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Resumo: A doença de Parkinson é uma doença neurológica idiopática 
caracterizada pela perda de neurônios dopaminérgicos na substância negra pars 
compacta (SNpc), levando a uma diminuição da dopamina no corpo estriado. 
Além dos sintomas motores clássicos, a DP apresenta vários sintomas não 
motores, incluindo alterações cardiovasculares, como hipotensão ortostática e 
pós-prandial e instabilidade da pressão arterial. A menor prevalência de DP em 
mulheres pode estar relacionada ao possível efeito neuroprotetor do estrogênio. 
Estudos apontam para o envolvimento do estresse oxidativo na 
neurodegeneração da DP, porém, ainda não há evidências sobre isso em órgãos 
periféricos. Não há estudos que elucidem participação do estrogênio nas 
alterações cardiovasculares em mulheres induzidas parkinsonismo, bem como 
seus efeitos no equilíbrio redox nos órgãos do sistema cardiovascular. Este 
estudo tem como objetivo avaliar o papel do estrogênio nos parâmetros 
cardiovasculares, autonômicos, oxidativos e morfológicos de ratas 
ovariectomizadas induzido ao parkinsonismo e tratado com estrogênio.  Ratas 
Wistar foram submetidas à ovariectomia (OVX). As ratas foram tratadas com 
estradiol (1mg/Kg) ou óleo de amêndoas (veículo). Após 7 dias, foi realizada a 
infusão bilateral de 6-OHDA na SNpc para induzir parkinsonismo ou infusão de 
solução salina para o grupo de controle. No 14º dia experimental, os animais 
utilizados para análise de parâmetros cardiovasculares foram submetidos ao 
cateterismo ou avaliação de ECG. Após 24 horas, os animais cateterizados 
foram submetidos ao registro de PA e FC. Os animais usados para análise do 
equilíbrio redox e análises histológicas foram eutanasiados, também no 15º dia, 
e foram coletados ventrículo direito, esquerdo e aorta torácica para análise de 
danos oxidativos e antioxidantes, análises morfológicas, de apoptose e 
quantificação de colágeno e elastina. Não houve diferenças significativas na 
PAM e FC entre os grupos; contudo, o eletrocardiograma revelou alterações que 
resultaram no aumento do segmento ST, causado tanto pelo parkinsonismo 
quanto pelo tratamento com estradiol, indicando uma extensão do potencial de 
ação nos ventrículos. Os resultados de dano oxidativo e das barreiras 
antioxidantes variaram entre os órgãos analisados, com diferentes alterações 
decorrentes da lesão por 6-OHDA ou do tratamento com estradiol, dependendo 
do tecido examinado. A indução do parkinsonismo promoveu apoptose no 
coração, que foi parcialmente reduzida pelo tratamento hormonal. Houve uma 
diminuição do colágeno nos ventrículos e na aorta torácica devido ao 
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parkinsonismo, e o estradiol não conseguiu reverter essa alteração. No coração, 
o tratamento com estradiol aumentou a quantidade de elastina, enquanto na 
aorta, esse aumento foi provocado pelo parkinsonismo. Devido à variabilidade 
nos resultados entre os órgãos avaliados, é difícil determinar a relevância 
fisiopatológica das alterações causadas pelo parkinsonismo e o papel do 
estrógeno nessas mudanças. Portanto, estudos adicionais são necessários para 
elucidar os mecanismos de ação envolvidos.

Palavras-chave: pressão arterial; autonômico; estresse oxidativo; Parkinson; 
estrógeno.
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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. INTRODUÇÃO

A doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa que 

afeta aproximadamente 0,3% da população geral e 1% das pessoas com mais 

de 60 anos, sendo a segunda doença neurodegenerativa mais comum. A 

incidência 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 

prevalência da DP também cresce com a idade: uma metanálise em quatro 

populações norte-americanas revelou que a prevalência, 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). A DP tem apresentado um aumento notável em prevalência, 

incapacidade e mortalidade, com o número 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 prevalência, os encargos sociais e econômicos 

também aumentam. A deterioração da qualidade de vida dos pacientes e 

cuidadores resulta em impacto econômico significativo e eleva os custos 

financeiros para as famílias e para a sociedade, em termos de assistência social 

e cuidados de saúde (GUMBER; RAMASWAMY; THONGCHUNDEE, 2019). 

Dessa forma, o impacto da doença envolve além da saúde, a economia e 

aspectos sociais e familiares da sociedade.

