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Resumo: A doenca de Parkinson € uma doenga neuroldgica idiopatica
caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos na substancia negra pars
compacta (SNpc), levando a uma diminuicdo da dopamina no corpo estriado.
Além dos sintomas motores classicos, a DP apresenta varios sintomas nao
motores, incluindo alteragdes cardiovasculares, como hipotensao ortostatica e
pos-prandial e instabilidade da pressao arterial. A menor prevaléncia de DP em
mulheres pode estar relacionada ao possivel efeito neuroprotetor do estrogénio.
Estudos apontam para o envolvimento do estresse oxidativo na
neurodegeneracgao da DP, porém, ainda ndo ha evidéncias sobre isso em érgéaos
periféricos. Nao ha estudos que elucidem participagdo do estrogénio nas
alteragbes cardiovasculares em mulheres induzidas parkinsonismo, bem como
seus efeitos no equilibrio redox nos 6rgaos do sistema cardiovascular. Este
estudo tem como objetivo avaliar o papel do estrogénio nos parametros
cardiovasculares, autondmicos, oxidativos e morfolégicos de ratas
ovariectomizadas induzido ao parkinsonismo e tratado com estrogénio. Ratas
Wistar foram submetidas a ovariectomia (OVX). As ratas foram tratadas com
estradiol (1mg/Kg) ou éleo de améndoas (veiculo). Apds 7 dias, foi realizada a
infusdo bilateral de 6-OHDA na SNpc para induzir parkinsonismo ou infusdo de
solugdo salina para o grupo de controle. No 14° dia experimental, os animais
utilizados para analise de paradmetros cardiovasculares foram submetidos ao
cateterismo ou avaliacdo de ECG. Apds 24 horas, os animais cateterizados
foram submetidos ao registro de PA e FC. Os animais usados para analise do
equilibrio redox e analises histologicas foram eutanasiados, também no 15° dia,
e foram coletados ventriculo direito, esquerdo e aorta toracica para analise de
danos oxidativos e antioxidantes, analises morfologicas, de apoptose e
quantificacdo de colageno e elastina. Nao houve diferengas significativas na
PAM e FC entre os grupos; contudo, o eletrocardiograma revelou alteragdes que
resultaram no aumento do segmento ST, causado tanto pelo parkinsonismo
quanto pelo tratamento com estradiol, indicando uma extensao do potencial de
acao nos ventriculos. Os resultados de dano oxidativo e das barreiras
antioxidantes variaram entre os 6rgaos analisados, com diferentes alteragdes
decorrentes da lesao por 6-OHDA ou do tratamento com estradiol, dependendo
do tecido examinado. A indugdo do parkinsonismo promoveu apoptose no
coracao, que foi parcialmente reduzida pelo tratamento hormonal. Houve uma
diminuicdo do colageno nos ventriculos e na aorta toracica devido ao
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parkinsonismo, e o estradiol n&do conseguiu reverter essa alteragdo. No coragao,
o tratamento com estradiol aumentou a quantidade de elastina, enquanto na
aorta, esse aumento foi provocado pelo parkinsonismo. Devido a variabilidade
nos resultados entre os 6rgdos avaliados, € dificil determinar a relevancia
fisiopatoldgica das alteragbes causadas pelo parkinsonismo e o papel do
estrogeno nessas mudangas. Portanto, estudos adicionais s&o necessarios para
elucidar os mecanismos de acao envolvidos.

Palavras-chave: pressao arterial; autondmico; estresse oxidativo; Parkinson;
estrogeno.
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Abstract: Parkinson's disease is an idiopathic neurological disease
characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNpc), leading to a decrease in dopamine in the striatum. In addition
to classic motor symptoms, PD presents several non-motor symptoms, including
cardiovascular alterations such as orthostatic and postprandial hypotension and
blood pressure instability. The lower prevalence of PD in women may be related
to the possible neuroprotective effect of estrogen. Studies indicate the
involvement of oxidative stress in PD neurodegeneration; however, there is still
no evidence of this in peripheral organs. There are no studies elucidating the
participation of estrogen in cardiovascular alterations in women with induced
parkinsonism, as well as its effects on redox balance in cardiovascular organs.
This study aims to evaluate the role of estrogen in cardiovascular, autonomic,
oxidative, and morphologic parameters of ovariectomized rats induced with
parkinsonism and treated with estrogen. Wistar rats underwent ovariectomy
(OVX). The rats were treated with estradiol (1mg/Kg) or almond oil (vehicle). After
7 days, bilateral infusion of 6-OHDA into the SNpc was performed to induce
parkinsonism or saline infusion for the control group. On the 14th experimental
day, the animals used for cardiovascular parameter analysis underwent
catheterization or ECG evaluation. After 24 hours, the catheterized animals
underwent recording of blood pressure and heart rate. The animals used for
redox balance analysis and histological analyses were euthanized, also on the
15th day, and right and left ventricles and thoracic aorta were collected for
oxidative and antioxidant damage analysis, morphological, apoptotic, collagen,
and elastin quantification. There were no significant differences in MAP and HR
between the groups; however, the electrocardiogram revealed alterations that
resulted in an increased ST segment, caused by both parkinsonism and estradiol
treatment, indicating an extension of the ventricular action potential. The results
of oxidative damage and antioxidant barriers varied among the organs analyzed,
showing different alterations due to 6-OHDA lesion or estradiol treatment,
depending on the tissue examined. Parkinsonism induction promoted apoptosis
in the heart, which was partially reduced by hormonal treatment. There was a
decrease in collagen in the ventricles and thoracic aorta due to parkinsonism,
and estradiol could not reverse this change. In the heart, estradiol treatment
increased the amount of elastin, whereas in the aorta, this increase was caused
by parkinsonism.
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Due to the variability in results among the organs evaluated, it is difficult to
determine the pathophysiological relevance of the alterations caused by
parkinsonism and the role of estrogen in these changes. Therefore, further
studies are necessary to elucidate the mechanisms of action involved.

Keywords: blood pressure; autonomic; oxidative stress; Parkinson; estrogen.
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1. INTRODUGCAO

A doenga de Parkinson (DP) € uma desordem neurodegenerativa que
afeta aproximadamente 0,3% da populacéo geral e 1% das pessoas com mais
de 60 anos, sendo a segunda doenga neurodegenerativa mais comum. A
incidéncia anual varia entre 5 e 35 casos por 100.000 habitantes, aumentando
significativamente de 5 a 10 vezes da sexta para a nona década de vida. A
prevaléncia da DP também cresce com a idade: uma metanalise em quatro
populagbées norte-americanas revelou que a prevaléncia, inferior a 1% entre
homens e mulheres de 45 a 54 anos, sobe para 4% entre homens e 2% entre
mulheres com 85 anos ou mais (MARRAS et al., 2018; TWELVES; PERKINS;
COUNSELL, 2003). ADP tem apresentado um aumento notavel em prevaléncia,
incapacidade e mortalidade, com o numero de pessoas afetadas dobrando
globalmente entre 1990 e 2015 e possivelmente dobrando novamente até 2040
devido ao aumento da expectativa de vida (DE LAU; BRETELER, 2006;

DORSEY et al., 2018; FEIGIN et al., 2017).

Com o aumento na prevaléncia, 0s encargos sociais € econdmicos
também aumentam. A deterioracdo da qualidade de vida dos pacientes e
cuidadores resulta em impacto econdmico significativo e eleva os custos
financeiros para as familias e para a sociedade, em termos de assisténcia social
e cuidados de saude (GUMBER; RAMASWAMY; THONGCHUNDEE, 2019).
Dessa forma, o impacto da doenca envolve além da saude, a economia e

aspectos sociais e familiares da sociedade.

A DP é descrita como uma doenga progressiva de inicio lento, que pode
comecar anos antes de ser diagnosticada. Sua etiologia é multifatorial,

envolvendo a interagao entre fatores genéticos e ambientais, como exposi¢ao a
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pesticidas, uso de drogas e envelhecimento, além de envolver diversos
mecanismos biolégicos e afetar multiplas areas do sistema nervoso. Evidéncias
sugerem que a disfungdo mitocondrial desempenha um papel importante no
desenvolvimento da DP (BEITZ, 2014; BORSCHE et al., 2021; KALIA; LANG,
2015; SCHAPIRA; GEGG, 2011; TRINH et al., 2021; TRIST, HARE; DOUBLE,

2019).

A via dopaminérgica nigroestriatal, composta por neurbnios
dopaminérgicos cujos corpos celulares estao localizados na substancia negra
pars compacta (SNpc) do mesencéfalo e projetam seus axbénios para o corpo
estriado, é crucial na DP. A fisiopatologia da DP envolve a morte progressiva
desses neurdnios, reduzindo as fibras dopaminérgicas que se projetam para o
estriado dorsal e dessa forma diminuindo as concentragcées de dopamina (DA).
Além disso, ha uma diminuicdo na atividade das enzimas responsaveis pela
sintese de DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (SIAN
et al.,, 1994). A formagdo de corpos de Lewy, agregados insoluveis de a-
sinucleina em inclusbées intracitoplasmaticas, também é uma caracteristica
marcante da DP (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; KALIA; LANG, 2015; LANG;

LOZANO, 1998; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 2020).

O diagnéstico da DP é majoritariamente clinico, baseado na presenga de
sintomas cardinais, e na melhora desses sintomas apds o uso do tratamento com
levodopa. Os principais sintomas cardinais sdo o tremor em repouso,
instabilidade postural, rigidez e bradicinesia ou acinesia, geralmente
manifestados de forma unilateral ou assimétrica. No entanto, a precisao
diagndstica durante a vida é limitada, com a confirmac¢éo em 75 a 95% dos casos

ocorrendo apenas na autopsia. A exatiddo do diagndstico varia conforme a
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duracdo da doenca, idade do paciente, habilidade médica e avangos no
conhecimento sobre a DP (POSTUMA et al., 2015). Os sintomas motores surgem
apo6s uma perda significativa (cerca de 50 a 60%) dos neurdnios dopaminérgicos,
indicando que a neurodegeneragéo ja se espalhou para outras areas do sistema
nervoso (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; SCHAPIRA; CHAUDHURI

JENNER, 2017; SCHAPIRA; GEGG, 2011; SCHAPIRA; TOLOSA, 2010).

A DP também apresenta sintomas nao-motores, que incluem disfuncdes
autonémicas, anormalidades cognitivas, sensoriais, gastrointestinais e disturbios
do sono. Estes sintomas tém prevaléncia e influéncia variaveis entre diferentes
paises e culturas (JANKOVIC, 2008; SHALASH et al., 2018). Alguns sintomas
nao motores podem preceder a disfungdo motora em varios anos, podendo variar
de acordo com cada paciente. Estes podem diminuir a qualidade de vida dos
portadores da doenca e podem ter impacto até maior do que os sintomas
motores, com isso, se da a relevancia em estudar essas disfungdes.
(SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017; SIMON; TANNER; BRUNDIN,

2020).

Disautonomias, ou disfungbes do sistema nervoso auténomo (SNA),
constituem um subconjunto significativo dos sintomas ndo motores da DP. Essas
disfuncbes podem ser causadas por alteracbes no SNA, pela medicacao
utilizada para tratar a DP ou por uma combinagdo de ambos (NICARETTA;
PEREIRA; PIMENTEL, 1998). O SNA regula fungdes vitais como a FC e a PA
por meio do sistema nervoso simpatico (SNS) e parassimpatico (SNP). Embora
inicialmente se acreditasse que as disautonomias ocorriam apenas em estagios
avancados da DP, estudos mostram que elas podem estar presentes em

qualquer fase da doenca, independentemente do tratamento medicamentoso
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(ASAHINA et al., 2013; SCHREMPF et al., 2014). Atualmente, os tratamentos
para disautonomias sao limitados ao alivio sintomatico, devido ao
desconhecimento sobre a etiologia especifica dessas disfungbes e da DP em

geral.

Cerca de 80% dos pacientes com DP podem apresentar disfuncdes
autonémicas cardiacas. A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tende a
diminuir na DP, e uma frequéncia cardiaca mais baixa pode ser observada ja no
diagnostico (PALMA et al., 2013). A hipotensdo ortostatica, caracterizada pela
incapacidade de regular a PA durante mudangas de posigéo corporal, afeta cerca
de 40% dos pacientes com DP, causando tonturas, sincopes e, aumentando o
risco de quedas e lesdes. Outros problemas associados incluem hipotensao pos-
prandial, labilidade da PA, hipertenséo supina, fadiga e intolerancia ao exercicio
(JAIN; GOLDSTEIN, 2012; PFEIFFER, 2016; SCHAPIRA; CHAUDHURI;
JENNER, 2017). As disfungbes cardiacas parecem ser resultado de respostas
parassimpaticas inadequadas, enquanto a regulacéo deficiente da PA esta

relacionada a perda da regulacao simpatica (JAIN; GOLDSTEIN, 2012).

Pesquisas indicam que a hipotenséo ortostatica na DP esta ligada tanto a
perda da inervagao simpatica pos-ganglionar do coragao quanto a insuficiéncia
do barorreflexo (JAIN; GOLDSTEIN, 2012; METZGER; EMBORG, 2019).
Aproximadamente 60% dos pacientes com DP apresentam perda da inervacao
simpatica cardiaca no momento do diagnéstico (KASHIHARA; IMAMURA;

SHINYA, 2010).

