (ARIZA et al., 2015). No presente estudo, por meio da reatividade vascular
da aorta torécica, avaliou-se se esse efeito poderia ser decorrente de uma alteracao
periférica, no qual foi observado diminuicdo da resposta ao agonista alfal-adrenérgico
(fenilefrina) na presenca de endotélio. O sistema vascular é regulado pelo sistema
nervoso simpatico, que influencia principalmente a vasculatura através de mudancas
na liberacéo das principais catecolaminas endégenas: 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
tbnus vascular é regulado por uma combinacgéo de varios mediadores vasoconstritores
e dilatadores. Posteriormente, ao investigarmos 0s mecanismos, observou-se que a
incubacdo com L-NAME aumentou a Rméax a Fenil, tanto em anéis 6-OHDA quanto
em anéis Sham, o que era esperado visto que endotélio ndo estaria tendo a sua
participacédo, promovendo o aumento da resposta contratil. O L-NAME sofre hidrolise
e forma L-NG-nitroarginina (L-NNA), esta, interage de forma ndo covalente com as
trés isoformas da NOS (V(TELEK et al., 2012). No entanto, a incubagdo com SMT
(inibidor da INOS) promoveu aumento da Rmax somente nos animais 6-OHDA,
sugerindo uma participacdo da iNOS na hiporreatividade a fenilefrina.

Os prostanoides sdo uma familia de mediadores lipidicos bioativos produzidos

pela COX a partir do acido araquidénico. A PGI2, um dos prostanoides mais
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importantes no controle da homeostasia do sistema cardiovascular, € um potente
vasodilatador (MENDES et al., 2012). Foi importante avaliar a PGI2 para mostrar que
a atividade da NOS sintase é mais importante na producdo do NO e na modulacao da
reatividade do que a PGI2, visto que ndo houve alteracéo apos o uso de indometacina.
A indometacina € um potente inibidor ndo-seletivo da enzima ciclo-oxigenase (COX).
A COX corresponde a uma classe de enzimas conservadas evolutivamente e tem
duas isoformas principais: a COX-1 e a COX-2. Seus subprodutos tém papel
fundamental na inflamacao e na percepc¢éo da dor. H4 uma grande discussao entre a
inibicdo seletiva ou ndo da COX pelo fato de a mesma, além de participar dos eventos
inflamatorios, ter papel fundamental na manutencdo da homeostase do organismo
(MENDES et al., 2012). Neste caso, a indometacina foi utilizada por dois motivos:
avaliar a participacdo de outro fator relaxante de endotélio (PGI2) e avaliar se ha
envolvimento da COX 2 e seu envolvimento na inflamacéo, visto que a COX-2 pode
estar expressa em situacdes de inflamacédo (MENDES et al., 2012).

A hiporreatividade dependente de endotélio sugere uma concentragdo maior
de NO e que o NO estaria modulando esta hiporreatividade. Ao realizarmos a inibicao
das COX, nao houve diferenca entre Sham e 6-OHDA, mas, ao realizarmos a inibicdo
da iINOS, ha diferenca entre os dois grupos. Sendo assim, podemos concluir que a
INOS tem patrticipacdo na disfuncdo endotelial. Porém, como sua inibicdo ndo reverte
a resposta completamente, provavelmente ha outra isoforma da NOS envolvida nesta
disfuncdo e mais estudos sdo necessarios para avaliar o envolvimento das outras
isoformas.

Os principais fatores que ativam a expressao ou transcricdo de iINOS sao
patogenos e estimulos inflamatorios que atuam, principalmente por meio das vias
MAPK e NF-aB mediadas por lipopolissacarideos (LPS). A superexpressao de iNOS
aumenta as concentracdes de NO, e esse nivel elevado de NO estd implicado na
fisiopatologia da DP (MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2020). Como consequéncia da
superexpressao de iINOS, ha aumento da producéao de NO, que eventualmente reage
com o radical superoxido para produzir espécies reativas de nitrogénio (RNS), como
trioxido de dinitrogénio (N203) e peroxinitrito (ONOOT). Esses RNS ativam vias de
inflamacéo e estresse oxidativo que levam a DP (MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2020).
Na DP, a nitra-«o de U-sinucleina e a nitragéo de Parkin e tirosina contribuem para a
neurodegeneracdo (DANIELSON; ANDERSEN, 2008; NAKAMURA; LIPTON, 2016).

Mais especificamente no sistema cardiovascular, foi proposto que a expressao de
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INOS esteja associada a estados de doenca, bem como que sua regulacao positiva e
aumento da ativacdo promovem a producdo de peroxinitrito (ONOO") e podem
contribuir para a disfuncdo endotelial (DAYAL et al., 2014; SHAH, 2000; VIARO;
NOBRE; EVORA, 2000). Embora as células saudaveis na vasculatura nao
apresentem niveis significativos de INOS, varios processos patoldégicos mostram
aumento da atividade de INOS nos vasos sanguineos (GUNNETT et al., 2005; OLLER
et al., 2017). De Jager e colaboradores, mostraram aumento das concentracdes de
NO na aorta toracica de animais 6-OHDA apés 7 dias de lesdo (DE JAGER et al.,
2018). Acredita-se que esse aumento de NO na aorta seja decorrente da via da INOS
e como a iNOS gera concentracdes maiores de NO que a eNOS, esse excesso de NO
possa ter causado essa disfuncao endotelial. O excesso de NO é capaz de limitar a
resposta dos vasos sanguineos aos vasodilatadores e diminuir a sensibilidade ao NO
(EGUCHI et al., 2002).

No entanto, ndo houve diferenca na expressao das NOS sintases na aorta
torécica entre os animais 6-OHDA e o Sham. A quantidade NO produzida pela INOS
depende tanto do nivel de expressdo da enzima no tipo celular especifico como da
sua atividade enzimatica. As isoformas da NOS possuem numerosos sitios de ligacdo
para cofatores regulatérios e dominios para varios fatores de transcricdo, citocinas e
endotoxinas em sua regido promotora (KAVYA et al., 2006). A regulacdo do NO e os
efeitos mediados por NO ocorre por meio de mudltiplos mecanismos, incluindo
marcacado da eNOS, disponibilidade de fatores que regulam a atividade da NOS ou
por meio da modulacdo das interacdes proteina-proteina da NOS. A resposta
complexa das células endoteliais a estimulos fisiopatolégicos entre diferentes leitos
vasculares ou entre diferentes modelos animais de disturbios vasculares complexos,
€ um reflexo da complexidade da regulacdo do NO nas células endoteliais
(CHATTERJEE; CATRAVAS, 2008). Nosso trabalho sugere, entdo, que a modulagao
do NO sobre a responsividade pressora a Fenil pode estar relacionada ao aumento
da atividade da enzima NOS.

Nossos achados indicam que o tratamento com inibidor seletivo da iINOS né&o
promoveu protecédo em relagéo a diminuicdo de DA no estriado e que as alteracdes
nos parametros basais e autonémicos estdo mais relacionadas a PAS. No entanto,
nosso estudo demonstrou que as alteracdes na resposta vascular nos animais 6-

OHDA estao relacionadas com a isoforma da iNOS.
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4.2 EsTubo 2: Envolvimento do sistema renina angiotensina na funcao

cardiovascular de ratos machos induzidos ao parkinsonismo por 6-OHDA

4.2.1 Introducéo

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum e atinge aproximadamente de 2 a 3% da populacdo acima dos 65 anos
(POEWE et al., 2017). E caracterizada pela degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra parte compacta (SNpc) e apresenta a formacéo
de agregados de U-sinucleina, denominados corpos de Lewy. A DP é um distirbio
complexo de etiologia multifatorial, envolvendo tanto fatores ambientais como
genéticos, além de incluir disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, agregacéo de
proteinas, autofagia prejudicada e neuroinflamacéo (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).
O estresse oxidativo pode ser resultado de disfuncdo mitocondrial, ou de uma
capacidade antioxidante reduzida ou até mesmo devido ao metabolismo da DP que
produz espécies reativas de oxigénio (ERO) (BLANDINI, 2013; MOORE et al., 2005).

Além dos sintomas motores classicos da doenca, pacientes com a DP também
apresentam altera¢des no sistema cardiovascular, como: diminuicdo da variacédo da
frequéncia cardiaca, variabilidade na pressdo arterial, hipotensdo ortostatica e
hipotensdo pdés-prandial, entre outras (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017;
NICARETTA; ROSSO; DE MATOS, 2011; JAIN; GOLDSTEIN, 2012). Em modelos
experimentais de inducédo de parkinsonismo por meio da lesdo com a neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), é observado altera¢des autondmicas e cardiovasculares.
Mais especificamente, ha alteracdo nos parametros basais de presséo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC), os quais sdo acompanhados de reducdo da
modulacdo simpatica na pressao arterial sistolica (ARIZA et al., 2015). Assim como,
as respostas ao barorreflexo e ao quimiorreflexo estdo alteradas nestes animais
(ARIZA et al.,, 2015). Também, foi observado perda de periodicidade circadiana,
especialmente na FC, em ratos com infuséo bilateral de 6-OHDA no estriado anterior
e posterior (BOULAMERY et al., 2010).