A DP é descrita como uma doença progressiva de início lento, que pode 

começar anos antes de ser diagnosticada. Sua etiologia é multifatorial, 

envolvendo a interação entre fatores genéticos e ambientais, como exposição a 



pesticidas, uso de drogas e envelhecimento, além de envolver diversos 

mecanismos biológicos e afetar múltiplas áreas do sistema nervoso. Evidências 

sugerem que a disfunção 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 neurônios 

dopaminérgicos cujos corpos celulares estão localizados na substância negra 

pars compacta (SNpc) do mesencéfalo e projetam seus axônios para o corpo 

estriado, é crucial na DP. A fisiopatologia da DP envolve a morte progressiva 

desses neurônios, reduzindo as fibras dopaminérgicas que se projetam para o 

estriado dorsal e dessa forma diminuindo as concentrações de dopamina (DA). 

Além disso, há uma diminuição na atividade das enzimas responsáveis pela 

síntese de DA, como a tirosina hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (SIAN 

et al., 1994). A formação de corpos de Lewy, agregados insolúveis de α-

sinucleína em inclusões intracitoplasmáticas, também é uma característica 

marcante da DP (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; KALIA; LANG, 2015; LANG; 

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

O diagnóstico da DP é majoritariamente clínico, baseado na presença de 

sintomas cardinais, e na melhora desses sintomas após o uso do tratamento com 

levodopa. Os principais sintomas cardinais são o tremor em repouso, 

instabilidade postural, rigidez e bradicinesia ou acinesia, geralmente 

manifestados de forma unilateral ou assimétrica. No entanto, a precisão 

diagnóstica durante a vida é limitada, com a confirmação em 75 a 95% dos casos 

ocorrendo apenas na autópsia. A exatidão do diagnóstico varia conforme a 



duração da doença, idade do paciente, habilidade médica e avanços no 

conhecimento sobre a DP (POSTUMA et al., 2015). Os sintomas motores surgem 

após uma perda significativa (cerca de 50 a 60%) dos neurônios dopaminérgicos, 

indicando que a neurodegeneração já se espalhou para outras áreas do sistema 

nervoso (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2020; SCHAPIRA; CHAUDHURI; 

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

A DP também apresenta sintomas não-motores, que incluem disfunções 

autonômicas, anormalidades cognitivas, sensoriais, gastrointestinais e distúrbios 

do sono. Estes sintomas têm prevalência e influência variáveis entre diferentes 

países e culturas (JANKOVIC, 2008; SHALASH et al., 2018). Alguns sintomas 

não motores podem preceder a disfunção motora em vários anos, podendo variar 

de acordo com cada paciente. Estes podem diminuir a qualidade de vida dos 

portadores da doença e podem ter impacto até maior do que os sintomas 

motores, com isso, se dá a relevância em estudar essas disfunções.  

(SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017; SIMON; TANNER; BRUNDIN, 

2020).

Disautonomias, ou disfunções do sistema nervoso autônomo (SNA), 

constituem um subconjunto significativo dos sintomas não motores da DP. Essas 

disfunções podem ser causadas por alterações no SNA, pela medicação 

utilizada para tratar a DP ou por uma combinação de ambos (NICARETTA; 

PEREIRA; PIMENTEL, 1998). O SNA regula funções vitais como a FC e a PA 

por meio do sistema nervoso simpático (SNS) e parassimpático (SNP). Embora 

inicialmente se acreditasse que as disautonomias ocorriam apenas em estágios 

avançados da DP, estudos mostram que elas podem estar presentes em 

qualquer fase da doença, independentemente do tratamento medicamentoso 



(ASAHINA et al., 2013; SCHREMPF et al., 2014). Atualmente, os tratamentos 

para disautonomias são limitados ao alívio sintomático, devido ao 

desconhecimento sobre a etiologia específica dessas disfunções e da DP em 

geral.

Cerca de 80% dos pacientes com DP podem apresentar disfunções 

autonômicas cardíacas. A variabilidade da frequência cardíaca (VFC) tende a 

diminuir na DP, e uma frequência cardíaca mais baixa pode ser observada já no 

diagnóstico (PALMA et al., 2013). A hipotensão ortostática, caracterizada pela 

incapacidade de regular a PA durante mudanças de posição corporal, afeta cerca 

de 40% dos pacientes com DP, causando tonturas, síncopes e, aumentando o 

risco de quedas e lesões. Outros problemas associados incluem hipotensão pós-

prandial, labilidade da PA, hipertensão supina, fadiga e intolerância ao exercício 

(JAIN; GOLDSTEIN, 2012; PFEIFFER, 2016; SCHAPIRA; CHAUDHURI; 

JENNER, 2017). As disfunções cardíacas parecem ser resultado de respostas 

parassimpáticas inadequadas, enquanto a regulação deficiente da PA está 

relacionada à perda da regulação simpática (JAIN; GOLDSTEIN, 2012).