As diferengas entre os sexos na DP sdo complexas e desafiadoras. A
incidéncia da DP é maior em homens, especialmente entre 60 e 69 anos,

enquanto em mulheres esta entre 70 e 79 anos (HIRSCH et al., 2016). A
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prevaléncia da DP e da deméncia também & maior em homens (SAVICA et al.,
2018). O impacto psicologico do diagnostico de deméncia é mais significativo em
mulheres (LARSSON; TORISSON; LONDQOS, 2018). Estudos mostram que os
cérebros dos homens exibem mais alteracbes em varias regides cerebrais,
sugerindo maior neurodegeneragdo em homens ou um possivel efeito
neuroprotetor em mulheres, relacionado a fatores como expressdo génica
desregulada, horménios sexuais, a vulnerabilidade no sistema dopaminérgico,
células neuroinflamatérias e estresse oxidativo (CERRI; MUS; BLANDINI, 2019;

TREMBLAY et al., 2020; VAIDYA et al., 2021).

Ao considerar a expressao de varias doencas cardiovasculares, é
importante lembrar que: os receptores para esteroides sexuais estdo presentes
na maioria dos tecidos corporais, embora tenha variacdo na sua expressao
relativa. O estrogénio é um produto metabdlico da testosterona, ambos
presentes em homens e mulheres, mas em propor¢cdes diferentes. As
concentragbes de esteroides sexuais variam ao longo da vida, aumentando na
puberdade, durante a gravidez, e diminuindo nas mulheres durante a transi¢cao
para a menopausa (SHUFELT et al., 2018). As diferengcas sexuais no
desenvolvimento de cardiopatias na DP ainda sao pouco compreendidas, € mais

estudos sao necessarios para investigar essa area.

Apos a descoberta da via de sintese da DA e sua relagdo com a DP,
estudos sobre o farmaco levodopa foram iniciados. A levodopa € um precursor
de dopamina e € amplamente reconhecida como o tratamento farmacolégico
mais eficaz para a DP, promovendo alivio nos sintomas motores e na qualidade
de vida dos pacientes. E frequentemente administrada em combinacdo com

inibidores da dopa-descarboxilase (DDCI) para aumentar a disponibilidade de
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levodopa no cérebro e reduzir os efeitos colaterais periféricos (AZEVEDO;
CARDOSO, 2009; FAHN, 2008; SALAT, TOLOSA, 2013). A administragdo
continua de levodopa pode levar ao desenvolvimento de complicagbes motoras,
como flutuagdes nas respostas e discinesias. Estas complicacbes estao
relacionadas a entrega intermitente de levodopa ao cérebro, o que provoca
estimulacdo pulsatil dos receptores de dopamina (DAMIER et al.,, 2008;

SCHAPIRA et al., 2009).

Modelos experimentais em animais sdo ferramentas essenciais para
estudar as diferentes fases e condigdes de doencas humanas. Um modelo
animal deve replicar caracteristicas patoldgicas, histolégicas e bioquimicas da
doencga humana, além de reproduzir os disturbios funcionais associados (BLESA
et al.,, 2012; DUTY; JENNER, 2011). No caso da DP, existem diversos modelos
capazes de induzir parkinsonismo ou imitar alguns sintomas da DP, incluindo
modelos farmacolégicos como a Reserpina e o Haloperidol, modelos genéticos
e modelos induzidos por neurotoxinas (BLESA et al., 2012; DUTY; JENNER,
2011). Entre as neurotoxinas utilizadas para induzir parkinsonismo, destacam-se
a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), Rotenona, Paraquat, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP), lipopolissacaridio (LPS) e metanfetamina. Estas toxinas

visam lesionar a via nigroestriatal (BLESA et al., 2012; DUTY; JENNER, 2011).

Até o momento, nenhum modelo animal é capaz de reproduzir todas as
caracteristicas da DP humana (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; DUTY;
JENNER, 2011). No entanto, cada modelo possui caracteristicas
complementares que ajudam a esclarecer a fisiopatologia da doencga e a explorar

novas abordagens de estudo (FRANCARDO, 2018).
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Um dos modelos mais utilizados para a indugdo de parkinsonismo € a
lesdo com a toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na substéncia negra pars
compacta (SNpc). A 6-OHDA, que n&o atravessa a barreira hematoencefalica,
deve ser administrada diretamente na area a ser lesionada, como a SNpc, o
estriado ou o feixe prosencefalico medial. Apds a infusdo, a 6-OHDA ¢é captada
pelos transportadores de dopamina (DAT) e concentrada nos terminais nervosos
de dopamina, inibindo o complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial, levando
a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a morte dos neurbnios
dopaminérgicos (ZIGMOND; SMEYNE, 2014). Alesdo com 6-OHDA néo induz a

formagao de corpos de Lewy (BLESA et al., 2012).

A 6-OHDA também pode ser administrada diretamente no estriado,
induzindo a degeneragdo das células dopaminérgicas da substancia negra e
resultando em alteragdes semelhantes a DP, como disfungdo mitocondrial,
estresse oxidativo, inflamagdo e degeneragdo da via nigroestriatal (DUTY;
JENNER, 2011; FRANCARDO, 2018). No modelo bilateral de 6-OHDA, observa-
se uma reducao de dopamina apos sete dias de lesdo, com alteracbes
comportamentais, como reduc¢do na locomog¢ao, diminuicdo da frequéncia de
apoio nas patas traseiras e aumento do tempo de imobilidade (ARIZA et al.,
2010). Portanto, o modelo de parkinsonismo induzido por 6-OHDA ¢é
frequentemente utilizado para replicar a deplegdo dopaminérgica caracteristica

da DP.

A infusdo bilateral da 6-OHDA na SNpc é utilizada como um modelo
eficiente para avaliar os parametros cardiovasculares envolvidos no
parkinsonismo. Ratos Wistar machos submetidos a infusao bilateral de 6-OHDA

na SNpc apresentaram redugéo na presséao arterial média (PAM) e na FC basais,
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diminuicdo da modulacdo simpatica da presséao arterial sistélica e aumento da
sensibilidade do quimiorreflexo e do barorreflexo (ARIZA et al., 2015a, 2015b;
DE CAMPOS et al., 2020; DE JAGER et al., 2018; TUROSSI AMORIM et al.,
2019). Em ratas Wistar fémeas, ndo foram observadas alteracdes nos
parametros cardiovasculares. No entanto, quando submetidas a ovariectomia,
houve uma diminuigdo na PAM semelhante a observada nos machos, sugerindo

a participagao de hormonios ovarianos (DE CAMPOS et al., 2020).

Diversos estudos indicam que o estrogénio possui um papel protetor em
diferentes modelos de DP. Makav e colaboradores demonstraram que o
estrogénio teve efeito significativo nas atividades motores e efeito protetor nos
neurénios dopaminérgicos da SNpc (MAKAV; EROGLU, 2021). Murray e
colaboradores observaram que a ovariectomia aumentou em 30% a deplecao de
dopamina (DA) em comparagdo com ratas submetidas a cirurgia SHAM, no
modelo de infusdo unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefalico medial,
sugerindo a atuagao neuroprotetora dos horménios gonadais (MURRAY et al.,
2003). Adicionalmente, foi demonstrado que a reposi¢céo de estrogénio em ratas
ovariectomizadas reduziu a deplecao de DA causada pela lesao unilateral com
6-OHDA no estriado (LIU; DLUZEN, 2007). Além disso, Datla e colaboradores
(2003) examinaram os efeitos da lesdo por 6-OHDA em ratas nas fases de
diestro (baixo estrogénio) e pro-estro (alto estrogénio) do ciclo estral, revelando
diferengas na perda de neurénios dopaminérgicos, concentragdo de dopamina
no estriado e densidade dos transportadores entre as duas fases. Esses achados
sugerem que os horménios femininos tém um efeito benéfico contra o

desenvolvimento e progressao da DP (DATLA et al., 2003).
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Estudos conduzidos utilizando diferentes modelos genéticos e de toxinas
tém contribuido para a melhor compreensao da patogénese da DP. Conforme a
revisdo de Subramaniam e Chesselet (2013), muitos desses estudos indicam
que a disfungdo mitocondrial € comum na DP, sugerindo seu papel crucial na
fisiopatologia da doenga. A exposi¢cdo a fatores ambientais, como pesticidas,
pode causar a disfungdo mitocondrial que resulta em DP tanto em humanos
quanto em modelos experimentais. As anormalidades bioquimicas gerais
encontradas nas mitocondrias incluem deficiéncia do complexo |, redugéo na
sintese de ATP, aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
mutagdes no DNA mitocondrial e vias de reparo mitocondrial defeituosas. No
entanto, a sequéncia de eventos que leva ao comprometimento mitocondrial e a
degeneragao de neurdnios permanecem incertos. Os dados também indicam
que os neurdnios dopaminérgicos da SNpc sédo especialmente vulneraveis ao
estresse oxidativo em comparagao a outros tipos neuronais, devido a alta carga
oxidativa durante o metabolismo da dopamina, excitotoxicidade, alto teor de
ferro, baixa massa mitocondrial e altas concentra¢des de Caz* (SUBRAMANIAM,;

CHESSELET, 2013).

O estresse oxidativo surge de uma desregulacédo do equilibrio redox
celular, em que as ERO excedem a capacidade antioxidante enddgena, seja por
um aumento nas ERO ou por uma diminuicdo na disponibilidade de enzimas
antioxidantes (PERCARIO et al., 2020; SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Durante
a patogénese da DP, o acumulo de ERO degrada a SNpc por meio da
peroxidagao lipidica, oxidagcdo de proteinas e oxidagdo do DNA (GANDHI;
ABRAMOV, 2012; HEMMATI-DINARVAND et al., 2019; ONYANGO, 2017;

TRIST, HARE; DOUBLE, 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Ha uma lacuna no conhecimento sobre as alteragdes cardiovasculares em
fémeas com parkinsonismo, incluindo a influéncia do estrogénio nessas
mudangas. Além disso, ndo esta claro se o estresse oxidativo observado no
sistema nervoso central se estende aos oOrgaos periféricos do sistema
cardiovascular. Desta forma, se faz necessario investigar as possiveis altera¢des
funcionais, morfolégicas e metabdlicas decorrentes do parkinsonismo nos
orgéos do sistema cardiovascular, bem como o potencial papel do estrégeno em

mitigar esses efeitos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel do estrégeno nos parametros cardiovasculares,
autondmicos, oxidativos e morfolégicos de ratas ovariectomizadas e submetidas
a lesao por 6-OHDA na SNpc ou cirurgia SHAM (infusdo de salina) e tratadas
com estrogeno ou veiculo (6leo de améndoas).

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar os parametros cardiovasculares, autonémicos e o

eletrocardiograma de ratas ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e

tratadas com estrégeno ou veiculo;

- Avaliar o dano oxidativo (lipoperoxidagdo e oxidagdo de proteinas),
assim como as enzimas antioxidantes no ventriculo direito, ventriculo esquerdo
e aorta toracica de ratas ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e

tratadas com estrégeno ou veiculo;

- Avaliar a morfologia, a presencga de apoptose e a quantidade de colageno
e elastina no ventriculo direito, ventriculo esquerdo e aorta toracica de ratas
ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e tratadas com estrégeno ou

veiculo.
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4. MATERIAL E METODOS
Animais

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Foram utilizadas ratas Wistar adultas pesando entre 250 e 290 gramas,
provenientes do biotério central da UEL. Os animais foram mantidos no biotério
setorial do CIF em gaiolas coletivas (45 x 25 x 25 cm) com um numero maximo
de 5 animais por caixa, em ambientes controlados (22 £ 1 °C e ciclo claro/escuro
de 12/12 horas), com ragao e agua a vontade. Os animais passaram por um
periodo de adaptacao de pelo menos 15 dias no biotério setorial. Apos atingir o
peso corporal ideal, foram escolhidos aleatoriamente para conduzir o
experimento. Todos os procedimentos foram realizados com aprovagao da
Comisséo de Etica do Uso de Animais (processo numero 022/2021), seguindo
todas as recomendacgbes do Codigo Brasileiro para Utilizacdo de Animais em

Laboratodrio (Deliberagdo CONCEA n° 12 de 20 de setembro de 2013).

As ratas foram submetidas a ovariectomia e posteriormente distribuidas
de acordo com o tratamento realizado (estradiol ou veiculo - 6leo de améndoas)
e a inducao do parkinsonismo (6-OHDA ou Sham). Assim, os animais foram

divididos em quatro grupos experimentais:

OVX+V-SHAM: ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de

améndoas) sem indugéo de parkinsonismo.

OVX+E-SHAM: ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol sem

inducéo de parkinsonismo.