Estudos tém evidenciado o envolvimento do SRA cerebral na degeneracéo de
neurdnios dopaminérgicos e na progressao da DP (MERTENS et al., 2010; PEREZ-
LLORET et al., 2017). O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um importante papel
no controle de funcgdes cardiovasculares, renais e cerebrais (FERRARIO, 1990). O
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sistema classico inicia-se com a conversao de pro-renina em renina, a qual converte
angiotensinogénio em angiotensina | (Ang I). Esta, por meio da enzima conversora de
angiotensina (ECA), € metabolizada em angiotensina Il (Ang Il), que é o principal
efetor dessa cascata, atuando sobre os receptores do tipo | (AT1) e receptores do tipo
I (AT2). Os efeitos da Ang Il nos receptors AT1 incluem a vasoconstricao, liberacéao
de catecolaminas e aldosterona, enquanto que através dos receptores AT2 a Ang Il
promove efeitos anti-inflamatérios e anti-fibréticos (INAGAMI et al., 1999; PEREZ-
LLORET et al., 2017). Administracdo de inibidor da ECA, o captopril, antes e ap0s a
lesdo por 6-OHDA preveniu a perda de DA e reduziu o estresse oxidativo (LOPEZ-
REAL et al., 2005). O mesmo foi observado para animais induzidos ao parkinsonismo
por MPTP (MUNOZ et al., 2006; SONSALLA et al., 2013). A administrac&o crénica de
Perindopril, outro inibidor da ECA, promoveu aumento de DA estriatal, tanto em
animais controle como em animais induzidos ao parkinsonismo por MPTP (JENKINS
et al., 1999). A inibicdo do receptor AT1 também apresenta um papel neuroprotetor.
O pré-tratamento com losartan reduziu a denervacdo dopaminérgica no estriado de
camundongos induzidos ao parkinsonismo por MPTP (GRAMMATOPOULOS et al.,
2007). O candesartan, outro inibidor AT1, 7 dias antes e durante 11 dias apds a lesao
por 6-OHDA também foi capaz de induzir neuroprotecédo em ratos Wistar (MERTENS
et al.,, 2011). No entanto, a participacdo de inibidores do SRA nos parametros
cardiovasculares de animais com parkinsonismo ainda néo foi avaliado. Sendo assim,
0 objetivo deste trabalho é avaliar o envolvimento do SRA através da inibicdo do

receptor AT1 e do inibidor da ECA nos parametros cardiovasculares e autonémicos.

4.2.2 Materiais e Métodos

Aprovacio Etica e Animais

Todos os protocolos experimentais estdo de acordo com a Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (n°® do processo:
174/2018). Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, pesando entre 280-3209g
no inicio do protocolo. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura e

ventilacdo adequados (22 £ 1°C), em um ciclo claro-escuro de 12h. Os animais tinham
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agua e racao ad libitum. Os experimentos foram conduzidos durante a fase clara do

ciclo.

Protocolos experimentais

Para avaliar o papel do SRA, os seguintes tratamentos foram realizados:

A T Tratamento com inibidor do receptor AT1 i Losartan (10 mg/kg i gavagem)
(GRAMMATOPOULOS et al., 2007), durante 7 dias, seguido de registro dos
parametros basais Grupo controle: dgua. Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais: Sham-H20; Sham-Losartan; 6-OHDA--H20 e 6-OHDA-Losartan.

B i Tratamento com inibidor da ECA i Enalapril (10 mg/kg i gavagem) (DALPIAZ et
al., 2013), durante 7 dias, seguido de registro dos parametros basais. Grupo controle:
agua. Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: Sham-H20; Sham-
Enalapril; 6-OHDA-H20 e 6-OHDA-Enalapril.

C - Injecéo endovenosa in bolus com inibidor do receptor AT1 7 Losartan (10 mg/kg)
durante o registro dos parametros basais de PAM e FC. Os animais foram divididos
em 2 grupos experimentais: Sham e 6-OHDA.

D - Injecdo endovenosa in bolus com inibidor da ECA i Enalapril (10 mg/kg) durante
0 registro dos parametros basais de PAM e FC. Os animais foram divididos em 2
grupos experimentais: Sham e 6-OHDA.

E- Avaliacdo do estresse oxidativo na aorta toracica, aorta abdominal coracdo e

musculo gastrocnémio.

O delineamento experimental para os protocolos pode ser encontrado na Figura
14.
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Figura 14. Representag¢édo esquematica dos protocolos experimentais.

Inducdo do parkinsonismo por 6-OHDA

Para a inducao do parkinsonismo, todos animais de ambos os protocolos foram
submetidos a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina (100 e
6,7 mg/kg, i.p.; Ceva Santé Animale, Sao Paulo, Brasil). Em seguida, foram colocados
em um aparelho estereotaxico (David Kopf), e perfuracées no cranio dos animais
foram realizadas com uma broca de baixa rotagdo, permitindo a microinfusdo da
neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em 0,2% de acido ascorbico em solugéo salina estéril)
diretamente na SNpc. Para tal

procedimento, as seguintes coordenadas



69

estereotaxicas foram utilizadas como referéncia, a partir do bregma: - 5,0 mm do
bregma; latero-lateral (LL) + 2,1 mm da linha média; dorsoventral (DV), - 8,0 mm do
cranio segundo (PAXINOS; WATSON, 1998). A microinfusdo foi realizada com o
auxilio de uma agulha conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma
microseringa de 10 pl (Hamilton, EUA) encaixada em uma bomba de infusdo. Apos a
infusdo da toxina (3 minutos), a agulha permanecia no local por mais 2 minutos para
evitar o refluxo da substancia. Em seguida, a pele do escalpo foi suturada e foram
colocados em gaiolas com ambiente aquecido para recuperacdo da anestesia e
posteriormente encaminhados a sala de manutencéo dos animais. O grupo Sham foi
submetido ao mesmo procedimento cirdrgico, porém com a infusdo da solucdo
veiculo. Como medida profilatica, apds a cirurgia os animais receberm 24.000 Ul de
Pentabiotico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.) (ARIZA
et al., 2010).

Tratamento de 7 dias com Losartan ou Enalapril

Os animais do protocolo A e B, a partir do dia da cirurgia estereotaxica (dia 0)
até o dia da cateterizacéo (dia 6) receberam via gavagem Losartan, Enalapril ou agua
(controle). As cirurgias de estereotaxia foram realizadas no periodo da manha e o
tratamento foi realizado no periodo da tarde entre 16h e 18h. Os animais foram
pesados diariamente.

Cateterizacao de artéria femoral

ApOs 6 dias da cirurgia estereotaxico, 0s animais foram novamente submetidos
a anestesia com Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilasina (100 e 6,7 mg/kg, i.p.;
Ceva Santé Animale, S&do Paulo, Brasil) para a cirurgia da cateterizacdo da artéria

femoral, com o objetivo de monitorizacdo da PA e FC no dia seguinte.

Reqistro dos parametros cardiovasculares

Apoés 24 horas da cateterizacéo, os parametros basais foram obtidos apds um
periodo de adaptacdo do animal ao ambiente. A presséao arterial média (PAM) e FC

foram registradas por meio de um transdutor de pressdo (MLTO0830) acoplado ao
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sistema de aquisicdo de dados Powerlab system4/20T (ADInstruments®). Estas
gravacdes foram realizadas com o0s animais ndo anestesiados e com livre
movimentagdo. ApOs 0 registro, os animais foram submetidos a eutanésia por
decapitacdo e amostras do tecido cerebral foram isoladas. O estriado de cada animal
foi dissecado manualmente e pesado. As amostras foram armazenadas a -80°C até

posterior analise.

Reqgistro dos parametros cardiovasculares com tratamento agudo de Losartan ou

Enalapril 10ma/kg

Os animais dos protocolos C e D, divididos em grupo Sham e 6-OHDA, foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para infusédo bilateral de 6-OHDA. Apés 6 dias,
foram submetidos a cateterizacdo de artéria e veia femoral descritas anteriormente.
ApoOs 24 horas da cateterizacao, os parametros cardiovasculares basais foram obtidos
durante pelo menos 30 minutos antes do inicio do protocolo experimental. Durante o
registro, 0s animais ndo estavam anestesiados. ApGs o registro basal, uma injecéo in
bolus de salina 0,9% (1mL/Kg) foi administrada, seguida ap6s 20 minutos de uma
injecdo in bolus de Losartan (10mg/kg), um inibidor seletivo do receptor AT1 ou foi
administrada injecéo in bolus de Enalapril (10mg/kg), um inibidor da ECA. Apés 1h de
registro, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e amostras do tecido
cerebral foram isoladas. O estriado de cada animal foi dissecado manualmente e
pesado. As amostras foram armazenadas a -80°C até posterior andlise. A

representacdo do protocolo experimental para o registro dos parametros esta na

Figura 15.
Losartan ou
Salina Enalapril
BAfAL (1ml/kg) (10mg/kg)
N A ‘
Tempo | | | ‘ ;
(min) 30 3 40 min ] 20 min I 60 min
Salina Losartan
ou
Enalapril

Figura 15. Representacdo do protocolo experimental para registro dos parametros cardiovasculares.

Anélise da Variabilidade Cardiovascular
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A analise 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), a partir do

programa computacional LabChart 7.0 (ADinstruments, Bella Vista, Australia). A
analise do barorreflexo espontaneo foi avaliada por meio do Método de Sequéncia,
utilizando também o software CardioSeries (TEZINI; DIAS; SOUZA, 2013).

Determinacdo da concentracdo 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 sddio como antioxidante, em concentracdo de
15 pL/mg de material cerebral. ApGs sonicacdo, os homogenatos foram centrifugados
a 13.000 rpm durante 10 min a 4 ° C e 30 ul. O sobrenadante foi injetado em uma
estacdo de cromatografia liquida de alta performance com detector eletroquimico. As
areas de pico foram comparadas as areas dos padrdes externos (Sigma-Aldrich, EUA)
para identificacdo das monoaminas e metabdlitos. As concentracdes das substancias
foram corrigidas pela massa das amostras de tecido que foram dissecados e foram
expressos como ng de substancia por mg de tecido.