OVX+V-6-OHDA: ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de

améndoas) com indugéo de parkinsonismo.
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OVX+E-6-OHDA: ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol com
indugao de parkinsonismo.
Cirurgia de ovariectomia

Os animais com o peso ideal foram inicialmente submetidos a
ovariectomia. A anestesia foi induzida com uma mistura de cetamina (100 mg/Kg
IP) (Dopalen, Ceva) e xilazina (6,67 mg/Kg) (Anasedan, Ceva). Apos a anestesia,
os pelos da regidao dorsal (entre as costelas e a crista iliaca) foram removidos e
foi feita uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm na pele e no musculo. O ovario
foi pingado e removido, e 0 musculo e a pele foram suturados. Este procedimento
foi realizado para a remogao de ambos os ovarios. Apos a cirurgia, o animal foi
colocado em um ambiente aquecido para recuperagao. Em seguida, receberam
dose unica de paracetamol (200 mg/Kg VO) e 30.000 Ul de Pentabiético
Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) diluidos em solugao salina tamponada com
fosfato (PBS) em 0,2 mL (IM).
Tratamento hormonal

Um dia apdés a ovariectomia, o tratamento hormonal foi iniciado por
gavagem (via oral) com duracao de 13 dias consecutivos. Os animais nos grupos
OVX+E foram tratados com estradiol diluido em 6leo de améndoas (1 mg/mL)
na dose de 1 mg/Kg de peso corporal. Os animais nos grupos OVX+V foram
tratados apenas com o veiculo de diluicdo (6leo de améndoas), também em um
volume de 1 mL/Kg de peso corporal.
Cirurgia estereotaxica

Sete dias apds a ovariectomia, os animais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/Kg IP) (Dopalen, Ceva) e xilazina (6,67 mg/Kg) (Anasedan,

Ceva) para a cirurgia estereotaxica. Para isso, o animal foi posicionado no
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aparato estereotaxico (David Kopf) e perfuragdes no cranio foram feitas com uma
broca de baixa velocidade, permitindo o acesso ao cérebro para realizar a
microinfus&do. As microinfusdes foram realizadas bilateralmente e de acordo com
as coordenadas estereotaxicas: -5,0 mm (eixo anteroposterior a partir do
bregma), £2,1 mm (eixo médio-lateral a partir da sutura sagital) e -8,0 mm (eixo
dorsoventral a partir do cranio), com o objetivo de acessar a regido da substancia
negra no mesencéfalo. A microinfus&o foi realizada com o auxilio de uma agulha
(30 gauge) conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma microseringa de
10 pL (Hamilton, EUA) acoplada a uma bomba de infusdo. A indugdo do
parkinsonismo foi realizada através da microinfusdo de 0,1 uL da solucao da
neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em acido ascoérbico a 0,2% em solugéo salina
estéril) por um periodo de 3 minutos. No grupo SHAM, os animais passaram
pelos mesmos procedimentos, no entanto, foi injetado apenas veiculo de diluicdo
(0,1 pL de solugédo de acido ascoérbico a 0,2% em solucdo salina estéril). Apds a
infus@o, a agulha permaneceu no local por mais 2 minutos para evitar refluxo da
substancia. Em seguida, a pele da cabeca foi suturada, e o animal foi removido
do estereotaxico e levado a um ambiente aquecido para se recuperar da
anestesia. Apds a recuperagao, o animal recebeu uma dose Unica de
paracetamol (200 mg/Kg) e 30.000 Ul de Pentabidtico Veterinario (Fontoura-
Wyeth, Brasil) diluidos em solug&o salina tamponada com fosfato (PBS) em 0,2

mL (IM).

Apods os procedimentos acima citados, os grupos experimentais foram
subdivididos para a conducéo de diferentes protocolos: Estudo 1 — Analise dos
parametros cardiovasculares e eletrocardiograma; Estudo 2 — Analise do balango

redox; Estudo 3 — Analises histolégicas e apoptose.
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Estudo 1 — Analise dos parametros cardiovasculares
Cateterizagao da artéria femoral

Seis dias apds a cirurgia estereotaxica, os animais utilizados para o
estudo 1 foram pesados e anestesiados com cetamina (100 mg/Kg IP) (Dopalen,
Ceva) e xilazina (6,67 mg/Kg) (Anasedan, Ceva) para a cirurgia de cateterizacao
da artéria femoral, que tem como objetivo monitorar os parametros
cardiovasculares, conforme estudos anteriores (ARIZA et al., 2015a, 2015b; DE
CAMPOS et al., 2020; DE JAGER et al., 2018; TUROSSI AMORIM et al., 2019)
Registro dos pardametros cardiovasculares

Aproximadamente 24 horas apds a cateterizagao, foi realizado o registro
direto da presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) por meio da canula
previamente implantada. A canula arterial do animal foi acoplada a um transdutor
de pressao (Powerlab®, modelo MLT0380) que esta conectado a um sistema de
registro computadorizado (Powerlab®, ADInstruments) que, por meio da pressao
arterial pulsatil (PAP), fornece dados apresentados no programa computacional
LabChart 7.0 (ADInstruments). Este procedimento foi realizado com animais néo
anestesiados e em livre movimentagdo. Os registros duraram aproximadamente
1 hora, e os primeiros 10 minutos s&o desconsiderados nas analises (periodo de
adaptacado). Com estes registros da PAP, foram coletados dados de PAM, FC e
dados para analise espectral.

Eletrocardiograma

Para realizar o eletrocardiograma, os animais foram anestesiados e
colocados em uma superficie de poliestireno emborrachado para evitar contato
com fontes de conducgao elétrica. Em seguida, foram aplicados eletrodos nas
regides inguinal e subaxilar utilizando gel de carbopol livre de eletrdlitos. As

pingas, modelo jacaré, foram entdo conectadas aos eletrodos. Um eletrodo



520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531
532

533

534

535

536

537

538

539

540

adicional foi aplicado no térax, para que a ultima pinga pudesse ser conectada,
completando o circuito. Apds a estabilizagdo dos sinais, as ondas foram
registradas por 120 segundos. Foram avaliados na derivagédo DII, a amplitude
(AMP) e o comprimento (COMP) de cada onda e os segmentos (SEG).
Eutanasia e coleta de tecidos

Ao final dos protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo para a remoc¢ao do tecido cerebral. O corpo estriado de cada
animal foi dissecado e pesado, e armazenado em temperatura -80°C para
posterior dosagem de dopamina. O utero foi pesado, e a tibia foi medida para
confirmar a eficacia da ovariectomia e dos tratamentos, e ambos foram

descartados.

Determinagcao da eficacia da indug¢ao do parkinsonismo pela
dosagem de dopamina (DA) no estriado

A confirmacado do modelo de indugao do parkinsonismo foi obtida pela
analise da concentracdo de dopamina presente no estriado, realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para isso, as amostras de
estriado foram suspensas em acido perclorico 0,1 M com metabissulfito de sédio
0,02% como antioxidante, em uma concentragdo de 5 pL/mg de material
cerebral. Apds sonicagao, os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 rpm
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi injetado em uma estagéo de HPLC

equipada com um detector eletroquimico.
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Analise espectral da variabilidade da pressao arterial sistélica
(PAS) e do intervalo de pulso (IP)

A partir do registro de PAP, foram detectados pontos de inflexdo nos
pulsos de pressao e foram geradas séries, batimento a batimento, com valores
de intervalo de pulso (IP) e pressao arterial sistolica (PAS) para cada ciclo
cardiaco. Os dados de PAS e IP no dominio da frequéncia foram convertidos
para o] programa computacional Cardioseries v2.4
(http://lwww.danielpenteado.com) e foi realizada a analise de variabilidade.
Séries temporais batimento a batimento com valores de IP e PAS foram
reamostradas em 10Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagdo de linha de
spline cubica, para regularizar o intervalo de tempo entre os batimentos. As
séries com valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com
512 valores cada, com uma sobreposicédo de 50% (protocolo de Welch). A
estacionariedade dos valores de IP e PAS de cada segmento foi examinada
visualmente e segmentos com artefatos ou transientes foram excluidos. Os
segmentos foram integrados nas bandas de baixa frequéncia (LF: 0,20 — 0,75
Hz), alta frequéncia (HF: 0,75 — 3,00 Hz) e muito baixa frequéncia (VLF: < 20 Hz)
e os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms? ou mmHg?) e
normalizadas (nu). Os valores normalizados foram obtidos calculando-se a
poténcia relativa das bandas LF e HF considerando a poténcia total do espectro
subtraindo a poténcia da banda VLF. Para avaliar o equilibrio simpatovagal
cardiaco, foi calculada a razédo entre a poténcia das bandas LF e HF (LF/HF) do
espectro de IP.

Analise espontanea do barorreflexo
A sensibilidade do barorreflexo (BRS) foi avaliada no dominio da

frequéncia usando o Método de Sequéncia. Usando o programa computacional



567 CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento
568 a batimento com valores de IP e PAS foram usadas para analise de BRS. As
569 séries temporais foram analisadas quanto a sequéncias de quatro ou mais
570 batimentos em que aumentos progressivos na PAS foram acompanhados por
571 aumentos progressivos no IP, ou diminui¢des progressivas na PAS foram
572 acompanhadas por diminui¢des progressivas no IP. Para detectar alteragdes na
573 PAS e IP, foram utilizados limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Apos
574  detectar uma rampa de PAS (sequéncia de quatro ou mais batimentos), na qual
575 aumentos progressivos ou diminui¢ées na PAS foram acompanhados, ou ndo,
576  por aumentos ou diminuigdes no IP, o programa de computador procurou por
577 alteragbes no IP sem intervalo algum, ou seja, atraso de zero batimento. Uma
578 sequéncia de barorreflexo foi utilizada somente quando o coeficiente de
579 correlagéo (r) entre os valores de PAS e IP foi maior ou igual a 0,8. O BRS foi
580 determinado a partir da inclinagdo média da linha de regresséo linear entre os
581 valores de PAS e IP de cada sequéncia de barorreflexo encontrada. O ganho Up
582 (BRR Up) indica rampas de aumento de PAS seguidas por aumento de IP e o
583 ganho Down (BRR Down) indica rampas de diminuigdo de PAS seguidas por
584 diminuigdo de IP. O indice de efetividade do barorreflexo (IEB) avalia quantas
585 rampas tiveram respostas barorreflexas, em relacdo ao numero total de rampas

586 de aumento ou diminuicdo da PAS.

Duragao do tratamento (veiculo ou estradiol)

I

Dia [ | Analises:
experimental: 1 2 8 14 15 Parametros cardiovasculares
ECG

Dopamina no estriado
Variabilidade PAS e IP

Procedimento: OVX Estereotaxia Canulagdo Registro Barorreflexo espontaneo
Infuséo de 6-OHDA ou Salina ECG {PAM e FC)
na SNpc Eutanasia e

coleta de drgaos

Figura 1. Representagcao esquematica da metodologia utilizada no estudo 1, de acordo com o
dia experimental e o procedimento realizado.
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Estudo 2 — Analise do Balango Redox
Eutanasia e coleta de tecidos

Sete dias apos a estereotaxia, os animais foram submetidos a eutanasia.
O corpo do estriado foi coletado para posterior dosagem de dopamina (por
HPLC) para a confirmagdo do modelo de parkinsonismo. O utero e tibia foram
utilizados para analises morfométricas e determinagcdo da eficacia da
ovariectomia e tratamentos. Além disso, foram coletados artéria toracica e
coragao, separado em ventriculo direito e esquerdo, que foram armazenados em
freezer -80°C para posteriores analises de balango redox. Para a realizagao das
técnicas, os 6rgaos foram triturados e homogeneizados em PBS.
Dano Oxidativo

Proteina Carbonilica: sdo proteinas que passaram por modificagdes pela
adicdo de grupos carbonil, tornando-as mais hidrofébicas e resistentes a
protedlise. A homogeneizagao dos tecidos é realizada em tampéo fosfato 50mM.
Em seguida, 150uL dessa homogeneizagao sao divididos em dois tubos, sendo
que um deles contém dinitrofenilhidrazina e o outro acido cloridrico a 2M. Apds
1 hora, 500uL de acido tricloroacético a 28% sao adicionados. O precipitado
resultante é entdo lavado com alcool absoluto e diluido em guanidina 6M. A
leitura dos dois tubos é feita em 385nm, e o calculo é realizado pela férmula
{[(AbsTubo2 — AbsTubot)/ 0,011uM")] x (350uL/150uL)}, em que 0,011uM-1
representa o coeficiente de particdo da placa, e a relacdo 350/150 é a proporgao
entre o volume final e o volume inicial pipetado para a placa. Os valores

resultantes sdo expressos em nmol/mg de proteinas.

Lipoperoxidagdo: Os lipideos das membranas sao facilmente oxidados.
Assim podemos observar a lipoperoxidagdo de membranas bioldgicas através

da deteccdo de produtos da lipoperoxidagdo, que reagem com o &acido
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tiobarbiturico (TBARS). Na microplaca, s&o adicionados 50uL de acido
tricloacético a 2,8%, 50uL de acido tiobarbiturico a 1%, 5uL de cloreto férrico a
1M e acido ascorbico a 0,5M em 50uL do homogenato. Rapidamente a
microplaca € levada a estufa por 45°C por 30min. Logo em seguida, a microplaca
€ retira e resfriada em banho de gelo e lido em 535nm e 572nm. O calculo &
realizado por (Abssss — Abss72)/0,05 e os valores expresso em nmol de

TBARS/mg de proteina.

Malondialdeido: Ao término da lipoperoxidacdo, podem-se encontrar
produtos mais prejudiciais, como o malondialdeido, capaz de se ligar a bases
nitrogenadas e causar danos ao DNA. Nesse sentido, 300uL do homogenato sé&o
adicionados a 40puL de acido tricloroacético a 28%, e aguarda-se por 15 minutos
antes de adicionar 150uL de acido tiobarbiturico a 1%. Os tubos sao entao
levados a estufa a 45°C por 30 minutos. A leitura é realizada a 532nm. O calculo
¢ feito em relagédo ao padrao de MDA e expresso em mM/mg de proteinas.
Antioxidantes

Superdéxido Dismutase: Esta enzima é caracterizada como a mais crucial
na defesa dos organismos, sendo capaz de catalisar a conversao de superéxidos
e hidrogénios em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Assim, para cada
10uL de homogenato, sao adicionados 120uL de tampéao de carbonato de sodio
50mM, 50uL de solugdo de EDTA 0,1mM contendo 96mM de NBT e 10uL de
Triton X-100 0,6%. As amostras sao incubadas por 2 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente, sdo adicionados 10uL de hidroxilamina a 20mM, e a
leitura é realizada a 560nm. O calculo é feito pela porcentagem de inibicao
(Absseo — Absbranco)/(Absbranco), este valor dividido por 50, que corresponde a

porcentagem de inibicdo do NBT por unidade de SOD. Dessa forma, a atividade



638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

especifica pode ser calculada pela formula (% de inibigao x 20) / (unidade de
SOD x proteinas) e os valores sdo expressos em % de inibigao/U SOD/mg de

proteinas.