Avaliacdo do estresse oxidativo na aorta toracica, aorta abdominal coracdo e musculo

gastrocnémio

Os animais utilizados para avaliacdo do estresse oxidativo foram divididos em
grupo Sham e grupo 6-OHDA. Apés 7 dias da inducéo do parkinsonismo, estes foram
submetidos a eutanasia por meio da decapitacdo e foi realizada a coleta da aorta
toracica, aorta abdominal, coracdo e musculo gastrocnémio, além da coleta do
estriado para confirmagao da lesao por 6-OHDA. As amostras de tecido coletadas
foram lavadas com KCL 1,15% e armazenadas no freezer -80 até posterior analise
dos ensaios. As andlises realizadas neste trabalho foram a determinacdo da
capacidade antioxidante total através da habilidade da molécula antioxidante de
reduzir o cation ABTS, habilidade do tecido reduzir o ion ferro foi avaliada pelo ensaio

FRAP. O ensaio NBT avaliou a producdo do anion superoxido e o ensaio T-BARS
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avaliou a peroxidacéo lipidica que foi determinada pelos niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico.

A seguir esta descrita de forma sintetizada a metodologia utilizada em cada um
desses ensaios.

Ensaio de FRAP: Capacidade antioxidante de reduzir o ion ferro nas amostras.
As amostras foram homogeneizadas em solucdo de KCI e centrifugadas (4°C, 1500
rpm por 15 minutos). Para avalia-«o do FRAP, 50 €l do sobrenadante foi misturado a
150 €l de 8gua deionizada e 1,5ml da prepara-«o a fresco do reagente de FRAP. A
mistura da reacéo foi incubada a 37°C por 30 min e a absorbancia serd mensurada
em 595 nmA A habilidade de reduzir anion ferro do tecido foi relacionada com a curva
padrao Trolox (Trolox (1,5-30 emol/l, concentra-«o final), Os resultados foram
expressos em Trolox (nmol) por miligrama de proteina.

Ensaio de ABTS: a habilidade de neutralizacao de radicais livres foi avaliada
pelo método ABTS (radical 2,2/azinobis- (3-ethylbenzthiazoline-6- sulfonic acid)). As
amostras foram homogeneizadas em solucdo de KCI (1,15%) e centrifugadas (4°C,
1500 rpm por 15 minutos). O sobrenadante foi retirado e diluido na solucdo ABTS
(7mM em persulfato de potassio) e a absorbancia foi medida em (730nm) depois de 6
minutos de incubacéo. Os resultados foram expressos em Trolox (nmol) por miligrama
de proteina.

Ensaio de NBT: Avaliacao da capacidade de reducdo do anio superoxido pelo
reagent NBT (nitroblue tetrazolium dye). As amostras foram homogeneizadas em
solucéo de KCL (1,15%). O sobrenadante foi retirado e incubado com 100 ul de NBT
em placas com 96 pocos por 1h a 37°C. O sobrenadante foi retirado e reduzido a uma
solucéo de formazan pela adicdo de 120 pl de 2 M KOH e 120 pl de DMSO. A reducéo
do NBT foi lida pela absorbancia de 600nm de acordo com (FATTORI et al., 2015).
Os dados foram expressos em OD/mg de tecido.

Ensaio de T-BARS: A peroxidacao lipidica nas amostras foi determinada pelas
substéancias reativas ao acido tiobarbitarico i TBARS mensuradas pela quantidade de
malondialdeido (MDA) presente nas amostras. Para esse ensaio foi adicionado acido
tricloroacético (10%) no homogenato para precipitar as proteinas seguido por
centrifugacdo (1,000xg, 4°C, 3minutos). O sobrenadante livre de proteinas foi
separado e adicionado acido tiobarbiturico. A mistura foi mantida em banho maria (15

minutos, 95°C). O MDA, produto intermediario da peroxidacéo lipidica, foi determinado
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pelas absorbéncias 535 e 572 nm pela leitora de microplacas como descrito

previamente.

Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados em relacéo a normalidade dos dados por meio
do teste Shapiro Wilk. Para variaveis que apresentaram distribuicdo normal, analise
paramétrica foi conduzida e os valores sdo apresentados como média + erro padréo
da média (EPM). Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada
ANOVA 2 vias, seguido de poés-teste de Tukey, quando houve interacdo entre as
variaveis. Para dados ndo normais, foram realizadas transformacdes logaritmicas. Os
dados em seguida, foram novamente analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk,
seguido de ANOVA de 2 vias. Para as curvas dose resposta apoés infusdo endovenosa
de Losartan e Enalapril, Anova de 2 vias para medidas repetidas foi utilizado, seguido
do pés-teste de Bonferroni.

Os dados referentes a ao estresse oxidativo foram submetidos a uma analise
exploratdria para avaliar a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk). Foram analisados por
teste T ndo pareado para amostras normais e Teste de Mann-Whitnney para amostras

nao paramétricas.
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4.2.3 RESULTADOS

4.2.3.1 Protocolo A - Tratamento de 7 dias com Losartan ou solucéo veiculo,

com ou sem lesao por 6-OHDA

Concentracdo de DA apds tratamento de 7 dias com Losartan ou solucéo veiculo, com

ou sem lesdo por 6-OHDA

Na quantificacédo de DA (Fig. 16) apds 7 dias da inducéo do parkinsonismo, nao
houve interacdo entre tratamento com Losartan e a lesdo por 6-OHDA (F (1, 32) =
0,06580; P=0,7992). Houve efeito da lesdo por 6-OHDA (F (1, 32) = 46,1; P<0,0001)
e nao houve efeito do tratamento com Losartan (F (1, 32) = 0,0008540; p=0,9769). Os
animais 6-OHDA apresentam diminui¢cdo na concentracdo de DA ap0s 7 dias de leséo
em relacdo aos seus controles (Sham-Hz20: 9,09 £ 1,22; 6-OHDA-H20: 3,00 £ 0,40;
Sham-Losartan: 8,84 + 1,04; 6-OHDA-Losartan: 3,19 + 0,42), independente do

tratamento com Losartan.
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Figura 16. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apos 7 dias de lesao bilateral com veiculo ou
infuséo de 6-OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). Os dados
foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Tukey e estdo representados como
média + EPM. Sham-H20 n = 10; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan = 8.
a = efeito da lesé@o de parkinsonismo; p<0,0001 vs Sham.
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Parametros cardiovasculares apoés tratamento de 7 dias com Losartan ou solucdo

veiculo, com ou sem lesao por 6-OHDA

Em relacdo a PAM (Fig. 17A - Sham-H20: 101,3 £ 1,97; 6-OHDA-H20: 100,1
3,21; Sham-Losartan: 99,63 * 3,60; 6-OHDA-Losartan: 95,09 + 3,70), ndo houve
interacdo entre as duas variaveis avaliadas e ndo houve efeito de nenhuma delas. Em
relacdo a FC (Fig. 17B - Sham-H20: 349,3 £ 7,85; 6-OHDA-H20: 330,8 = 7,97; Sham-
Losartan: 353,1 £ 8,10; 6-OHDA-Losartan: 319,6 + 10,99), ndo houve interacao entre
as variaveis e houve efeito da inducdo do parkinsonismo na FC (F (1, 32) = 6,342;
P=0,0170), independente do tratamento com Losartan, mostrando um menor valor de
FC nos grupos 6-OHDA em relagéo aos controles Sham. Na PAS (Fig. 17C -Sham-
H20: 125,7 £ 2,07; 6-OHDA-H20: 122,3 + 2,69; Sham-Losartan: 118,9 + 5,18; 6-OHDA-
Losartan: 113,8 * 4,34), ndo houve interacdo, mas houve efeito do tratamento com
Losartan (F (1, 32) = 4,871; P=0,0346), 0S animais tratados apresentaram menor PAS que
os animais tratados com H20. Na PAD, ndo houve interacéo ou efeito para as variaveis
(Sham-H20: 82,09 £ 2,01; 6-OHDA-H20: 82,08 + 3,61; Sham-Losartan: 84,49 + 2,94;
6-OHDA-Losartan: 80,01 + 3,51).
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Figura 17. Parametros basais nos grupos apés 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou infusdo de 6-
OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). (A) Presséo arterial média;
(B) Frequéncia cardiaca; (C) Pressao arterial sistélica e (D) Presséo arterial diastélica. Os dados foram
analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Tukey e estao representados como média +
EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan = 8. a = efeito
da lesdo de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham; b = efeito do tratamento Losartan; p <0,05..

Anélise da variabilidade da PAS

Em relagdo a variabilidade da PAS (Fig. 18A; Sham-H20: 14,93 + 2,35; 6-
OHDA-H20: 13,02 + 1,98; Sham-Losartan: 19,9 + 2,69; 6-OHDA-Losartan: 19,34 +
4,09), e VLFabs (Fig. 18C; Sham-Hz0: 4,52 + 0,64 6-OHDA-H20: 3,97 + 0,71; Sham-
Losartan: 6,70 = 1,42; 6-OHDA-Losartan: 4,86 + 1,50) ndo houve interacao ou efeito
das variaveis. No componente Lfabs (Fig. 18B; Sham-H20: 82,09 + 2,01; 6-OHDA-H-0:
82,08 + 3,61; Sham-Losartan: 84,49 + 2,94; 6-OHDA-Losartan: 80,01 + 3,51), houve
efeito do tratamento com Losartan (F (1, 32) = 6,847; P=0,0134).
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Figura 18. Andlise espectral da presséo arterial sistélica (PAS) apés 7 dias de lesdo bilateral com
veiculo ou infus@o de 6-OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg i gavagem) ou H20 (gavagem).
(A) Variancia; (B) LFabs e (C) VLFabs. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de
pos-teste de Tukey e estdo representados como média + EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n =
11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan = 8. PAS = Presséo artérial sistélica; LF = baixa freqiiéncia;
HF = alta frequéncia; VLF = muito baixa frequéncias. b = efeito do tratamento Losartan; p <0,05..
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Analise da variabilidade do IP

Para a variancia do IP (Fig. 19A; Sham-H20: 27,39 * 3,74; 6-OHDA-H20: 32,57
* 4,62; Sham-Losartan: 23,28 + 4,08; 6-OHDA-Losartan: 34,68 + 5,20); componente
LF(nu) (Fig 19B; Sham-H20: 30,7 + 11,04; 6-OHDA-H20: 22,27 + 9,81; Sham-Losartan:
33,14 + 19,15; 6-OHDA-Losartan: 33,63 + 11,87); componente HF(nu) (Fig 19C;
Sham-H20: 69,3 + 3,49; 6-OHDA-H20: 77,73 + 2,96; Sham-Losartan: 66,86 + 7,24; 6-
OHDA-Losartan: 66,39 + 4,19); e relacdo LF/HF (Fig. 19D; Sham-H20: 0,51 £ 0,08; 6-
OHDA-H20: 0,33 + 0,06; Sham-Losartan: 0,64 + 0,18; 6-OHDA-Losartan: 0,59 + 0,10)
nao houve efeito do tratamento com Losartan e da lesédo por parkinsonismo e nao

houve interacdo entra as duas variaveis.
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Figura 19. Analise espectral do intervalo de pulso (IP) Parametros basais nos grupos ap0s 7 dias de
lesdo bilateral com veiculo ou infusédo de 6-OHDA e tratamento com Losartan (10mg/kg i gavagem) ou
H-0 (gavagem). Analise da modulagdo autondmica em (A) variancia de IP, (B) LFnu, (C) HFnu e (D)
LF/HF. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias e estdo representados como média + EPM.
Sham-Hz20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan = 8. IP = intervalo de
pulso, HF = componente de alta frequéncia, LF = componente de baixa frequéncia.
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Analise do barorreflexo espontadneo

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada com os dados das sequ® ncias fiupo
(Fig 20A; Sham-H20: 1,25 £+ 0,11; 6-OHDA-H20: 2,10 = 0,24; Sham-Losartan: 1,18 +
0,11; 6-OHDA-Losartan: 1,55 + 0,10)., sequ® ncias fidowno (Fig. 20B; Sham-H20: 1,26
+ 0,12; 6-OHDA-H20: 1,79 % 0,26; Sham-Losartan: 1,07 + 0,03; 6-OHDA-Losartan:
1,68 + 0,12), ganho total (Fig. 20; Sham-H20: 1,26 + 0,11; 6-OHDA-H20: 1,99 + 0,23;
Sham-Losartan: 1,13 + 0,06; 6-OHDA-Losartan: 1,61 + 0,10) e indice de eficacia do
barorreflexo (Fig 20D; Sham-H20: 1,26 + 0,01; 6-OHDA-H20: 0,16 £+ 0,03; Sham-
Losartan: 0,19 + 0,03; 6-OHDA-Losartan: 1,16 + 0,02). Na analise do barorreflexo
espontaneo, foi possivel observar aumento nas sequ°ncias fiupd, nas sequéncias
idowno e no ganho total nos animais 6-OHDA quando comparados aos animais
controle Sham (Sequ° ncias fiupo - F (1, 32) = 11,68; P=0,0017; Sequ°® ncias fidowno -
F (1, 32) =9,529; P=0,0042; Ganho total - F (1, 32) = 13,38; P=0,0009), independente
do tratamento. Ndo houve interacdo ou efeito para o indice de efetividade do

barorreflexo.
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Figura 20. Analise do barorreflexo espontaneo apos infusédo bilateral de 6-OHDA e tratamento com
Losartan (10mg/kg i gavagem) ou H20 (gavagem). (A) Sequ®ncias fiupd (Up gain); (B) Sequ®ncias
fidowno (Down gain); (C) Ganho Total; (D) BEI. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias
seguido de pds-teste de Tukey e estao representados como média £+ EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-
H20 n = 11; Sham-Losartan n = 7; 6-OHDA-Losartan = 8. a = efeito da leséo de parkinsonismo; p<0,05
vs Sham; b = efeito do tratamento Losartan; p <0,05.
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4.2.3.2 Protocolo B - Tratamento de 7 dias com Enalapril ou solucéao veiculo,
com ou sem lesao por 6-OHDA

Concentracdo de DA apds tratamento de 7 dias com Enalapril ou solucao veiculo, com

ou sem lesdo por 6-OHDA

Na quantificacédo de DA (Fig. 21) ap0s 7 dias da inducdo do parkinsonismo, ndo
houve interacdo entre tratamento com Enalapril e a lesdo por 6-OHDA (F (1, 34) =
0,4312; P=0,5158). Houve efeito da lesdo por 6-OHDA (F (1, 34) = 43,62; P<0,0001)
e nao houve efeito do tratamento com Enalapril (F (1, 34) = 0,1725; P=0,6805). Os
animais 6-OHDA apresentam diminuicdo na concentracao de DA ap0s 7 dias de lesdo
em relacdo aos seus controles (Sham-H20: 8,96 = 1,12; 6-OHDA-H20: 3,10 * 0,42;
Sham-Enalapril: 8,09 + 0,71; 6-OHDA-Losartan: 3,29 + 0,51). No entanto, o tratamento
com Enalapril ndo preveniu a perda de DA nos grupos tratados com Enalapril.
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Figura 21. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado apds 7 dias de lesdo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA e tratamento com Enalapril (10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). Os dados
foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pds-teste de Tukey e estao representados como
média + EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8.
***n<0,001; **** p<0,0001. a = efeito da lesé@o de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham.
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Parametros cardiovasculares apoés tratamento de 7 dias com Enalapril ou solucéo

veiculo, com ou sem lesao por 6-OHDA

Em relagdo aos parametros cardiovasculares basais, nédo interacao entre as
variaveis para PAM (Fig 22A; Sham-H20: 101,6 + 1,80; 6-OHDA- H20: 99,56 * 3,00;
Sham-Enalapril: 95,08 + 1,64; 6-OHDA-Losartan: 92,236 + 2,29), FC (Fig 22B; Sham-
H20: 346,2 £ 7,75; 6-OHDA-H20: 329,1 £ 7,01; Sham-Enalapril: 334,2 £+ 11,83; 6-
OHDA-Losartan: 327,6 + 6,40), e PAD (Fig 22D; Sham- H20: 82,77 + 1,95; 6-OHDA-
H20: 81,28 £ 3,38; Sham-Enalapril: 78,64 £ 1,62; 6-OHDA-Losartan: 75,5 + 1,97). Em
relagcdo a PAM e PAS (PAM - F (1, 34) = 8,560; P=0,0061; PAS - F (1, 34) = 19,26;
P=0,0001), ou seja, o tratamento com enalapril promoveu reducdo nos valores de
PAM e PAS nos animais tratados em relacdo aos animais tratados com grupo H20. E,

na PAD e FC, ndo houve efeito da lesdo por 6-OHDA e do tratamento com Enalapril.
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Figura 22. Parametros basais nos grupos apés 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou infusdo de 6-
OHDA e tratamento com Enalapril (10mg/kg - gavagem) ou H20 (gavagem). (A) Pressao arterial média;
(B) Frequéncia cardiaca; (C) Presséo arterial sistélica e (D) Presséo arterial diastélica. Os dados foram
analisados por ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Tukey e estdo representados como média +
EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8. a = efeito
da leséo de parkinsonismo; p<0,05 vs Sham; b = efeito do tratamento Losartan; p <0,05.



83

Analise da variabilidade da PAS

A variabilidade da PAS ¢é avaliada por meio da variancia, componente LFabs e
componente VLF abs.Na variabilidade da PAS, ndo houve efeito ou interagao para a
variancia (Fig 23A, Sham- Sham-H20: 14,63 = 12,14; 6-OHDA- H20: 13,48 £ 1,99;
Sham-Enalapril: 13,34 + 1,95; 6-OHDA-Enalapril: 11,01 £ 1,19) e para 0 componente
LFabs (Fig 23B, Sham- Sham-H20: 3,33 + 0,32; 6-OHDA- H20: 2,93 £ 0,40; Sham-
Enalapril: 3,16 + 0,44; 6-OHDA-Enalapril: 2,71 + 0,49. No componente VLFabs Fig
23C, Sham- Sham-H20: 4,66 * 0,59; 6-OHDA- H20: 3,88 + 0,73; Sham-Enalapril: 5,70
+ 1,15; 6-OHDA-Enalapril: 2,33 = 0,34), houve efeito da lesdo por 6-OHDA (F (1, 34)
=6,272; P=0,0172).



A) Variancia
201
154
N 1
£
E 10—
S
5_
0- T T

Sham 6-OHDA

B) PAS LFabs

Sham 6-OHDA

C) VLFabs

T T
Sham 6-OHDA

mm H,O
3= Enalapril

mm H,O
=3 Enalapril

mm H,O
=3 Enalapril

84

Figura 23. Analise espectral da pressédo arterial sistolica (PAS) ap0ls 7 dias de lesé@o bilateral com
veiculo ou infusdo de 6-OHDA e tratamento com Enalapril (10mg/kg i gavagem) ou H20 (gavagem).
(A) Variancia; (B) LFabs e (C) VLFabs. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguido de
pos-teste de Tukey e estdo representados como média + EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-H20 n =

11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8.