Catalase: E uma enzima capaz de decompor o peréxido de hidrogénio em
agua e gas oxigénio. Para conduzir o experimento, 10uL do homogenato séo
adicionados a 296yL de solucdo reagente (9mL de tamp&o Tris-HCI com 720uL
de perdxido de hidrogénio P.A.). Apos 2 minutos, a leitura é feita a 240nm, e o
calculo é realizado por meio da férmula {[(Abs240/2)/2,8]/0,01}, onde 2,8 é o
coeficiente de extingdo do perédxido de hidrogénio e 0,01 é o volume da amostra.

Os valores obtidos sdo expressos em pmol.H202.min"'/mg de proteina.

Glutationa S-transferase: Este tripeptideo, presente nas células,
desempenha uma funcio essencial em diversas atividades celulares, estando
envolvido no metabolismo de xenobidticos e contribuindo para a protegao contra
a lipoperoxidagdo. Na preparacdo do reagente, sdo adicionados 0,0093g de
GSH e 0,0122g de CDNB a 19mL de tampao difosfato 0,1M. Posteriormente,
20uL do homogenato séo adicionados a 180uL desse reagente. Antes da leitura
a 340nm, aguarda-se por 3 minutos em temperatura ambiente. O calculo é
realizado pela seguinte formula: {[(Abss40/3)/9,6] x 200/(proteina x 20)} x 20, onde
9,6 é o coeficiente de particdo GST/GSH, 200 é o volume final, e 20 é o volume
da amostra. Os valores sdo expressos em pmol/min/mg de proteina.
Concentragcao de Proteinas

Proteinas: Realizada através da técnica de Bradford, que utiliza o corante
de Coomassie, cuja absorbancia pode ser medida a 495nm devido a sua
coloragdo marrom. No entanto, ao interagir com as proteinas da amostra, sua

coloragao varia para tons de azul, possibilitando a leitura a 595nm.



663 Dosagem de 6xido nitrico (nitrito)

664 Os orgaos e plasma coletados foram utilizados para a dosagem de nitrito
665 (NO?%). Para isso, estes foram homogeneizados em PBS até uma concentragéo

666 final de 100 mg de tecido umido por 1mL de PBS (100mg/mL).

667 Foi realizada uma dosagem indireta por meio da quantificagdo de NO?,
668 apods tratamento da amostra com cadmio, através de uma adaptagao da reacao
669 colorimétrica de Griess. O tratamento de cadmio foi utilizado para converter todo
670 o nitrato em nitrito nas amostras bioldgicas, proporcionando assim uma
671 estimativa mais precisa do numero total de NO nas amostras originais. Para
672 determinar a concentracdo de NO? de exemplo e curva de calibragédo foi
673 preparada uma diluicdo de NaNO:2 (Merck) em agua destilada estéril para criar
674 concentragdes variando de 250 até 0 uM. Apods isso, 100uL de reagente de
675 Griess foram adicionados em duplicata aos pogos das duas primeiras colunas
676 de cada placa de microtitulagdo. A absorbancia foi lida a 550 nm utilizando um
677 leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em uM de NOZ.

678 (NAVARRO-GONZALVEZ; GARCIA-BENAYAS; ARENAS, 1998)

Duragao do tratamento (veiculo ou estradiol)
A
Dia [ |
experimental: 1 2 8 14 15 Analises:
Dopamina no estriado
> Dano oxidativo
Antioxidantes

Procedimento: QWX Estereotaxia Eutanasia e
Infuséo de 6-OHDA ou Salina coleta de argaos
na SNpc

Figura 2. Representacdo esquematica da metodologia utilizada no estudo 2, de acordo com o
dia experimental e o procedimento realizado.
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Estudo 3 — Analises Histolégicas e Apoptose
Cortes histolégicos

Os cortes foram realizados utilizando o microtomo RM2125 RT, da Leica
Microsystems (Nussloch, Alemanha), com uma espessura de 5um para as
artérias e 6um para os coragdes. Apos a concluséo dos cortes, as tiras de
parafina foram removidas e imersas em uma solugao alcodlica de 15%, seguida
por um banho a 50°C por 30 segundos. Os cortes foram posteriormente fixados
em laminas tratadas com silano e deixados para repousar por 2 horas em uma
placa aquecida a 40°C, sendo utilizados apenas apés um periodo de 48 horas
para os procedimentos de coloragéo.

Coloragcdo com Hematoxilina e Eosina (HE)

Apos a desparafinacéo e hidratacdo do tecido, tanto os coracdes quanto
as artérias foram submetidos a coloracdo com hematoxilina e eosina, visando a
avaliagdo morfolégica do tecido.

Coloracgao Sirius Red

Apos o processo de desparafinacdo e hidratacdo do tecido, tanto os
coragdes quanto as artérias foram sujeitos a coloragdo com Sirius Red por 1h
em solugao de picro sirus Red seguido por mergulho em solugao de acido acético
1%, com o objetivo de quantificar o colageno para avaliagao da fibrose induzida
por processo inflamatorio.

Coloracéo de Weigert

Foi utilizado o kit Elastic Stain da Sigma-Aldrich® (Ref: HT25A-1KT). Apds
o processo de desparafinagao e hidratacdo do tecido, tanto os coracdes quanto
as artérias foram sujeitos a coloragdo de Weigert, com o objetivo de

quantificacao de fibras elasticas.
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Avaliagcdo de morte celular por ensaio de TUNEL

Para o procedimento foi conduzido seguindo a técnica estabelecida pelo
kit, In situ Cell Death Detection Kit da Roche® (Ref: 11684809910). Apds o
processo de desparafinacdo e hidratagao do tecido, tanto os coragdes quanto as
artérias foram sujeitos ao teste de fluorescéncia TUNEL e observados em
microscopio Axio Imager A1, Carl Zeiss (Gottingen, Alemanha) em cumprimento
de deteccédo entre 515 e 565nm e excitagao entre 450-500nm.
Analise das coloragbes

Apos a execugao dos procedimentos de coloragdo, as imagens foram
capturadas utilizando o microscépio Axio Imager A1 da Carl Zeiss (Goéttingen,
Alemanha), com uma objetiva de 2,5x, 10x e 40x a variar da amostra.
Posteriormente, as fotografias foram submetidas a analise no software Fiji

ImageJ2, versao 2.14.0/1.54f.

Duragéo do tratamento (veiculo ou estradiol)
|
Dia [ ! Analises:
experimental: 1 2 8 14 15 Dopamina no estriado
Histologia de ventriculo
> direito, esquerdo e aorta
toracica (morfologia,

Procedimento: OVX Estereotaxia Eutanasia e apoptose, colageno e
Infuséo de 6-OHDA ou Salina coleta de 6rgéos elastina)
na SNpc

Figura 3. Representagcdo esquematica da metodologia utilizada no estudo 3, de acordo com
o dia experimental e o procedimento realizado.

Analise Estatistica

Os dados dos 3 estudos foram analisados pelos mesmos testes
estatisticos. Primeiramente, os dados foram avaliados quanto a normalidade das
amostras (teste de Shapiro-Wilk), para definir o tipo de teste a ser realizado. Os
dados com distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

de duas vias, seguido pelo pds-teste de Tukey, e seus resultados expressos
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como média *+ desvio padrdo. Os grupos que nao apresentaram distribuicdo
normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunn, e os resultados expressos como mediana % intervalo

interquartil. O nivel de significadncia adotado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Resultados Estudo 1 — Analise dos parametros cardiovasculares
Determinacgao da efetividade do tratamento com estradiol

Para determinar a eficacia do tratamento hormonal com estradiol, foi
avaliado o peso do utero dos animais. A redu¢cdo no peso uterino confirma a
eficacia da cirurgia de ovariectomia, e o tratamento com veiculo (6leo de
améndoas) nao influenciou esse parametro. Por outro lado, o tratamento com
estradiol resultou em um aumento significativo no peso uterino em comparagéo
com os grupos controle correspondentes (OVX+V-SHAM: 0,218g+0,047 vs
OVX+E-SHAM: 0,451g+0,065, p<0,0001; OVX+V-6-OHDA: 0,203g+0,037 vs
OVX+E-6-OHDA: 0,451g+0,098, p<0,0001), revertendo a atrofia uterina e

confirmando a eficacia do tratamento (Fig. 4A).

Nao foram observadas diferengas significativas no comprimento da tibia
dos animais (Fig. 4B), e a razdo utero/tibia (Fig. 4C) apresenta resultados
semelhantes ao peso uterino (OVX+V-SHAM: 0,060 + 0,013 vs OVX+E-SHAM:
0,123 £ 0,018; OVX+V-6-OHDA = 0,055 + 0,010 vs OVX+E-6-OHDA = 0,124 +
0,026). Isso confirma que o tamanho dos animais € uniforme e ndo interfere no

parametro de peso uterino.

Determinagao da efetividade da indug¢ao do parkinsonismo por 6-
OHDA

A analise dos niveis de dopamina indicou que a concentracido de
dopamina no estriado dos grupos 6-OHDA foi reduzida quando comparada aos
seus controles SHAM (OVX+V-SHAM: 10,806 £ 2,004 vs OVX+V-6-OHDA: 4,816
+ 2,192, p<0,0001; OVX+E-SHAM: 10,494 + 1,348 vs OVX+E-6-OHDA: 3,653 +
2,148, p<0,0001). Os resultados indicam que a lesao por 6-OHDA promoveu uma

reducdo superior a 50% nos niveis de dopamina no estriado, confirmando a
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induc&o de parkinsonismo (Fig. 5). AANOVA de duas vias mostrou um efeito da
lesdo por 6-OHDA na concentragédo de dopamina (p<0,0001), e ndo houve efeito

do tratamento hormonal nem interagdo entre esses fatores.

= OVXHY
mE OVX+E
Peso Uterino . N
B comprimento da tibia C Utero/Tibia
*kokok *kokok
- —_ 0.20—
08 1 - ok *okokk
— £ 3- 0,151
= 0.4 ‘;
o £ 2- E_ 0.10
E @ o
£ 0.2 E
o & 1 0.05-] |'I'| |{-|
3]
0.0 T T 0 . r 0.00 r ;
SHAM 6-OHDA SHAM 6-OHDA SHAM 6-OHDA

Figura 4. Efeito do tratamento com estradiol e inducdo de parkinsonismo no peso
uterino (A), comprimento da tibia (B) e raz&o utero/tibia (C) de ratas ovariectomizadas
tratadas com estradiol ou veiculo (6leo de améndoas) e submetidas a leséo por 6-OHDA
ou SHAM (veiculo). O peso uterino e a razao utero/tibia foram analisados por ANOVA
de duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey e os resultados estdo expressos como
média = DP. O comprimento da tibia foi analisado por Kruskal-Wallis seguido pelo pos-
teste de Dunn e o resultado expresso como mediana % intervalo interquartil. Nivel de
significancia: p<0,05. OVX+V-SHAM n=16; OVX+E-SHAM n=15; OVX+V-6-OHDA
n=16; OVX+E-6-OHDA n=17. ****p<0,0001.

Dopamina = OVXaV
¥k koK B OVX+E
15 *okodeok
T
10
%3]
E
o)
c
) Il‘
0 I 1
SHAM 6-OHDA

Figura 5. Concentragao de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de infusdo bilateral
de veiculo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo
de améndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliagdo dos parametros
cardiovasculares. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo
pos-teste de Tukey. Os resultados sao expressos como média + DP. Nivel de
significancia: p<0,05. OVX+V-SHAM n=18; OVX+E-SHAM n=18; OVX+V-6-OHDA n=19;
OVX+E-6-OHDA n=19. ****p<0,0001.



757 Para a analise dos parametros cardiovasculares basais, foram coletados
758 dados de PAM e FC. Nao foram observadas diferengas estatisticamente

759  significativas entre os parametros avaliados (Fig. 6).

A 5 3 OVX+HV
PAM FC E OVX+E
120+ 400
- '|'
1004 o - 350
300
o 804 250
I
£ 60- & 200-
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40
100
20 50~
0 T T o T T
SHAM 6-0HDA SHAM 6-0HDA

Figura 6. Parédmetros cardiovasculares de ratas ovariectomizadas tratadas com
estradiol ou veiculo (6leo de améndoas) e submetidas a lesao por 6-OHDA ou SHAM
(veiculo). Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de
Dunn. Os resultados sdo expressos como mediana % intervalo interquartil. Nivel de
significancia: p<0,05. OVX+V-SHAM n=16; OVX+E-SHAM n=18; OVX+V-6-OHDA
n=16; OVX+E-6-OHDA n=18.



760 Também n&o foram observadas diferencgas estatisticas entre os grupos
761  nas analises espectrais de PAS e IP e na analise da sensibilidade barorreflexa
762  (Fig. 7).
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Figura 7. Analise espectral de PAS e IP e sensibilidade barorreflexa de ratas
ovariectomizadas tratadas com estradiol ou veiculo (6leo de améndoas) e submetidas a lesdo
por 6-OHDA ou SHAM (veiculo). LFnu, HFnu, Ganho Barorreflexo Down e indice de
efetividade barorreflexa (IEB) foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-
teste de Tukey e os resultados sdo expressos como média + DP. Os outros dados foram
analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn e os resultados s&o expressos
como mediana = intervalo interquartil. Nivel de significancia: p<0,05. OVX+V-SHAM n=16;
OVX+E-SHAM n=18; OVX+V-6-OHDA n=16; OVX+E-6-OHDA n=18.
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Eletrocardiograma

No eletrocardiograma, realizado com os animais anestesiados, observou-
se uma diminuigdo na frequéncia cardiaca no grupo OVX+V-6-OHDA (226,37
bpm + 25,88), em comparagao com o grupo OVX+V-SHAM (254 bpm + 19,28)
(Tabela 1). Nao houve alteragbes nos grupos OVX+E-SHAM (234,11 bpm

18,42) e OVX+E-6-OHDA (218,33 bpm + 30,10).

Tabela 1. Dados de batimentos cardiacos por minuto. Durante o exame de
eletrocardiografia, os batimentos cardiacos dos animais em questao foram registrados
sob a influéncia de anestesia. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste de Tukey Nivel de significAncia: p<0,05. A letra (a) representa a
diferenga entre OVX+V-6-OHDA e OVX+V-SHAM.

OVX+V-SHAM | OVX+V-6-OHDA | OVX+E-SHAM | OVX+E-6-OHDA
FC (bpm)| 254 +19.28 |226.37 £25.88(a)| 234.11+18.42 | 218.33 +£30.10

Ao examinar o grafico fornecido pelo eletrocardiograma (Figura 8),
observam-se irregularidades nas linhas que constituem o exame. Ha uma
aparente oscilacdo, que poderia ser confundida com artefatos, exceto pela
presenca da onda U. Para esclarecimento, procederemos a analise das ondas e

intervalos de forma separada (Figura 9).

Os graficos da Figura 9 correspondem as amplitudes (AMP) e
comprimento (COMP) das ondas do eletrocardiograma, analisadas de forma
isolada. No grafico A, esta a representagédo da onda P, destacando um aumento
na AMP (Fig. 9 A1) no grupo OVX+V-6-OHDA (0,053mV+0,012) em comparagéo
com o grupo OVX+V-SHAM (0,038mV+0,002). Nos graficos da onda Q (Fig. 9
B1 e B2), sem identificagcao de diferengas estatisticas significativas. Os graficos
C exibem a onda R, evidenciando um aumento na AMP (Fig. 9 C1)
(0,246mV+0,04) e na COMP (Fig. 9 C2) (27,77ms%2,91) do grupo OVX+E-SHAM

em relagdo ao grupo OVX+V-SHAM (AMP: 0,166mVt0,01; COMP:
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23,25ms+2,56), além de uma maior AMP (0,207mV+0,02) no grupo OVX+V-6-
OHDA em comparagdo com o grupo OVX+V-SHAM (0,166mV+0,01). As
variagbes mais notaveis sdo observadas nas ondas S e T. Aonda S revela o
maior numero de alteracgdes, incluindo a redugao da AMP (Fig. 9 D1) nos grupos
com parkinsonismo (OVX+V-6-OHDA: 0,228mV+0,018; OVX+V-SHAM:
0,24mV+0,04) e nos tratados com estradiol (OVX+E-6-OHDA: 0,182mV+0,03;
OVX+E-SHAM: 0,124mV+0,014), bem como o aumento da AMP entre os grupos
OVX+E-6-OHDA (0,182mV+0,03) em comparagdgo com o OVX+V-6-OHDA
(0,228mV+0,018). Também s&o observados aumentos no COMP (Fig. 9 D2) nos
grupos OVX+V-6-OHDA (16mst1 vs OVX+V-SHAM: 12,25ms+0,93), OVX+E-6-
OHDA (18,44ms+2,27 vs OVX+E-SHAM: 13,55ms+1,38) e OVX+E-6-OHDA
(18,44ms+2,27 vs OVX+V-6-OHDA: 16ms+1). Quanto a onda T, a AMP (Fig. 9E1)
apresenta alteragcdo apenas no grupo OVX+E-6-OHDA (0,053mV+0,008 vs
OVX+V-6-OHDA: 0,063mV+0,008). No entanto, na COMP (Fig. 9 E2), todos os
grupos demonstram modificagdes, incluindo OVX+E-SHAM (15,77ms+2,02 vs
OVX+V-SHAM: 12,25ms+1,37), OVX+V-6-OHDA (17ms%2,25 vs OVX+V-SHAM:
12,25ms+1,37), OVX+E-6-OHDA (21,11ms+2,95 vs OVX+V-6-OHDA:
17ms+2,25) e OVX+E-6-OHDA (21,11ms+2,95 vs OVX+E-SHAM:

15,77ms+2,02), evidenciando um aumento.

Na Figura 10, é possivel observar os segmentos entre as ondas. Destaca-
se a presencga de diferencgas significativas no segmento PQ (Fig. 10 A) entre os
grupos com parkinsonismo (OVX+E-6-OHDA: 14,88mst1,87; OVX+V-6-OHDA:
14,75ms+1,25). Entretanto, o segmento ST (Fig. 10 E) foi o que mais evidenciou
divergéncias, abrangendo OVX+E-SHAM (24,44ms+1,92 vs OVX+V-SHAM:

17,25ms+3,25), OVX+V-6-OHDA (21,5ms%3,5 VS OVX+V-SHAM:



813  17,25ms+3,25), OVX+E-6-OHDA (30,22ms+2,02 vs OVX+V-6-OHDA:
814  21,5ms#3,5), e OVX+E-6-OHDA (30,22ms+2,02 vs OVX+E-SHAM:

815 24,44ms+1,92), indicando um aumento.

B WWAM i
Mt g b

OVX+V-SHAM 25mm/s | OVX+E-SHAM 25mm/s

OVX+V6-0HDA 25mmy/s
Mﬂ« / £

Fw-m"f— . "—\/-""—-— —‘ﬁ'\

OVX+E-6-0HDA 25mm/s 50mm/s

Figura 8. Representacdo esquematica das ondas de eletrocardiograma. O gréfico
ilustra os tracados do eletrocardiograma em ratas fémeas, com e sem inducao de
parkinsonismo, e submetidas a tratamento com estradiol ou veiculo (éleo de
améndoas). Os registros dos eletrocardiogramas foram realizados a uma velocidade de
25mm/s, na derivagao DIl. No entanto, ao aumentar a velocidade para 50mm/s, torna-
se mais evidente a visualizacado do tragado da onda U. As setas indicam anormalidades
nos exames quando comparados ao grupo controle correspondente.
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Figura 9. Resultados das ondas apresentadas no exame de eletrocardiograma em
fémeas induzidas ou n&o ao parkinsonismo e tratadas ou nao com estradiol. Os graficos
A, B, C, D e E, representam a amplitude (AMP) e o comprimento (COMP) das ondas
individuais. A analise foi realizada separadamente para cada onda, utilizando ANOVA de
duas vias, seguido pelo teste de Tukey. Nivel de significancia: p<0.05.
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Figura 10. Resultados dos segmentos apresentados no exame de eletrocardiograma
em fémeas induzidas ou ndo ao parkinsonismo e tratadas ou ndo com estradiol. Os
graficos A, B, C, D e E, representam os diferentes segmentos utilizados. A analise foi
realizada cada segmento utilizando ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-teste de
Tukey. Nivel de significancia: p<0.05.
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5.2. Discussao Estudo 1 — Analise dos parametros cardiovasculares

O modelo experimental de infusdo de 6-OHDA & amplamente utilizado
para avaliar disfun¢gdes motoras e bioquimicas na DP. A infusdo dessa toxina
diretamente no SNpc produz a degeneragdo dos neurbnios dopamineérgicos,
assemelhando-se ao que ocorre na DP em humanos (SIMOLA; MORELLI;
CARTA, 2007). Neste estudo, a infusdo bilateral de 6-OHDA no SNpc promoveu
uma reducdo de mais de 50% da dopamina estriatal, corroborando com estudos
que avaliaram disfungao cardiovascular usando esse mesmo modelo (ARIZA et
al., 2015a, 2015b; DE CAMPOS et al., 2020; DE JAGER et al., 2018, 2023;
TUROSSI AMORIM et al., 2019). O tratamento com estrégeno nao preveniu a
deplecao de dopamina no estriado, o que pode estar relacionado ao modelo
experimental utilizando, ja que a infusdo bilateral de 6-OHDA diretamente na

SNpc provoca lesdo com efeitos rapidos e severos.

Parametros cardiovasculares em ratas ovariectomizadas induzidas
ao parkinsonismo e tratadas com estradiol

A relacao entre hormdnios ovarianos e doengas cardiovasculares ainda
nao esta bem estabelecida, assim como sua participagcado na patogénese da DP.
Poucos estudos avaliaram a funcéo cardiovascular em fémeas submetidas a
inducdo de parkinsonismo e ainda ndo ha informagdes sobre os mecanismos

envolvidos.

Ratas ovariectomizadas submetidas a lesao bilateral por 6-OHDA
mostraram uma reducdo na PAM, enquanto ratas nao ovariectomizadas nao
apresentaram a mesma alteragdo, sugerindo a participacdo de hormoénios
ovarianos (DE CAMPOS et al., 2020). No entanto, no presente estudo, os grupos

OVX+V-SHAM e OVX+V-6-OHDA nao mostraram diferencas nos parametros
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cardiovasculares, diferindo de dados anteriores (DE CAMPOS et al., 2020). Além

disso, o tratamento com estradiol também n&o resultou em alteracdes.

Considerando que o tratamento com estradiol ndo modificou os valores
de pressao arterial em fémeas normais e lesionadas, seria possivel entender que
houve normalizacdo dos parametros de pressao arterial pelo tratamento com
estrogénio, indicando que este seria responsavel pela protecdo que as fémeas
tiveram em relagcdo a alteragbes de pressdo, e que diferiu dos machos. No
entanto, o veiculo de diluicdo utilizado para o tratamento, o 6leo de améndoas,
€ apontado em alguns estudos com potencial para aumentar a atividade
antioxidante (AL-ATTAR, 2020; KORIEM; EL-ATTAR, 2022; OUZIR et al., 2021).
Assim, é dificil apontar o estrogénio como unico responsavel pela reversao dessa

disfuncgao.

A auséncia de alteragbes cardiovasculares entre os grupos pode ser
influenciada pelo uso do éleo de améndoas como veiculo de diluigdo, uma vez
que, o oleo de améndoas pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares
melhorando o perfil lipidico (OUZIR, 2021). Em pacientes com hiperlipidemia, a
ingestdo de 10 mL de dleo de améndoas duas vezes ao dia durante 30 dias
diminuiu os niveis de colesterol total e LDL, que, quando elevados, séo fatores
de risco para doencgas cardiovasculares. Em ratos, o 6leo de améndoas
administrado na dose de 800 mg/kg por 6 semanas foi capaz de reverter as
alteracdes bioquimicas causadas pela intoxicagdo por chumbo em uma dose
subletal (AL-ATTAR, 2020). Na dose de 1 mL/100g, administrada uma vez ao dia
por 1 més, foi capaz de restaurar os parametros sanguineos, hepaticos e
antioxidantes, alterados pela favismo (KORIEM; EL-ATTAR, 2022; OUZIR et al.,

2021).
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Outra hipdtese para explicar a protecédo da disfungdo cardiovascular em
ratas € a maior concentragdo de dopamina no estriado das fémeas em
comparagao com estudos usando machos submetidos ao mesmo modelo
experimental. A concentragdo de dopamina no estriado de fémeas submetidas
ao parkinsonismo foi semelhante a de um rato macho normal. Apesar da reducéo
significativa nos niveis de dopamina no estriado e da confirmagéo da leséo na
SNpc, é possivel que os niveis restantes de dopamina sejam suficientes para
manter os parametros basais e prevenir as alteragcbes cardiovasculares,
autondmicas e barorreflexas que foram observadas em ratos machos (ARIZA et

al., 2015a, 2015b; TUROSSI AMORIM et al., 2019).

Apesar de os registros cardiovasculares ndo apresentarem diferengas
significativas entre os grupos, a analise do eletrocardiograma revelou algumas
alteragdes. O ECG se estabeleceu como uma ferramenta valiosa para detectar
modificagdes na intensidade ou no tempo das atividades elétricas do coracgao.
Sua eficacia é notavel na identificagdo de mudancgas funcionais, as quais
refletem alteragdes nas leituras das ondas cardiacas capturadas pelo aparelho

(DAMY et al., 2010; PEZOLATO et al., 2017).

Inicialmente, no grupo com parkinsonismo (OVX+V-6-OHDA), houve uma
transformacao significativa na forma da onda P. Essas mudangas podem indicar
desde o alargamento das cameras atriais, ocasionando sobrecarga atrial, até
bloqueios de conducédo, e servem como indicios de possiveis condicbes como
fibrilagdo atrial (BACHAROVA; WAGNER, 2015; BAYES DE LUNA et al., 1988;
ENRIQUEZ et al., 2015; MASSO-VAN ROESSEL et al., 2017; O'NEAL et al.,

2016).
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Apesar de termos poucas informagdes sobre os aspectos do ECG em
ratos, especialmente em relagdo ao parkinsonismo, é crucial investigar as

possiveis variagdes que podem ocorrer.

E importante destacar que a fibrilacdo atrial esta associada ao risco de
morte subita e uma de suas caracteristicas distintivas € o aumento da frequéncia
cardiaca (CHEN et al., 2013; KOENE et al., 2017). Contrariamente, os animais
apresentaram uma redugao na frequéncia cardiaca. Isso estabelece um ciclo,
pois mudancas cardiacas podem causar hipoperfusdo cerebral devido a
formagao de microémbolos, impactando a atividade cerebral (ALONSO et al.,
2009; GORELICK, 2004; GORELICK et al., 2011; LAUNER et al., [s.d.]; SIDHU;
MARINE, 2020). Assim, o ECG exibiu sinais de bradicardia entre as ondas T e P,

além de uma variagédo irregular na amplitude da onda R.