PAS = Pressdo artérial sistélica; LF = baixa

frequiéncia; HF = alta frequiéncia; VLF = muito baixa frequéncia. a = efeito da les@o de parkinsonismo;

p<0,05 vs Sham
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Analise da variabilidade do IP

Em relacdo a variabilidade do IP, foram avaliados os seguintes componentes:
IP variancia (Fig. 24A - Sham-H20: 26,73 £ 3,45; 6-OHDA- H20: 38,08 + 5,47; Sham-
Enalapril: 39,18 + 7,21; 6-OHDA-Enalapril: 38,54 £+ 10,99); componente Lf(nu) (Fig.
24B - Sham-H20: 29,91 + 3,26; 6-OHDA- H20: 23,36 + 2,93; Sham-Enalapril: 23,33
3,23; 6-OHDA-Enalapril: 23,29 * 3,35); componente Hf(nu) (Fig. 24C - Sham-H20:
70,09 £ 3.26; 6-OHDA- H20: 76,64 *+ 2,93; Sham-Enalapril: 76,67 £ 3,23; 6-OHDA-
Enalapril: 76,71 + 3,35) e relacdo LF/HF (Fig. 24D - Sham-H20: 0,47 + 0,08; 6-OHDA-
H20: 0,34 £ 0,05; Sham-Enalapril: 0,34 = 0,06; 6-OHDA-Enalapril: 0,34 = 0,07). Para
0s 4 componentes, ndo houve interacdo e efeito do tratamento ou efeito da lesdo por
6-OHDA.
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Figura 24. Anélise espectral do intervalo de pulso (IP) Parametros basais nos grupos apos 7 dias de
les&o bilateral com veiculo ou infusdo de 6-OHDA e tratamento com Enalapril (10mg/kg i gavagem) ou
H-0 (gavagem). Analise da modulagdo autondmica em (A) variancia de IP, (B) LFnu, (C) HFnu e (D)
LF/HF. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias e estdo representados como média + EPM
Sham-Hz20 n = 11; 6-OHDA-H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8.. IP = intervalo de
pulso, HF = componente de alta frequéncia, LF = componente de baixa frequéncia.
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Analise do barorreflexo espontadneo

A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada com os dados das sequ® ncias fiupo
(Fig. 25A - Sham-H20: 1,27 + 0,10; 6-OHDA- H20: 2,34 + 0,22; Sham-Enalapril: 1,68
0,15; 6-OHDA-Enalapril: 1,97 *+ 0,20), sequ® ncias fidowno (Fig. 24B - Sham-H20: 1,26
+ 0,11; 6-OHDA- H20: 2,19 + 0,37; Sham-Enalapril: 1,65 + 0,13; 6-OHDA-Enalapril:
1,95 £ 0,44), ganho total (Fig. 25C - Sham-H20: 1,27 = 0,10; 6-OHDA-H20: 2,31 *
0,27; Sham-Enalapril: 1,71 + 0,10; 6-OHDA-Enalapril: 2,09 + 0,32) e indice de eficacia
do barorreflexo (Fig. 24D - Sham-H20: 0,12 + 0,01; 6-OHDA-H20: 0,17 + 0,03; Sham-
Enalapril: 0,12 + 0,01; 6-OHDA-Enalapril: 0,14 + 0,02). Na analise do barorreflexo
espont€neo, foi poss?vel observar aumento nas sequ’ncias fiupo, nas sequ®ncias
idownd e no ganho total nos animais 6-OHDA quando comparados aos animais
controle Sham (Sequ° ncias fiupo - F (1, 34) = 11,93 P=0,0015; Sequ® ncias fidowno - F
(1, 34) = 5,846; P=0,0211; Ganho total - F (1, 34) = 10,49; P=0,0027), independente
do tratamento. N&o houve interacdo ou efeito para o indice de efetividade do
barorreflexo.
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Figura 25. Analise do barorreflexo espontaneo apos infusdo bilateral de 6-OHDA e tratamento com
Losartan (10mg/kg i gavagem) ou H20 (gavagem). (A) Sequ®ncias fiupd (Up gain); (B) Sequ®ncias
fidownd (Down gain); (C) Ganho Total; (D) BEI. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias
seguido de pds-teste de Tukey e estao representados como média + EPM. Sham-H20 n = 11; 6-OHDA-
H20 n = 11; Sham-Enalapril n = 9; 6-OHDA-Enalapril = 8. a = efeito da les@o de parkinsonismo; p<0,05
vs Sham
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4.2.3.3 Protocolo C - Analise dos parametros cardiovasculares basais (PAM e
FC) em animais com ou sem lesdo por 6-OHDA, apds injecdo endovenosa de

salina (1mg/Kg) e de Losartan (10mg/Kg)

Concentracdo de DA apo6s 7 dias de lesdo por 6-OHDA

A analise neuroquimica mostra que apdés 7 dias de lesdo por 6-OHDA houve
reducdo na concentracao de DA estriatal, confirmando a eficacia da lesdo no grupo 6-
OHDA em relacédo ao seu controle (p<0,0001, Sham 12,79 + 0,56; 6-OHDA 3,72 *
0,71).
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Figura 26. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado ap6s 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA. Os dados foram analisados por teste T ndo pareado e estdo representados como
média £ EPM. Sham n = 7; 6-OHDA n = 6. **** p<0,0001.
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Analise dos parametros cardiovasculares basais (PAM e FC) em animais com ou sem

lesdo por 6-OHDA, apés injecdo endovenosa de salina (1mg/Kqg) e de Losartan

(10ma/Kaq)

Foi realizada a injec&o in bolus de salina 0,9% (1mg/kg) apdés 30 minutos de
registro basal da PAM e FC e, ap6s 20 minutos, a injecdo in bolus de Losartan
(10mg/kg) foi efetuada, seguido do registro por 1h dos parametros cardiovasculares.
No tempo -20, foi realizada a administracdo de salina e no tempo 0, a administracéo
de Losartan. A evolucdo temporal dos valores médios da PAM e FC entre 0s grupos
experimentais apos a administracdo in bolus de salina e Losartan esté representada
na Figura 27. ApoOs injecdo de salina ndo houve alteracbes nos parametros
cardiovasculares de PAM e FC em todos 0s grupos experimentais. A administracéo
de Losartan levou a queda sutil de PAM e aumento FC para todos os animais (Fig.
27), poréem néo houve diferenca entre o grupo sham com o 6-OHDA em nenhum dos

tempos avaliados.
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Figura 27. Alteracdes em funcdo do tempo na pressdo arterial média (PAM) (a) e na frequéncia
cardiaca (FC) (b), ap6s a administracdo endovenosa de salina (tempo - 20) e de Losartan (10 mg/kg 1
tempo 0) em animais com ou sem lesao por 6-OHDA. Os valores estdo expressos em média + EPM,
os dados foram analisados por RMANOVA two-way, seguido do pés teste de Bonferroni). Sham n =7,

6-OHDA n = 6.



91

4.2.3.4 Protocolo D - Analise dos parametros cardiovasculares basais (PAM e
FC) em animais com ou sem lesdo por 6-OHDA, apds injecdo endovenosa de

salina (1mg/Kg) e de Enalapril (10mg/Kg)

Concentracdo de DA ap6s 7 dias de lesdo por 6-OHDA

A analise neuroquimica mostra que apés 7 dias de lesdo por 6-OHDA houve
reducdo na concentracao de DA estriatal, confirmando a eficacia da lesdo no grupo 6-
OHDA em relacédo ao seu controle (p<0,0001, Sham 10,21 + 0,99; 6-OHDA 3,52 *
0,32).
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Figura 28. Concentracdo de dopamina (DA) no estriado ap6s 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA. Os dados foram analisados por teste T ndo pareado e estdo representados como
média £ EPM. Sham n = 8; 6-OHDA n = 6. **** p<0,0001.
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Analise dos parametros cardiovasculares basais (PAM e FC) em animais com ou sem

lesdo por 6-OHDA, apoés injecdo endovenosa de salina (1mg/Kq) e de Enalapril

(10ma/Ka)

Foi realizada a injecdo in bolus de salina 0,9% (1mg/kg) apos 30 minutos de
registro basal da PAM e FC e, apos 20 minutos, a injecdo in bolus de Enalapril
(10mg/kg) foi efetuada, seguido do registro por 1h dos parametros cardiovasculares.
No tempo -20, foi realizada a administragéo de salina e no tempo 0, a administragao
de Enalapril. A evolucéo temporal dos valores médios da PAM e FC entre 0s grupos
experimentais apds a administracdo in bolus de salina e Enalapril esta representada
na Figura 29. Apdés injecdo de salina ndo houve alteracbes nos parametros
cardiovasculares de PAM e FC em todos 0s grupos experimentais. A administracédo
de Enalapril levou a queda sutil de PAM e aumento FC para todos os animais (Fig 29),
porém nao houve diferenca entre o grupo sham com o 6-OHDA em nenhum dos

tempos avaliados.
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Figura 29. Alteragbes em funcdo do tempo na pressao arterial média (PAM) (a) e na frequéncia
cardiaca (FC) (b), ap6s a administracdo endovenosa de salina (tempo - 20) e de Enalapril (10 mg/kg i
tempo 0) em animais com ou sem lesao por 6-OHDA. Os valores estdo expressos em média + EPM,

os dados foram analisados por RMANOVA two-way, seguido do pés teste de Bonferroni). Sham n = 8;
6-OHDA n = 6.