O que se destacou foi o aumento observado no segmento ST no
eletrocardiograma, causado tanto pela indugdo do parkinsonismo, quanto pelo
tratamento com estradiol, sendo ainda maior no grupo OVX+E-6-OHDA. Esse
prolongamento esta associado a extensao do potencial de agdo dos ventriculos,
servindo como um marcador indicativo de isquemia e possivel ocorréncia de
eventos cardiacos graves. Essa disfungao parece estar ligada ao funcionamento
do sistema nervoso autbnomo, podendo resultar em arritmias cardiacas e,
consequentemente, em desfechos fatais (LEEPER, 2003; SURAWICZ;
KNOEBEL, 1984). Entretanto, neste caso, essas alteragbes ndo parecem estar
associadas a anormalidades funcionais, pois uma analise abrangente do
complexo QRS nao revela diferengas significativas. O complexo QRS, que
reflete a despolarizacao ventricular, esta associado a contracido da musculatura

ventricular (BAGLIANI et al., 2017). Consequentemente, as modificagdes
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individuais nao parecem afetar a funcionalidade ventricular, sugerindo a
possibilidade de um mecanismo de compensacdo em acgdo (DENKER et al.,

1983).

Houve redugédo da amplitude da onda T no grupo OVX+E-6-OHDA, e, de
acordo com Woodrow (2009), uma onda T baixa pode estar relacionada a
hipopotassemia, o que dificulta a repolarizagdo das células miocardicas. Este
grupo experimental também apresentou uma onda U, que pode estar associada
a hipocalemia, diminuindo a forga de contragdo cardiaca (HAMLIN, 2005;
KIHLGREN et al., 2023). Para confirmar essa situacdo, sdo necessarios mais

testes para complementar os dados obtidos.

Aonda U esta intimamente relacionada a fase diastolica do ciclo mecéanico
do coragéo. Ela surge imediatamente antes da segunda bulha, marcando o inicio
do relaxamento ventricular, e € mais visivel durante a fase diastélica apos essa
segunda bulha (MANNING et al., 2014; SCHIMPF et al., 2008). Essa onda
parece estar associada as células miocardicas profundas, que apresentam um
potencial de agdo mais prolongado. A presenga da onda U pode refletir variagdes
no processo de repolarizagao ao longo da parede ventricular, devido a diferengas
de voltagem entre as regides mais profundas, o endocardio e o epicardio
(CHHABRA; SPODICK, 2013; LOCATI; BAGLIANI; PADELETTI, 2017; YAN;

ANTZELEVITCH, 1998).

Embora raramente utilizada para fins de diagndstico, a onda U pode
influenciar a interpretacdo de um ECG, especialmente quando associada ao
intervalo QT. Quando um prolongamento do intervalo QT é acompanhado pelo

aparecimento de uma onda U positiva, pode indicar uma reducdo na



945  probabilidade de infarto do miocardio (SPARROW et al., 1983), embora nao

946 exclua a possibilidade de doenga coronariana.
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5.3. Resultados Estudo 2 — Analise do balango redox
Determinagao da efetividade do tratamento com estradiol

Como no protocolo 1, a analise estatistica mostrou o efeito do tratamento
com estradiol nos valores de peso uterino (p <0,0001). Houve um aumento no
peso uterino em animais tratados com estradiol, em comparagdo com seus
grupos controle tratados com veiculo (OVX+V-SHAM: 0,222 + 0,044 vs OVX+E-
SHAM: 0,393 + 0,086 p <0,0001; OVX+V-6-OHDA: 0,184 + 0,032 vs OVX+E-6-
OHDA: 0,438 £ 0,085 p <0,0001), confirmando a eficacia do tratamento (Fig.
11A). O comprimento da tibia (Fig. 11B) e a relagao utero/tibia (Fig. 11C) indicam
que nao ha diferengas estatisticas entre o tamanho dos animais e que isso ndo

interfere no peso uterino.

Determinagao da efetividade da indug¢ao do parkinsonismo por 6-
OHDA

As ratas utilizadas para analise do equilibrio redox também foram
avaliadas quanto a concentracédo de dopamina no estriado para determinar a
eficacia da lesao (Fig. 12). A ANOVA de 2 vias mostrou efeito da indugao do
parkinsonismo (p <0,0001). Como esperado, os grupos OVX+V-6-OHDA (3,063
+ 1,784) e OVX+E-6-OHDA (2,736 = 1,996) apresentaram reducao na
concentracdo de dopamina estriatal em comparagao com os grupos OVX+V-
SHAM (11,022 + 1,529) e OVX+E-SHAM (11,391 £ 1,923), respectivamente. A

analise estatistica ndo mostrou efeito do tratamento e interacéo entre os fatores.
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Figura 11. Efeito do tratamento com estradiol e indugao de parkinsonismo no peso uterino
(A), comprimento da tibia (B) e relagao utero/tibia (C) de ratas ovariectomizadas tratadas
com estradiol ou veiculo (6leo de améndoas) e submetidas a lesao por 6-OHDA ou SHAM
(veiculo). O peso uterino foi analisado por ANOVA de 2 vias seguida pelo pds-teste de
Tukey e seus resultados sdo expressos como média + DP. O comprimento da tibia e a
relacéo utero/tibia foram analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn e
os resultados sao expressos como mediana % intervalo interquartil. OVX+V-SHAM n=10;
OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=11; OVX+E-6-OHDA n=11. **p<0,01
****p<0,0001.
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Figura 12. Concentragéo de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de infuséo bilateral
de veiculo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo
de améndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliagao do balango redox. Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste de Tukey. Os
resultados sdo expressos como média + DP. Nivel de significancia: p<0,05. OVX+V-
SHAM n=9; OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=8; OVX+E-6-OHDA n=11.
****n<0,0001.
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Balango redox no ventriculo direito

No ventriculo direito, a analise estatistica dos dados de lipoperoxidagao
(Fig. 13A) apontou efeito da inducdo do parkinsonismo (p<0,0001). Houve
reducdo da oxidagédo de lipideos no grupo OVX+V-6-OHDA (0,121 + 0,01) e
comparados ao seu controle OVX+V-SHAM (0,209 + 0,061). A indugdo do
parkinsonismo também levou a diminuigdo da formagdo de MDA (Fig. 13B)
(p<0,0001), independente do tratamento hormonal (OVX+V-SHAM: 0,100 + 0,03
vs OVX+V-6-OHDA: 0,049 + 0,006; OVX+E-SHAM: 0,120 + 0,026 vs OVX+E-6-
OHDA: 0,048 + 0,003). Ainda, o grupo OVX+V-6-OHDA apresentou redugao na
carbonilagdo de proteinas (Fig. 13C) (2,061 = 0,669) comparado ao grupo
OVX+V-SHAM (3,910 £ 0,841), e o tratamento com estradiol impediu que essa
alteracao ocorresse (OVX+E-6-OHDA: 3,647 + 0,546). Nao houve diferengas
significativas entre os grupos nas analises de NOz" (Fig. 13D) e dos antioxidantes

SOD (Fig. 13E), CAT (Fig. 13F) e GST (Fig. 13G).
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Figura 13. Quantificacdo de TBARS, MDA, PC, NO,, SOD, CAT e GST no ventriculo direito de
ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol e induzidas ao
parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os dados foram analisados por ANOVA
de 2 vias seguidas pelo pos-teste de Tukey. Os resultados sao expressos como média £+ DP.
OVX+V-SHAM n=9; OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=8; OVX+E-6-OHDA n=11. *p<0,05
****p<0,0001.
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Balango redox no ventriculo esquerdo

No ventriculo esquerdo, a indug¢ao do parkinsonismo por 6-OHDA também
provocou a reducgao de lipoperoxidacao (Fig. 14A) (OVX+V-SHAM: 3.222 + 0,475
vs OVX+V-6-OHDA: 2,076 + 0,438; OVX+E-SHAM: 3,024 + 0,427 vs OVX+E-6-
OHDA: 2,421 + 0,405) e MDA (Fig. 14B) (OVX+V-SHAM: 0,069 + 0,009 vs
OVX+V-6-OHDA: 0,049 + 0,004; OVX+E-SHAM: 0,082 + 0,018 vs OVX+E-6-
OHDA: 0,055 = 0,008), independente do tratamento com estradiol. O grupo
OVX+V-6-OHDA apresentou aumento da carbonilagao de proteinas (Fig. 14C)
(4,177 £0,795) comparado ao seu controle SHAM (2,987 + 0,490) e o tratamento
hormonal impediu este aumento (OVX+E-6-OHDA: 2,147 £+ 0,754). A analise da

quantificacdo do NO2™ ndo apresentou diferenga entre os grupos.

O tratamento com estradiol promoveu o aumento das barreiras
antioxidantes, como a CAT (Fig. 14F) (2,349 + 0,254) e GST (Fig, 14G) (1,345 £
0,183), no grupo com parkinsonismo (OVX+E-6-OHDA). Nao houve alteragao da

SOD (Fig.14E).
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Figura 14. Quantificagdo de TBARS, MDA, PC, NO,, SOD, CAT e GST no ventriculo
esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguidas pelo pés-teste de Tukey. Os
resultados sao expressos como média + DP. OVX+V-SHAM n=9; OVX+E-SHAM n=11;
OVX+V-6-OHDA n=8; OVX+E-6-OHDA n=11. *p<0,05 **p<0,01 ****p<0,0001.
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Balango redox na aorta toracica

Na aorta toracica, o tratamento com estradiol promoveu o aumento da
carbonilagéo proteica (Fig. 15C) no grupo 6-OHDA (OVX+E-6-OHDA: 46,845 +
6,208), comparado aos grupos OVX+E-SHAM (26,047 £ 3,623) e OVX+V-6-
OHDA (36,471 + 5,788). Esta analise apontou efeito do parkinsonismo
(p<0,0001) e interacédo entre os fatores parkinsonismo e tratamento hormonal

(p=0,0056).

As demais analises de balango redox na aorta toracica ndo apresentaram

resultados estatisticamente significativos.
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Figura 15. Quantificacdo de TBARS, MDA, PC, NO>, SOD, CAT e GST na aorta toracica de
ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol e induzidas ao
parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os dados foram analisados por
ANOVA de 2 vias seguidas pelo pés-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como média
1 DP. OVX+V-SHAM n=9; OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=8; OVX+E-6-OHDA n=11.
*p<0,05 **p<0,01 ****p<0,0001.
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5.4. Discussao Estudo 2 — Analise do balango redox

A confirmacao da eficacia da lesdo por 6-OHDA foi realizada a partir da
concentragcdo de dopamina no estriado, que reduziu mais de 50% nos grupos 6-
OHDA comparados aos seus respectivos controles SHAM.

Efeito do estrogeno no balango redox de ratas ovariectomizadas

A comparacgao entre os grupos OVX+V-SHAM e OVX+E-SHAM destaca
as alteragdes causadas pelo tratamento hormonal com estradiol em ratas

ovariectomizadas.

Estudos relataram a associagao entre hormdnios gonadais e estresse
oxidativo, que tem sido relacionado ao inicio de doengas cardiovasculares apos
a menopausa, bem como ao desenvolvimento da doenga de Parkinson. Um
estudo conduzido por EVSEN et al. (2013) mostrou que ratas ovariectomizadas
apresentaram um aumento no estado oxidante total (TOS) e no indice de
estresse oxidativo (OSl), bem como uma diminui¢cao do estado antioxidante total
no cérebro (TAS). Neste estudo, o tratamento com estrégeno, uma combinagao
com estrogeno e progesterona, e genisteina resultou em uma diminuigédo no TOS
e um aumento de TAS, apds 8 semanas, revertendo efetivamente o estresse
oxidativo causado pela ovariectomia (EVSEN et al.,, 2013). No entanto,
AGACAYAK et al. (2015) demonstraram que a ovariectomia n&o induziu
nenhuma mudanga nos niveis de TOS, OSl e TAS. Além disso, o tratamento com
estradiol ou genisteina resultou em um aumento nos niveis de TOS e OSI

(AGACAYAK et al., 2015).

Um estudo de revisdo apontou que os hormdnios sexuais femininos,
especialmente os estrogénios, conferem uma variedade de efeitos protetores

sobre o sistema cardiovascular, pois inibem o estresse oxidativo no sistema



1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

1025

1026

1027

1028

1029
1030

1031

1032

1033

1034

1035

1036

1037

1038

1039

1040

1041

1042

vascular e no miocardio por meio de uma dupla agao que inclui a diminuigao da
geragdo local de ERO e o aumento de sua eliminagdo (ARIAS-LOZA,

MUEHLFELDER; PELZER, 2013).

Em nosso estudo, o tratamento com estradiol foi capaz de diminuir a
carbonilagdo de proteinas em comparacao as ratas ovariectomizadas e tratadas
apenas com veiculo. Entretanto, como ndo houve alteragdo das barreiras
antioxidantes avaliadas, ndo é possivel concluir qual o mecanismo envolvido
nesta alteracdo. Os outros parametros avaliados nao sofreram efeito deste
tratamento hormonal. Possivelmente, a ovariectomia por si s6, sem outras
condigbes patologicas envolvidas, ndo alterou o balango redox neste espaco de

tempo do experimento (15 dias).

Efeito da indugcdao do parkinsonismo no balan¢co redox de ratas
ovariectomizadas

A comparacéao entre os grupos OVX+V-SHAM e OVX+V-6-OHDA mostra

o efeito da inducdo do parkinsonismo em ratas ovariectomizadas.