94

4.2.3.5 Avaliacao do balanco redox

Concentracdo de DA apés 7 dias de lesédo por 6-OHDA

A andlise neuroquimica mostra que apos 7 dias de lesdo por 6-OHDA houve
reducado na concentracao de DA estriatal, confirmando a eficacia da leséo no grupo 6-
OHDA em relacao ao seu controle (p<0,0001, Sham 8,01 +£1,01; 6-OHDA 2,70 £ 0,71).
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Figura 30. Concentragdo de dopamina (DA) no estriado apds 7 dias de leséo bilateral com veiculo ou
infusdo de 6-OHDA. Os dados foram analisados por teste T ndo pareado e estdo representados como
média £+ EPM. Sham n = 8; 6-OHDA n = 6. **** p<0,0001.

Avaliacdo do balanco redox na aorta abdominal

A avaliacdo da capacidade oxidante e antioxidante foi realizada através dos
ensaios de Abts que avalia a capacidade antioxidante total através da neutralizacao
do radical cation ABTS+ e Frap que tem a capacidade de reduzir o ion ferro, Nbt que
avalia a producéo do anion superoéxido e Thars que avalia a peroxidacéo lipidica pela
concentracéo de tiobarbituricos. Dessa forma, os dois primeiros testes representam a
capacidade antioxidante e os dois ultimos a capacidade pré-oxidante.

Na aorta abdominal n&o foram observadas diferencas estatisticamente
significantes para os ensaios de FRAP (Sham: 10,86 + 2,46; 6-OHDA: 15,91 + 3,39),
ABTS (Sham: 85,21 + 7,12; 6-OHDA: 86,72 + 9,20), NBT (Sham: 10,55 * 1,22; 6-
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OHDA: 10,75 £ 0,92) e TBARS (Sham: 6,45 £ 0,70; 6-OHDA: 6,08 + 0,70) apos 7 dias
de lesdo por 6-OHDA (p>0,05).
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Figura 31. Efeitos da indugéo do parkinsonismo no balango redox da aorta abdominal.
Parametros antioxidantes expressos pela analise de FRAP e ABTS e pro-oxidantes
expressos pelos ensaios de NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos
Sham e com leséo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores expressos como
meédia + EPM, n=6-8 por grupo.

Avaliacdo do balanco redox na aorta toracica
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Na avaliacdo do tecido da aorta toracica, o ensaio ABTS (Sham: 66,86 + 3,56;
6-OHDA: 57,63 + 3,38), FRAP (Sham: 13,27 + 1,62; 6-OHDA: 10,56 + 2,65) e TBARS
(Sham: 5,72 + 0,44; 6-OHDA: 5,51 + 0,52) ndo mostraram diferencas estatisticas
(p>0,05). Porém o ensaio pro-oxidantes NBT (Sham: 12,06 + 0,93; 6-OHDA: 8,63 +

0,98) no grupo 6-OHDA esta diminuido em comparacdo ao grupo Sham.
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Figura 32. Efeitos da indugdo do parkinsonismo no balancgo redox da aorta toracica.
Parametros antioxidantes expressos pela analise de FRAP e ABTS e pro-oxidantes
expressos pelos ensaios de NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos
Sham e com leséo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores expressos como
meédia + EPM, n=6-8 por grupo.

Avaliacdo do balanco redox no coracao
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Na avaliacéo do tecido do coracéo, os ensaios FRAP (Sham: 184,4 + 26,93; 6-
OHDA: 222,6 + 10,88) e TBARS (Sham: 2,99 + 0,25; 6-OHDA: 2,58 + 0,11) nao
mostraram diferencas estatisticas (p>0,05). Os parametros antioxidantes avaliados
pelo ABTS (Sham: 77,1 = 2,99; 6-OHDA: 89,18 + 2,27) estdo maiores no grupo 6-
OHDA em relacéo ao seu controle (p=0,0104). No entanto, na avaliacdo da producao
de &nion superoxido pelo NBT (Sham: 8,22 + 0,68; 6-OHDA: 11,09 + 1,17), o grupo 6-
OHDA esta aumentado em compara¢do ao grupo Sham (p=0,0441).

CORACAO
A ABTS B) FRAP
100- — 250—
S —— s L
;ﬁ 80 'g 200
= o
£ 60- £
UUJ.GO E_]_50_
é x
5 40 < 100
F =
£ 20 g 50
c c
0- T 0- T
Sham 6-OHDA Sham 6-OHDA
C) NBT C) TBARS
15— ,—*—l 4
[}
k=]
T g 34
-810- o
8 £ =
= N~
£ < 27
o 3
O 54 <
[a)] -
g1
8
0- T 0- T
Sham 6-OHDA Sham 6-OHDA

Figura 33. Efeitos da inducdo do parkinsonismo no balango redox no coracéao.
Parametros antioxidantes expressos pela analise de FRAP e ABTS e pro-oxidantes
expressos pelos ensaios de NBT e T-BARS. Os ensaios foram realizados em ratos
Sham e com leséo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores expressos como
meédia + EPM, n=6-8 por grupo.
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Avaliacdo do balanco redox no musculo gastrocnémio

No musculo gastrocnémio, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes para os ensaios de FRAP (Sham: 45,37 + 2,83; 6-OHDA: 42,33 + 4,8),
ABTS (Sham: 77,51 + 2,58; 6-OHDA: 75,68 + 5,91), NBT (Sham: 8,99 + 1,01; 6-OHDA:
10,46 + 1,61) e TBARS (Sham: 5,24 + 0,30; 6-OHDA: 5,14 * 0,65) ap6s 7 dias de
leséo por 6-OHDA (p>0,05).
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Figura 34. Efeitos da indugdo do parkinsonismo no balan¢co redox no musculo
gastrocnémio. Parametros antioxidantes expressos pela analise de FRAP e ABTS e
pré-oxidantes expressos pelos ensaios de NBT e T-BARS. Os ensaios foram
realizados em ratos Sham e com leséo bilateral de 6-OHDA. Teste t-Student. Valores
expressos como média = EPM, n=6-8 por grupo.
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4.2.4. Discussao

Neste estudo foi possivel investigar o papel da inibicdo do SRA tanto nos
parametros cardiovasculares quanto nos parametros autondémicos de ratos
submetidos ao parkinsonismo apos leséo bilateral diretamente na SNpc por infusédo
de 6-OHDA. Nosso modelo de parkinsonismo foi comprovado pela diminuicdo dos
niveis de DA no estriado dos animais lesados pela infusdo de 6-OHDA ap0s 7 dias, e
em acordo com outros estudos que utilizaram o mesmo modelo (ARIZA et al. 2015;
ARIZA et al., 2015; DE JAGER et al., 2018). No entanto, tanto o tratamento com
Losartan como o tratamento com Enalapril subsequente a lesao pela neurotoxina ndo
mostraram prote¢do significativa contra a perda de DA na regido do estriado. No
protocolo de Losartan, os parametros basais mostram reducdo de FC nos grupos 6-
OHDA em relacdo aos controles e aumento das sequéncias fiupo, das sequ° ncias
fidowno e do ganho total tamb®m nos grupos 6-OHDA. O tratamento com Losartan
promoveu diminuigdo da PAS e aumento do componente LFabs nos animais Sham e
6-ohda tratados com Losartan. No protocolo Enalapril, os parametros basais mostram
reducdo de PAM e PAS nos grupos tratados com Enalapril e efeitos do parkinsonismo
nas alteracdes de barorreflexo e variabilidade da PAS. Para todos os resultados de
parametros cardiovasculares e de variabilidade, ndo observamos interagéo entre a
les&o do parkinsonismo e o tratamento com os inibidores do receptor AT1 e da ECA.
Baseado nos resultados obtidos € possivel que a participacdo do SRA nas alteracdes
cardiovasculares no parkinsonismo bilateral por 6-OHDA em ratos machos seja
pequena.

O modelo de parkinsonismo por 6-OHDA, € um modelo classico, que apresenta
alteracbes comportamentais e motoras da DP (ARIZA et al., 2010; DUTY; JENNER,
2011). No presente estudo, pode-se observar que houve uma diminuicdo maior que
50% nas concentracdes de DA apds 7 dias de infusédo de 6-OHDA, o que corrobora
com outros estudos utilizando o mesmo modelo (ARIZA et al., 2015; DE JAGER et al.,
2018; AMORIM et al., 2019). Este € o grau de deplecdo encontrado em modelos
animais que tentam mimetizar as fases iniciais da DP, em conjunto com o
aparecimento dos sintomas motores (DUTY; JENNER, 2011; RODRIGUEZ-OROZ et
al., 2009). Moradganjeh e colaboradores (2013) obsevaram neuroprotecado atraves do
tratamento com Losartan utilizando dosagem superior (90mg/kg-ip) em ratos
lesionados unilateralmente pela 6-OHDA. O tratamento teve inicio 6 dias antes da
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cirurgia de inducdo do parkinsonismo e durou até um dia ap6s a lesao
(MORADGANJEH; ZIAl; ROGHANI, 2013). Outro trabalho utilizando animais
lesionados pelo MPTP (10mg/kg) utilizou administracdo subcutédnea do farmaco,
tendo duracdo total de 16 dias, com inicio dois dias antes da leséo
(GRAMMATOPOULOS et al., 2007). Lopez-Real (2005) realizou um tratamento com
inibidor da ECA 6 dias antes da lesdo e 3 dias apds a lesao unilateral de 6-OHDA em
ratos. Foi possivel observar reducédo na perda de neurdnios dopaminérgicos na SNpc
(LOPEZ-REAL et al., 2005). Contudo, este € o primeiro trabalho a avaliar a agdo dos
antagonistas dos receptores AT1 e da ECA em animais lesionados bilateralmente pela
6-OHDA. E relevante destacar que a perda de DA, consequente do modelo
empregado nesse trabalho, é mais rapida e progressiva em comparacao as lesdes de
outros modelos experimentais, o que pode justificar a auséncia de efeito. Assim
também, poderia ser benéfico o tratamento com os inibidores antes e ap0ds a leséo e
dessa forma obter-se um efeito mais acentuado.

Quanto aos parametros basais, foi observado reducdo na FC nos animais 6-
OHDA do protocolo Losartan, independente de tratamento. A PAS e PAM foram
menores no grupo 6-OHDA-Enalapril e no grupo Sham-Enalapril em relacédo ao grupo
6-OHDA-H20 e Sham-H20, havendo efeito do tratamento nesta anélise. Pelo fato de
Enalapril ser um pro-farmaco bastante utilizado no tratamento da hipertenséo por meio
da inibicdo da ECA, era esperado reducdo na PAS e na PAM. No Losartan, foi
observado reducdo somente na PAS apls tratamento de 7 dias. Em relacdo a
variabilidade, estudos mostram que os animais induzidos ao parkinsonismo por 6-
OHDA apresentam variabilidade reduzida da PAS e maior atividade barorreflexa
(ARIZA et al., 2015). A variancia e o componente LF da PAS né&o apresentaram efeitos
decorrentes da lesédo por 6-OHDA, contrastando com dados da literatura realizados
com ratos machos submetidos ao parkinsonismo pela 6-OHDA, em que foi observada
diminuicdo na modulacdo simpética da vasculatura (ARIZA et al. 2015; De JAGER,
2018). No nosso trabalho, foi observado alteracdo no VLF dos animais do protocolo
de Enalaprii e no componente LFabs nos animais tratados com Losartan. O
componente VLF € um indice menos utilizado cujo papel fisiolégico ndo esta bem
estabelecido e parece estar relacionado ao sistema renina-angioatensina-
aldosterona, termorregulacao e tdnus vasomotor periférico (VANDERLEI et al., 2009).

A variabilidade da FC é uma medida que pode avaliar a modulacdo do SNA e

em condic¢des fisiolégicas ou patolégicas. Dessa forma, mudancas nestes padrbes
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funcionam como um indicador de salude, onde a reducao da variabilidade de FC pode
funcionar como um indicador patolégico (VANDERLEI et al., 2009).. Entretanto, os
dados estatisticos para a andlise da variabilidade do IP ndo mostraram alteractes
entre 0s quatro grupos tanto para a variancia do intervalo de pulso, quanto para os
componentes LF e HF e sua analise conjunta, representando o balanco simpatovagal.
A analise do barorreflexo espontaneo foi realizada por meio da analise de pequenas
flutuagbes espontaneas da pressao arterial que geram alteracdes no intervalo RRs
(SCHWARTZ et al.,, 2013). Em ambos os protocolos, foi observado efeito do
parkinsonismo no barorreflexo espontaneo. No protocolo de Losartan, observamos ao
aumento das sequéncias fiupo, sequ® ncias fidowno e o ganho total nos grupos 6-OHDA.
Para o protocolo Enalapril, houve alteragées no barorreflexo somente decorrentes da
lesdo por parkinsonismo. Dados prévios do nosso laboratdrio demonstraram que a
lesé@o pela 6-OHDA resultou tamb®m em aumentos tanto nas sequ® ncias fiupo quanto
nas sequ’ ncias idowno, assim como no ganho total (ARIZA et al., 2015). Nesse estudo
de Ariza e colaboradores (2015), foi observado uma menor queda da pressao arterial
pelo antagonista alfa adrenérgico prazosin, caracterizando uma reducéo tbnica da
atividade simpatica vascular. Os autores sugerem que esse efeito poderia ser
responsavel em induzir um aumento na sensibilidade barorreflexa com base em uma
poss2vel regula-«o positiva dos receptores adren@rgicos card2acos (fiup regulationo).
No entanto, tanto o tratamento com Losartan ou com Enalapril foi capaz de promover
alteracbes no componente barorreflexo. Mais estudos s&@o necessarios para
esclarecer o papel da angiotensina nas alteracbes autondmicas de animais com
parkinsonismo.

A 6-OHDA é uma neurotoxina catecolaminérgica seletiva amplamente utilizada
para investigar a patogénese e progressao da DP. Semelhante a neurodegeneracao
da DP, a perda neuronal catecolaminérgica induzida por 6-OHDA esta associada ao
aumento do estresse oxidativo e inflamagéo (RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2007).
Sabe-se que a 6-OHDA atua diretamente inibindo a cadeia respiratéria mitocondrial
no nivel do complexo | da cadeia de transporte de elétrons. O estresse oxidativo &,
portanto, um importante mecanismo molecular subjacente & degeneragdo de DA
(RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2007).

Lopez real e colaboradores observaram aumento da peroxidacao lipidica no
estriado e mesenceéfalo ventral apos 7 dias de lesdo unilateral por 6-OHDA em ratos
Sprague-Dawley (LOPEZ-REAL et al., 2005). Apos 15 dias, de inje¢do unilateral de
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6-OHDA em ratos Wistar, houve reducao na atividade de enzimas antioxidantes, nivel
de GSH e razdo GSH/GSSG e houve aumento e peroxidacéao lipidica no mesencéfalo
central (HADDADI et al., 2020). Estes estudos corroboram com dados na literatura
gue mostram que o modelo 6-OHDA gera neurotoxicidade devido a danos induzidos
por ERO, deplecdo rapida de GSH e insuficiéncia de enzimas antioxidantes
(HADDADI et al., 2020). No modelo sistémico de 6-OHDA no macaco rhesus, é
possivel observar a perda da inervagdo simpatica cardiaca, acompanhado do
aumento da produgcdo de ERO (revisado METZGER, 2018). Em ratos Wistar, foi
observado aumento de peroxidacdo lipidica nos eritrécitos de ratos 6-OHDA em
relacdo ao seu grupo controle (CABRAL et al., 2020). Isto indica que ha aumento de
estresse oxidativo circulante periférico.

Corroborando com esses dados, foi observado aumento da produgédo de anion
superéxido no coracao de animais 6-OHDA. Contrastando com os dados esperados,
foi observado reducéo na producdo de anion superoxido na aorta toracica através do
ensaio NBT e aumento da quantidade de antioxidantes no corag&o do grupo 6-OHDA
em relacdo ao seu controle através do radical ABTS. Embora o aumento da geragéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) leve ao estresse oxidativo, 0s niveis
fisioldgicos dessas moléculas sdo um resultado normal dos processos metabdlicos e
desempenham um papel importante na defesa celular (PUSPITA; CHUNG; SHIM,
2017).. No musculo gastrocnémio ndo foi observado alteracdo no balango redox.
Embora haja evidéncias, tanto no modelo bilateral como no unilateral de lesao por 6-
OHDA, de que ocorre estresse oxidativo no SNC, em nosso modelo ndo ha presenca
significativa de estresse oxidativo nos locais avaliados e nos érgéos relacionados ao

sistema cardiovascular.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Nossos achados indicam que o tratamento com inibidor seletivo da iINOS né&o
promoveu protecdo em relacdo a diminuicdo de DA no estriado e que as alteracdes
nos parametros basais e autondmicos estdo mais relacionadas a PAS. No entanto,
nosso estudo demonstrou que as alteracdes na resposta vascular nos animais 6-
OHDA estéo relacionadas com a isoforma da iNOS.

No estudo 2, também vimos que os tratamentos com inibidores do receptor AT1
e do inibidor da ECA ndo promoveram protecdo em relacdo a diminuicdo de DA no
estriado. Em relacéo as alteracfes cardiovasculares, é possivel que a participacéo do
SRA nas altera¢des cardiovasculares no parkinsonismo bilateral por 6-OHDA em ratos
machos seja pequena e restrita a pressao arterial.

Por fim, considera-se importante a continuacdo da investigacdo dos
mecanismos neurobioldgicos que possam contribuir nas disfuncées autonémicas e

cardiovasculares relacionadas com o parkinsonismo.
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1. Dados complementares com valores de F e P para analise de ANOVA 2 vias do Estudo 1 i

parametros cardiovasculares e autondmicos apds 7 dias de tratamento com SMT i 10mg/kg.

Analise (Fig) Interagcéo Efeito da | Efeito do
inducéo do | tratamento com
parkinsonismo SMT
Dopamina (4) F (1, 26) = 0,2669 F(1,26)=151,0 | F(1,26)=0,7050
P=0,6098 P<0,0001 P=0,4088

PAM (5A) F (1, 26) = 0,2612 F(1,26)=5,690 |F(1,26)=23,162
P=0,6136 P=0,0246 P=0,0870

FC (5B) F (1, 26) = 0,4448 F(1,26)=2,785 | F(1,26)=1,254
P=0,5107 P=0,1072 P=0,2730

PAS (5C) F (1, 26) = 0,5111 F(1,26)=13,49 | F(1,26)=0,5878
P=0,4810 P=0,0011 P=0,4502

PAD (5D) F (1, 26) =2,141 F(1,26)=1,178 | F(1,26)=3,576
P=0,1554 P=0,2877 P=0,0698

PAS | Variancia | F (1, 26) = 1,475 F (1, 26)=30,62 | F(1,26)=0,0007685

(6A) P=0,2354 P<0,0001 P=0,9781

PAS i Lfabs | F (1, 26) =0,1263 F(1,26)=8,719 | F(1,26)=1,054

(6B) P=0,7251 P=0,0066 P=0,3141

PAS i VLFabs | F (1, 26) = 0,2202 F(1,26)=12,30 | F(1,26)=0,1034

(6C) P=0,6428 P=0,0017 P=0,7504

Sequ®ncias fiupd | F (1, 26) =0,004559 | F (1, 26) =2,914 | F (1, 26) = 2,803

i Up Gain (8A) | P=0,9467 P=0,0997 P=0,1061

Sequéncias F (1, 26) = 3,236 F(1,26)=3,797 | F (1, 26) = 0,007966

fidowno 7 Down | P=0,0836 P=0,0622 P=0,9296

Gain (8B)

Ganho total | F (1, 26) = 0,5378 F(1,26)=3526 |F(1,26)=1,303

(8C) P=0,4699 P=0,0717 P=0,2641

BEI (8D) F (1, 26) = 0,5484 F(1,26)=1,727 | F(1,26)=1,523

P=0,4656 P=0,2003 P=0,2281

2. Dados complementares com valores de F e P para analise de ANOVA 2 vias do Estudo 17 Alteracdes

em fungcdo do tempo na pressdo arterial média (PAM) e na frequéncia cardiaca (FC), apds a

administracdo endovenosa de salina e de SMT (3 mg/kg) em animais com ou sem lesdo por 6-OHDA.