A 6-OHDA é uma neurotoxina catecolaminérgica seletiva frequentemente
empregada na investigagdo da patogénese e progressao da doenca de
Parkinson (DP). Esta substancia inibe diretamente a cadeia respiratoria
mitocondrial no nivel do complexo |, gerando estresse oxidativo, um mecanismo
molecular crucial para a degeneragdo da dopamina. Semelhante a
neurodegeneracdo observada na DP, a perda neuronal catecolaminérgica
induzida pela 6-OHDA estd associada ao aumento do estresse oxidativo e

inflamacédo (RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2007).

Apods a injecao unilateral de 6-OHDA em ratos Wistar, Haddadi et al.

(2020) observaram uma reducéo na atividade das enzimas antioxidantes, nos
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niveis de GSH e na razdo GSH/GSSG, além de um aumento na peroxidagao
lipidica no mesencéfalo central apds 15 dias. Lopez-Real et al. (2005) relataram
um aumento da peroxidacgao lipidica no estriado e no mesencéfalo ventral sete
dias apos a lesdo unilateral por 6-OHDA em ratos Sprague-Dawley. Esses
achados corroboram com dados na literatura que indicam que o modelo de 6-
OHDA provoca neurotoxicidade devido aos danos induzidos por ERO, deplecao

rapida de GSH e insuficiéncia de enzimas antioxidantes (HADDADI et al., 2020).

Em pacientes com DP, ha diversas evidéncias de estresse oxidativo no
sistema nervoso, envolvendo peroxidagao lipidica, oxidacado de proteinas e de
DNA, acumulo de ferro, além da reducao das defesas antioxidantes como SOD,
CAT e GSH-Px (GANDHI; ABRAMOV, 2012; HEMMATI-DINARVAND et al.,

2019; PERCARIO et al., 2020; SANDERS; GREENAMYREN, 2013).

Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo periféricos, ainda nao
ha consenso. Por meio de uma metanalise, WEI et al. (2018) investigaram
alteracdo dos marcadores de estresse oxidativo circulantes em pacientes com
DP, comparados com pacientes saudaveis. Os dados apontaram que estes
pacientes tinham concentragdes elevadas de 8-OhdG, MDA, NO2z e ferritina,
juntamente com niveis séricos reduzidos de catalase, acido urico, glutationa e

colesterol total (WEI et al., 2018).

Em modelos experimentais, ha uma caréncia de estudos que investiguem
o0 estresse oxidativo em 6rgaos do sistema cardiovascular. Essa falta de

evidéncias é ainda mais acentuada em estudos envolvendo fémeas.

A indugdo do parkinsonismo reduziu o dano oxidativo de proteinas e
lipideos no VD. No VE, houve diminuicdo na peroxidacgao lipidica, mas ocorreu

um aumento no dano oxidativo a proteinas. Em ambos os ventriculos, as
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mudancas foram independentes da atividade das enzimas antioxidantes
avaliadas. Possivelmente, barreiras antioxidantes ndo enzimaticas estariam
envolvidas na melhora deste perfil oxidativo. Outros estudos sdo necessarios

para investigar essa hipotese.

Efeito do tratamento com estradiol no balanco redox de ratas
ovariectomizadas e induzidas ao parkinsonismo

O efeito do tratamento com estradiol em ratas induzidas ao parkinsonismo

€ evidenciado pela comparagéao dos grupos OVX+V-6-OHDA e OVX+E-6-OHDA.

Este tratamento hormonal promoveu diferentes efeitos nos tecidos
avaliados: enquanto no VD acontece o aumento de carbonilagao proteica, no VE

ocorre a reducao neste parametro, além do aumento de CAT e GST.

De Jager e colaboradores identificaram um aumento de NO2- e
hiporreatividade vascular na aorta toracica de ratos machos com parkinsonismo
induzido por 6-OHDA (DE JAGER et al., 2018, 2023). No entanto, estudos
anteriores com fémeas (DE CAMPOS et al., 2020) e o presente estudo nao
encontraram diferengas na quantificagdo de NO2™ na aorta toracica dos animais
tratados com 6-OHDA, contrastando com os dados observados em machos. A
ovariectomia (OVX+V-6-OHDA) e o tratamento hormonal com estradiol (OVX+E-
6-OHDA) nao resultaram em diferengas significativas na analise de NOz2,
sugerindo que os horménios ovarianos nao influenciam essa medida. Por outro
lado, o tratamento com estradiol em fémeas com parkinsonismo resultou em um

aumento da carbonilacido de proteinas, indicando um efeito pro-oxidante.

Segundo FERRAZ et al. (2008), o estrégeno tem se mostrado como um
protetor da dopamina estriatal contra lesdes induzidas por 6-OHDA em neurdnios

da via nigroestriatal. No entanto, a extensao da neuroprotecao proporcionada
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pelo estrogeno parece depender da gravidade da lesdo provocada. Quando a
neurotoxina é infundida diretamente na SNpc, resulta em morte celular mais
rapida, levando a uma maior deplecdo de dopamina comparado aos modelos
onde a neurotoxina € injetada no feixe prosencefalico medial ou diretamente no
estriado. A escolha dos modelos experimentais pode desempenhar um papel
significativo nos beneficios do estrogeno observados nos estudos, assim, pode
ser que este ndo tenha mostrado maiores beneficios devido ao modelo

experimental utilizado (FERRAZ et al., 2008).

E dificil dizer se o estrogénio tem um perfil pré-oxidante ou antioxidante,
além do fato de que ndo ha semelhanga entre os 6rgdos em relagdo ao dano
oxidativo causado pela indugao do parkinsonismo. Acreditamos que muitos dos
achados tenham explicagdo nas fungdes exercidas pelos 6rgdos avaliados,
sendo diferentes entre o ventriculo direito e esquerdo, onde é sabido que o

ventriculo direito opera em baixas pressodes e o0 esquerdo em altas pressoes.

Sabe-se que as ERO estdo envolvidas no envelhecimento do sistema
cardiovascular e na patogénese de insuficiéncia cardiaca, bem como em suas
condigdes predisponentes, como crescimento e remodelamento hipertrofico,
além da aterosclerose, apoptoses e infarto do miocardio. Em excesso, as ERO
também alteram os sinais de contratilidade intracelular em cardiomidcitos,
comprometendo a fungao ventricular e promovendo fibrose cardiaca (KWON et
al., 2003; OBAS; VASAN, 2018; SEDDON; LOOI; SHAH, 2007). No entanto, a
falta de estudos sobre o estresse oxidativo no coracdo em modelos de
parkinsonismo dificulta a obtengdo de conclusbes mais assertivas com
embasamento cientifico, ressaltando a necessidade de mais pesquisas nessa

area.
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Resultados Estudo 3 — Analises histolégicas
Determinagao da efetividade do tratamento com estradiol

A analise estatistica dos parametros morfométricos (Fig. 16) de peso
uterino, comprimento da tibia e relagao utero/tibia mostrou o efeito do tratamento
com estradiol nos valores de peso uterino (p <0,0001). Como esperado, o
tratamento com estradiol promoveu hipertrofia uterina (OVX+E-SHAM: 0,429 +
0.089 vs OVX+V-SHAM: 0,241 + 0,036; OVX+E-6-OHDA: 0,401 + 0,081 vs
OVX+V-6-OHDA: 0,190 = 0,042), e estes dados nao tiverem influéncia do
tamanho do animal, observado pelo comprimento da tibia.
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Figura 16. Efeito do tratamento com estradiol e indugcdo de parkinsonismo no peso
uterino (A), comprimento da tibia (B) e razao utero/tibia (C) de ratas ovariectomizadas
tratadas com estradiol ou veiculo (6leo de améndoas) e submetidas a lesao por 6-OHDA
ou SHAM (veiculo). O peso uterino e a razao utero/tibia foram analisados por ANOVA de
duas vias seguida pelo pos-teste de Tukey e os resultados estdo expressos como media
1+ DP. O comprimento da tibia foi analisado por Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de
Dunn e o resultado expresso como mediana * intervalo interquartil. Nivel de significancia:
p<0,05. OVX+V-SHAM n=7; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=6; OVX+E-6-OHDA
n=6. ***p<0,001 ****p<0,0001.
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Determinacado da efetividade da inducao do parkinsonismo por 6-
OHDA

A concentragdo de dopamina no estriado foi avaliada nos animais
utilizados para as analises do estudo 3 (Fig. 17). AANOVA de 2 vias confirmou o
efeito da indugdo do parkinsonismo (p <0,0001). Como esperado, 0s grupos
OVX+V-6-OHDA (2,371 + 2,048) e OVX+E-6-OHDA (3,838 + 2,265)
apresentaram reducao na concentragdo de dopamina estriatal em comparagao
com os grupos OVX+V-SHAM (9,663 + 0,993) e OVX+E-SHAM (10,163 + 2,046),

respectivamente. Nao houve efeito do tratamento e interagdo entre os fatores.

Dopamina 0 OVX+Y
*kok K E= OVX+E
—
151 * ok
10
o
E
=]
c
) |l| i
0 I I
SHAM 6-OHDA

Figura 17. Concentragdo de dopamina (DA) no estriado apés 7 dias de infuséo bilateral
de veiculo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo
de améndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliagao do balang¢o redox. Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pds-teste de Tukey. Os
resultados sao expressos como média + DP. Nivel de significancia: p<0,05. OVX+V-
SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=7; OVX+E-6-OHDA n=8.
****p<0,0001.
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Analises histolégicas do coracgdao

A analise morfoldgica do ventriculo direito (Fig. 18A) apontou que houve
reducdo da espessura do tecido cardiaco no grupo OVX+E-6-OHDA (243,095
Mm £ 46,939) comparado ao grupo OVX+E-SHAM (292,422 ym £ 25,958). A
ANOVA de duas vias apontou efeito do parkinsonismo (p=0,0024) e do
tratamento hormonal (p=0,0074), mas ndo houve interagédo entre estes fatores.
No ventriculo esquerdo (Fig. 18B), a indugcdo do parkinsonismo causou a
reducao da espessura do 6rgao (OVX+V-6-OHDA: 450,304 uym + 40,818 vs
OVX+V-SHAM: 520,629 um + 34,106), e o tratamento com estradiol promoveu o
espessamento da parede, independente a inducao do parkinsonismo (OVX+E-
SHAM: 585,355 uym + 41,066; OVX+E-6-OHDA: 532, 903 um + 44,552). Desta

forma, a analise estatistica mostrou efeito de ambos os fatores (p<0,0001).

A avaliagao de apoptoses nos tecidos (Fig. 19) indicou que, em ambos os
ventriculos, a indugdo do parkinsonismo resultou em um aumento da morte
celular, independentemente do tratamento hormonal administrado. No entanto,
observou-se que o tratamento com estradiol foi capaz de reduzir parcialmente a
apoptose causada pela indugéo do parkinsonismo (Fig. 19A: VD: OVX+V-SHAM:
0,372 + 0,051; OVX+V-6-OHDA: 0,925 + 0,068; OVX+E-SHAM: 0,420 + 0,031;
OVX+E-6-OHDA: 0,795 + 0,096; Fig. 19B: VE: OVX+V-SHAM: 0,373 + 0,035;
OVX+V-6-OHDA: 1,035 + 0,070; OVX+E-SHAM: 0,404 + 0,021; OVX+E-6-

OHDA: 0,846 + 0,067).
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Figura 18. Avaliagdo morfologica com coloracédo de HE. Corte histolégico de ventriculo
direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As
imagens foram utilizadas para avaliagdo da espessura do ventriculo direito (A) e ventriculo
esquerdo (B), no aumento de 50x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias
seguidas pelo pos-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como média + DP. OVX+V-
SHAM n=13; OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA n=18. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001.
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Figura 19. Avaliacdo de morte celular por ensaio de tunel. Corte histolégico de coragao
de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol e
induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As imagens foram
utilizadas para avaliacdo do numero de apoptoses nos tecidos, em aumento de 400x. Os
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguidas pelo pds-teste de Tukey. Os
resultados sdo expressos como média + DP. OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8;
OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA n=9. **p<0,01 ****p<0,0001.



1158 Os grupos 6-OHDA apresentaram redugcdao da quantidade de colageno
1159 presente no coragdo (Fig. 20), comparados aos seus respectivos controles
1160 (OVX+V-SHAM: 1,599 + 0,231 vs OVX+V-6-OHDA: 0,564 * 0,155; OVX+E-

1161 SHAM: 1,454 + 0,333 vs OVX+E-6-OHDA: 0,433 + 0,031).
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Figura 20. Avaliacdo de colageno no tecido com coloracdo de Sirius Red. Corte
histolégico de ventriculo direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com
veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou
controle SHAM (salina), em aumento de 50x. Os dados foram analisados por ANOVA de
2 vias seguidas pelo pos-teste de Tukey. Os resultados s&o expressos como média *
DP. OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA
n=9. ****p<0,0001.
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O tratamento com estradiol resultou em um aumento da elastina em
ambos os grupos. (Fig. 21) No entanto, no grupo OVX+E-6-OHDA, esse
aumento foi menos acentuado (OVX+V-SHAM: 2,637 + 0,307 vs OVX+E-SHAM:
4,437 + 0,980; OVX+V-6-OHDA1,796 + 0,399 vs OVX+E-6-OHDA: 2,794 +

0,701).