Analise (Fig)

Interacédo

Efeito do tempo
de resposta

Efeito do
parkinsonismo

PAM T pbés SMT

F (13, 195) = 1,509

F (2,926, 43,89) =

F (1, 15) = 3,782

(10B)

P<0,0001

endovenoso P=0,1167 33,57 P=0,0708

(10A) P<0,0001

FC 1 pés SMT | F(13,195)=0,8295 | F (3,729, 55,94) = | F (1, 15) = 1,934
endovenoso P=0,6285 23,33 P=0,1846
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3. Dados complementares com valores de F e P para analise de ANOVA 2 vias do Estudo 1 i

parédmetros cardiovasculares e autondmicos apos 7 dias de tratamento com Losartan i 10mg/kg.

Andlise (Fig)

Interacédo

Efeito da
inducao do
parkinsonismo

Efeito do
tratamento com
Losartan

Dopamina (16)

F (1, 32) = 0,06580

F (1,32) = 46,17

F (1, 32) = 0,0008540

P=0,8789

P=0,7992 P<0,0001 P=0,9769

PAM (17A) F (1, 32) = 0,2843 F(1,32)=0,8154 | F (1, 32)=1,137
P=0,5976 P=0,3733 P=0,2943

FC (17B) F (1, 32)=0,4671 F(1,32)=6,342 | F (1, 32)=0,03991
P=0,4993 P=0,0170 P=0,8429

PAS (17C) F (1,32)=0,06200 | F(1,32)=1,481 | F(1,32)=4,871
P=0,8049 P=0,2325 P=0,0346

PAD (17D) F (1, 32) = 0,4921 F(1,32)=0,4929 | F (1, 32) = 0,002711
P=0,4881 P=0,4877 P=0,9588

PAS | Variancia | F (1, 32) =0,04398 | F (1,32)=0,1683 | F (1, 32) = 3,963

(18A) P=0,8352 P=0,6843 P=0,0551

PAS i Lfabs | F(1,32)=0,08777 | F(1,32)=0,9441 | F (1, 32) = 6,847

(18B) P=0,7689 P=0,3385 P=0,0134

PAS i VLFabs | F (1, 32) =0,3762 F(1,32)=1,321 | F(1,32)=2,146

(18C) P=0,5440 P=0,2590 P=0,1527

IP 7 Variancia | F (1, 32) = 0,4619 F(1,32)=3,289 | F(1,32)=0,04888

(19A) P=0,5016 P=0,0791 P=0,8264

IP 1 LF(hu) | F(1,32)=1,056 F(1,32)=0,8395 | F(1,32)=2,531

(19B) P=0,3119 P=0,3664 P=0,1215

IP 1 HF(hu) | F(1,32) =1,056 F(1,32)=0,8395 | F(1,32)=2,531

(19C) P=0,3119 P=0,3664 P=0,1215

IPT LF/HF (19D) | F (1, 32) = 0,4080 F(@,32)=1316 |F(1,32)=3,671
P=0,5275 P=0,2598 P=0,0643

Sequ®ncias fiupd | F (1, 32) = 1,837 F(1,32)=11,68 | F(1,32)=3,117

i Up Gain (20A) | P=0,1848 P=0,0017 P=0,0870

Sequéncias F(1,32)=0,04233 | F(1,32)=9,529 | F(1,32)=0,6364

fidowno i Down | P=0,8383 P=0,0042 P=0,4309

Gain (20B)

Ganho total | F (1, 32) = 0,5723 F(1,32)=13,38 | F(1,32)=2,281

(200) P=0,4549 P=0,0009 P=0,1407

BEI (20D) F (1, 32) = 1,560 F (1, 32) =|F(,32)=1,694
P=0,2207 0,02359 P=0,2024
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4.. Dados complementares com valores de F e P para analise de ANOVA 2 vias do Estudo 1 i

paréametros cardiovasculares e autondmicos apos 7 dias de tratamento com Enalapril i 10mg/kg.

Analise (Fig) Interagcéo Efeito da | Efeito
inducéo do | tratamento com
parkinsonismo Enalapril
Dopamina (21) F (1, 34) =0,4312 F(1,34)=43,62 |F(1,34)=0,1725
P=0,5158 P<0,0001 P=0,6805
PAM (22A) F (1,34)=0,02583 | F(1,34)=1,081 | F (1, 34)=28,560
P=0,8733 P=0,3059 P=0,0061
FC (22B) F(1,34)=0,09824 | F(1,34)=1,739 | F (1, 34)=0,9687
P=0,7559 P=0,1961 P=0,3320
PAS (22C) F (1, 34) =|F(@1,34)=2301 |F(1,34)=19,26
0,0001453 P=0,1386 P=0,0001
P=0,9905
PAD (22D) F (1, 34) = 0,1055 F(1,34)=0,8283 | F (1, 34)=3,799
P=0,7473 P=0,3692 P=0,0596
PAS | Variancia | F (1, 34) =0,08497 | F(1,34)=0,7382 | F (1, 34) = 0,8686
(23A) P=0,7724 P=0,3963 P=0,3579
PAS i Lfabs | F (1, 34) =0,6040 F (1, 34) =|F(1,34)=0,07745
(23B) P=0,4424 0,01424 P=0,7825
P=0,9057
PAS i1 VLFabs | F (1, 34) = 3,050 F(,34)=6,272 | F (1, 34)=0,1868
(23C) P=0,0897 P=0,0172 P=0,6683
IP i Variancia | F (1, 34) =0,8342 F(1,34)=0,6662 | F (1, 34) =0,9684
(24A) P=0,3675 P=0,4201 P=0,3320
IP 7 LF(nhu) | F (1, 34)=0,8689 F(1,34)=0,8961 | F (1, 34)=1,137
(24B) P=0,3578 P=0,3505 P=0,2938
IP i HF(hu) | F(1, 34) =0,8689 F(1,34)=0,8961 | F (1, 34)=1,137
(240) P=0,3578 P=0,3505 P=0,2938
IPi LF/HF (24D) | F (1, 34) = 1,043 F(1,34)=1,207 |F(1,34)=1,570
P=0,3144 P=0,2796 P=0,2188
Sequ®ncias fiupd | F (1, 34) = 3,155 F(1,34)=11,93 | F(1,34)=0,3162
i Up Gain (25A) | P=0,0846 P=0,0015 P=0,5776
Sequéncias F(1,34)=0,003429 | F (1, 34) = 5,846 F (1, 34) = 2,255
fidownd i Down | P=0,9536 P=0,0211 P=0,1424
Gain (25B)
Ganho total | F (1, 34) = 1,336 F(1,34)=10,49 |F(1,34)=1,611
(25C) P=0,2557 P=0,0027 P=0,2129
BEI (25C) F (1, 34) =0,3651 F(1,34)=2,309 | F(1,34)=0,5062
P=0,5497 P=0,1379 P=0,4816
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5. Dados complementares com valores de F e P para andlise de ANOVA 2 vias do Estudo 17 Alteracbes
em fungdo do tempo na pressdo arterial média (PAM) e na frequéncia cardiaca (FC), apés a
administracdo endovenosa de salina e de Losartan (10 mg/kg) em animais com ou sem leséo por 6-
OHDA.

Andlise (Fig) Interacédo Efeito do tempo | Efeito do
de resposta parkinsonismo
PAM T  pés | F(13,143)=0,5819 | F (4,180, 45,98) = | F (1, 11) = 0,0007499
Losartan (27A) P=0,8656 5,050 P=0,9786
P=0,0016
FC i pés | F(13,143)=0,4879 | F (3,581, 39,39) = | F (1, 11) = 3,002
Losartan (27B) P=0,9286 6,068 P=0,1111
P=0,0010

6. Dados complementares com valores de F e P para analise de ANOVA 2 vias do Estudo 17 Alteracdes
em funcdo do tempo na pressdo arterial média (PAM) e na frequéncia cardiaca (FC), apds a
administracdo endovenosa de salina e de Enalapril (10 mg/kg) em animais com ou sem leséo por 6-
OHDA.

Analise (Fig) Interacéo Efeito do tempo | Efeito do
de resposta parkinsonismo
PAM T pés | F(13,156)=0,3286 | F (3,008, 36,09) = | F (1, 12) = 4,679
Enalapril (29A) | P=0,9867 7,886 P=0,0514
P=0,0004
FC i pés | F (13, 156) = 1,463 | F (3,126, 37,51) = | F (1, 12) = 0,3099
Enalapril (29B) P=0,1372 10,69 P=0,5880
P<0,0001
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