OVX+V-SHAM OVX+V-6-OHDA
O OVX+Y
s o . i mE OVX+E
Elastina

& ke ok

¥k ke *

OVX+E-SHAM

% de elastina

11l B

T
SHAM 6-OHDA

Figura 21. Avaliagdo de quantidade de elastina no tecido com coloragdo de Weigert.
Corte histologico de ventriculo direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas
com veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-
OHDA ou controle SHAM (salina), em aumento de 50x. Os dados foram analisados por
ANOVA de 2 vias seguidas pelo pds-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como
média + DP. OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-
OHDA n=9. *p<0,05 ****p<0,0001.
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Analises histolégicas da aorta toracica

As analises morfolégicas (Fig. 22) e de apoptose (Fig. 23) da aorta
toracica ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos.
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Figura 22. Avaliacdo morfolégica com coloracdo de HE. Corte histolégico de aorta
toracica de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou estradiol
e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As imagens foram
utilizadas para avaliagao da espessura da aorta toracica (A), camada muscular (B) e
tunica externa (C), em aumento de 100x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2
vias seguidas pelo pés-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como média + DP.
OVX+V-SHAM n=13; OVX+E-SHAM n=11; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA n=18.
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Figura 23. Avaliagao de morte celular por ensaio de tunel. Corte histolégico de aorta
toracica de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo de améndoas) ou
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As
imagens foram utilizadas para avaliagdo do numero de apoptoses no tecido, em
aumento de 400x. Devido a auséncia de pontos de apoptose, ndao ha dados
quantitativos. OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9;
OVX+E-6-OHDA n=9.

A analise estatistica apontou efeito da indugdo do parkinsonismo na
quantificacdo de colageno na aorta (Fig. 24) (p<0,0001). Os grupos 6-OHDA
tiveram reducdo na quantidade de colageno, comparados aos seus grupos
controle SHAM, independente do tratamento realizado (OVX+V-SHAM: 4,958 +
0,544 vs OVX+V-6-OHDA: 2,619 + 0,233; OVX+E-SHAM: 4,856 + 0,782 vs

OVX+E-6-OHDA: 2,193 + 0,413).

Na quantificacdo de elastina (Fig. 25), a analise apontou efeito do
tratamento hormonal (p=0,025) e interacao entre os fatores (p=0,0007). O grupo
OVX+V-6-OHDA (7,276 + 1,083) teve aumento de elastina, comparado ao grupo
OVX+V- SHAM (5,831 £ 0,538), e o tratamento com estradiol inibiu esta alteracao

(OVX+E-6-OHDA: 5,358 + 1,156).
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Figura 24. Avaliagao de quantidade de colageno no tecido com coloragéo de Sirius Red.
Corte histoldgico de aorta toracica de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo
de améndoas) ou estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle
SHAM (salina), em aumento de 100x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias
seguidas pelo pos-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como meédia + DP.
OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA n=9.

****p<0,0001.
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Figura 25. Avaliacdo de quantidade de elastina no tecido com coloragdo de Weigert.
Corte histologico de aorta toracica de ratas ovariectomizadas tratadas com veiculo (6leo
de améndoas) ou estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle
SHAM (salina), em aumento de 100x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias
seguidas pelo pés-teste de Tukey. Os resultados sdo expressos como média + DP.
OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9; OVX+E-6-OHDA n=9.
*p<0,05 ***p<0,001.
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5.5. Discussao Estudo 3 — Analises histolégicas

Neste ultimo estudo, a confirmagao da eficacia da lesao por 6-OHDA foi
realizada também a partir da concentragdo de dopamina no estriado, que reduziu
mais de 50% nos grupos 6-OHDA comparados aos seus respectivos controles

SHAM.

Neste estudo, observamos o aumento de espessura da parede muscular
causada pelo tratamento com estrégeno, enquanto a indugao do parkinsonismo

diminuiu esta espessura.

O crescimento hipertréfico do coragdo € uma adaptacdo ao estresse
hemodinamico que melhora o desempenho cardiaco e reduz a tensao na parede
ventricular. A hipertrofia fisiolégica é leve e reversivel, ocorrendo devido ao
exercicio ou gravidez. Ja a hipertrofia patoldgica, resultante de estresse cronico
como hipertensao, leva ao aumento ventricular, disfungédo miocardica e fibrose,
indicativos de insuficiéncia cardiaca e remodelagao patolégica. A hipertrofia
patolégica pode estar relacionada ao aumento excessivo de ERO ou a
inflamacao (SAMAK et al., 2016; SEDDON; LOOI; SHAH, 2007). O aumento da
espessura cardiaca promovida pelo estrégeno poderia ser interpretada como
uma tentativa compensatoria do coracdo de melhorar seu desempenho; no
entanto, poderia aumentar o risco de insuficiéncia cardiaca ou mesmo morte

subita.

Em ambos os ventriculos, o parkinsonismo provocou a morte celular por
dano de DNA, induzindo a apoptose. A apoptose € um processo de morte celular
programada caracterizada por diminuicdo de volume, formacgado de bolhas na

superficie celular, condensag¢ao da cromatina, clivagem do DNA e formagao de



1207

1208

1209

1210

1211

1212

1213

1214

1215

1216

1217

1218

1219

1220

1221

1222

1223

1224

1225

1226

1227

1228

1229

1230

1231

corpos apoptaticos, mediada por caspases (TURKMEN, 2017). Este resultado
parece nao estar relacionado as nossas avaliacbes de dano oxidativo. Desta
forma, acreditamos que a apoptose nos ventriculos pode estar associada a
outras fontes de ERO ou citocinas pré-inflamatérias. Estudos apontam que a
inflamacéo participa da degeneragao dos neurénios dopaminérgicos (XU et al.,
2017; ZHOU et al., 2019) e que as citocinas pro-inflamatorias podem induzir
apoptose celular e necrose na nefropatia diabética (LUIS-RODRIGUEZ, 2012;
TURKMEN, 2017), e apoptose de células B pancreaticas na DM1 (EIZIRIK;

MANDRUP-POULSEN, 2001; GRUNNET et al., 2009).

A quantidade e a qualidade do colageno extracelular s&do determinadas
pelo equilibrio entre sua sintese e degradagédo. A produgdo de colageno
apropriada é benéfica para preservar a integridade do coragao, protegendo-o
contra uma ruptura e mantendo sua sustentacdo, para que trabalhe como uma
bomba muscular de forma eficiente (COWLING et al., 2019; KUROSE, 2021). O
envelhecimento promove aumento significativo do coldgeno no coragéo,
caracterizando fibrose, tanto em humanos como em modelos experimentais.
Este aumento pode estar relacionado com a perda dos midcitos, que nido séo
substituidos a medida em que morrem, ou entdo, diminui¢gdo de sua degradagéao

(DE SOUZA, 2002).

SIWIK et al. (2001) demonstraram que as ERO podem causar diminui¢ao
na sintese de colageno e aumento da atividade da MMP (metaloproteinases da
matriz), sugerindo um papel importante na fisiopatologia da remodelagao
miocardica (SIWIK et al., 2001). Ainda, um estudo apontou o padrao de
deposigao de colageno e o equilibrio do sistema MMP-1/TIMP-1 sao diferentes

no miocardio de pacientes hipertensos com ICS e ICD e que a degradagao
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excessiva de colageno pode estar relacionada ao comprometimento da fungéo

sistdlica (LOPEZ et al., 2006).

O colageno e a elastina s&o os principais componentes da parede arterial
e desempenham um papel fundamental na sua estrutura mecanica. A elastina
compoe 90% da fibra elastica e possui uma taxa muito lenta de renovacéao, o que
significa que a sua fragmentacdo devido ao envelhecimento ou a doengas tem
efeitos crénicos nos tecidos afetados. Os diferentes tipos de colageno tém
estruturas distintas, o que resulta em fungdes bioldgicas variadas. Na parede
arterial, os colagenos mais comuns s&o do tipo |, lll e IV. A reticulagdo adequada
do colageno é crucial para as propriedades mecanicas do tecido, e qualquer
comprometimento nessas fibras pode afetar significativamente a resposta

arterial a doengas e ao envelhecimento (GIUDICI; WILKINSON; KHIR, 2021).

A relagdo entre colageno e elastina na parede dos vasos é de suma
importancia para a sua capacidade de deformacido frente a variagcdes de
pressao. A alteracao da quantidade e/ou arquitetura das fibras leva a alteracdes
mecanicas e, portanto, funcionais (TSAMIS; KRAWIEC; VORP, 2013). Quando
ha aumento da deposigédo de fibras de colageno na parede do vaso (fibrose),
e/ou reducao do numero e do didmetro das fenestras da lamina elastica interna,
em artérias de resisténcia, ocorre o aumento da rigidez, contribuindo para o
aumento da resisténcia vascular periférica e hipertensao arterial. O contrario é
verdadeiro: com a diminuigdo do colageno e/ou aumento da elastina, a
resisténcia vascular periférica € menor (MARGARIDA DE MELLO AIRES, 2019).
Isto ocorreu na aorta toracica dos animais com indugao do parkinsonismo, em
que houve diminui¢do do colageno e o aumento da elastina. O tratamento com

estradiol reverteu apenas a alteragdo de elastina, e ndo de colageno. Com o
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envelhecimento fisiolégico, a quantidade de elastina na aorta toracica
permanece a mesma, entretanto, sua concentragdo diminui, devido ao
aparecimento de outras fibras, como por exemplo, o colageno, que aumenta em

quantidade (TSAMIS; KRAWIEC; VORP, 2013).
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6. CONCLUSAO

Nossos estudos sugerem que as fémeas parecem ter certa protecao
contra a lesdo por 6-OHDA, prevenindo o surgimento de alteragdes
cardiovasculares nos parametros basais. No entanto, a indugdo do
parkinsonismo promoveu alteragbes no segmento PQ e segmento ST, que
estariam relacionados a anormalidades do funcionamento atrial e ventricular,
respectivamente, além de indicativos de hipopotassemia e hipocalemia. Nestas
analises, o tratamento com estrégeno ndo promoveu melhora, ou até mesmo

exacerbou as alteracdes.

Diferentemente do esperado, os grupos com indugcédo do parkinsonismo
apresentaram menos dano oxidativo do que os grupos controle, sem promover
aumento das barreiras antioxidantes avaliadas. Apenas no ventriculo esquerdo,
0 parkinsonismo promoveu aumento de danos as proteinas, e,
coincidentemente, este foi o unico local em que o estrégeno reverteu o estresse

oxidativo por meio da ativagao dos antioxidantes.

Apesar dos dados de balango redox nao evidenciarem grandes
alteragbes, vimos que o parkinsonismo provocou a apoptose de células
cardiacas em ambos os ventriculos, e o tratamento com estradiol promoveu
melhora neste quadro. Além disso, o estrdgeno promoveu o0 espessamento das
paredes dos ventriculos, o que acreditamos ser um mecanismo para melhorar o

desempenho cardiaco.

Em resumo, a inducdo do parkinsonismo em fémeas promoveu diversas
alteragdes, mas estas nao causaram problemas cardiacos funcionais
observados neste estudo e, a relevancia fisiopatologica dessas alteracbes ainda

€ desconhecida. O tratamento com estrégeno nao pdde ser claramente definido
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1287

1288

1289

como benéfico ou prejudicial em varios aspectos, mas parece ter promovido
adaptagbes no coragdo para manter sua funcionalidade. Nossos dados
levantaram novas hipoteses, e, portanto, mais estudos sao necessarios para

avaliar os mecanismos envolvidos nas alteragdes observadas.
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8. ANEXO 1 — CARTA DE APROVAGAO DO PROJETO (CEUA)

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N*° 022/2021
Londrina, 23 de marco de 2021.

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliacio da possivel protegio pelo estrégeno e sua interagio
com as isoformas da NO-sintase em parametros cardiovasculares, autondmicos e oxidativos em ratas com
parkinsonismo induzide por 6-OHDA™ protocolo CEUA n® 001.2021 sob a responsabilidade de Marli
Cardoso Martins Pinge, que envolve a producio, manutengao e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n" 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacie Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia
23/03/2021.

Este projeto tem por objetivo avaliar o possivel papel protetor do estrogeno nos parametros
cardiovasculares, na modulacio autonomica e os parametros oxidativos de ratas ovariectomizadas tratadas com
estrogeno ou veiculo, e submetidas a lesio da substancia negra pars compacta por 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
ou cirurgia Sham. Também serd avaliado o papel das isoformas da oxido nitrico sintase nos parametros
ohservatdos, bem como a influéncia do estrogeno sobre sua expressao e efeitos fisioldgicos. Gran de
invasividade: 3.

Finalidade { ) Ensino (X} Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagio 02/05/2021 a 02/05/2025
Espécie! limhagem/ raca Rato heterogénico/ Wistar
N° de animais 460
Peso/ Idade 250-280 g
Sexo Fémeas
| Origem Bintério Central da UEL
Amostras a serem coletadas | Cérebro, coracao, aorta tordcica, aorta abdominal, rins, adrenais, plasma, ttero
tibia.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovadao,
deve-se submeter 0 novo protocolo a apreciagao da CEUA/UEL anteriormente a execucao das modificacoes.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Cenirole de Experimentacao
Animal (CONCEA), em até 30 dias da finalizacio do projeto de pesquisa ou extensido envolvendo o uso de
animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é necessirio encaminhar relatério da
descrigio de uso de animais para ceua@uelbr, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
hitp:/fwww.uel.br/comites/ceualpages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposicio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessdrios. Sem mais para
o momenta, subscrevo-me, cordialmente.

Prof®. Dr® Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Marli Cardoso Martins Pinge

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Fisiologicas /CCB
C/C para a Diregio do Centro de Ciéncias Biologicas! CCB

C/C para o Biotério Central do CCB

Camgus Undversizdria: Redovis Celis Casels Cid (PR 405, ki 330 - Fage (043} 23710090 PARX - Fas 33254480 - Caixa Postal 10811 - CEP $6057-970 — Laberiel hitp v, i b
LONDRINA - PARANA BRASIL
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