Pesquisas indicam que a hipotensão ortostática na DP está ligada tanto à 

perda da inervação simpática pós-ganglionar do coração quanto à insuficiência 

do barorreflexo (JAIN; GOLDSTEIN, 2012; METZGER; EMBORG, 2019). 

Aproximadamente 60% dos pacientes com DP apresentam perda da inervação 

simpática cardíaca no momento do diagnóstico (KASHIHARA; IMAMURA; 

SHINYA, 2010).

As diferenças entre os sexos na DP são complexas e desafiadoras. A 

incidência da DP é maior em homens, especialmente entre 60 e 69 anos, 

enquanto em mulheres está entre 70 e 79 anos (HIRSCH et al., 2016). A 



prevalência da DP e da demência também é maior em homens (SAVICA et al., 

2018). O impacto psicológico do diagnóstico de demência é mais significativo em 

mulheres (LARSSON; TORISSON; LONDOS, 2018). Estudos mostram que os 

cérebros dos homens exibem mais alterações em várias regiões cerebrais, 

sugerindo maior neurodegeneração em homens ou um possível efeito 

neuroprotetor em mulheres, relacionado a fatores como expressão gênica 

desregulada, hormônios sexuais, à vulnerabilidade no sistema dopaminérgico, 

células neuroinflamatórias e estresse oxidativo (CERRI; MUS; BLANDINI, 2019; 

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

Ao considerar a expressão de várias doenças cardiovasculares, é 

importante lembrar que: os receptores para esteroides sexuais estão presentes 

na maioria dos tecidos corporais, embora tenha variação na sua expressão 

relativa. O estrogênio é um produto metabólico da testosterona, ambos 

presentes em homens e mulheres, mas em proporções diferentes. As 

concentrações de esteroides sexuais variam ao longo da vida, aumentando na 

puberdade, durante a gravidez, e diminuindo nas mulheres durante a transição 

para a menopausa (SHUFELT et al., 2018). As diferenças sexuais no 

desenvolvimento de cardiopatias na DP ainda são pouco compreendidas, e mais 

estudos são necessários para investigar essa área.

Após a descoberta da via de síntese da DA e sua relação com a DP, 

estudos sobre o fármaco levodopa foram iniciados. A levodopa é um precursor 

de dopamina e é amplamente reconhecida como o tratamento farmacológico 

mais eficaz para a DP, promovendo alívio nos sintomas motores e na qualidade 

de vida dos pacientes. É frequentemente administrada em combinação com 

inibidores da dopa-descarboxilase (DDCI) para aumentar a disponibilidade de 



levodopa no cérebro e reduzir os efeitos colaterais periféricos (AZEVEDO; 

CARDOSO, 2009; FAHN, 2008; SALAT; TOLOSA, 2013). A administração 

contínua de levodopa pode levar ao desenvolvimento de complicações motoras, 

como flutuações nas respostas e discinesias. Estas complicações estão 

relacionadas à entrega intermitente de levodopa ao cérebro, o que provoca 

estimulação pulsátil dos receptores de dopamina (DAMIER et al., 2008; 

SCHAPIRA et al., 2009).

Modelos experimentais em animais são ferramentas essenciais para 

estudar as diferentes fases e condições de doenças humanas. Um modelo 

animal deve replicar características patológicas, histológicas e bioquímicas da 

doença humana, além de reproduzir os distúrbios 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 farmacológicos 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), lipopolissacarídio (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 

características da DP humana (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; DUTY; 

JENNER, 2011). No entanto, cada modelo possui características 

complementares que ajudam a esclarecer a fisiopatologia da doença e a explorar 

novas abordagens de estudo (FRANCARDO, 2018).



Um dos modelos mais utilizados para a indução de parkinsonismo é a 

lesão com a toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na substância negra pars 

compacta (SNpc). A 6-OHDA, que não atravessa a barreira hematoencefálica, 

deve ser administrada diretamente na área a ser lesionada, como a SNpc, o 

estriado ou o feixe prosencefálico medial. Após a infusão, a 6-OHDA é captada 

pelos transportadores de dopamina (DAT) e concentrada nos terminais nervosos 

de dopamina, inibindo o complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, levando 

à produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e à morte dos neurônios 

dopaminérgicos (ZIGMOND; SMEYNE, 2014). A lesão com 6-OHDA não induz a 

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

A 6-OHDA também pode ser administrada diretamente no estriado, 

induzindo a degeneração das células dopaminérgicas da substância negra e 

resultando em alterações semelhantes à DP, como disfunção mitocondrial, 

estresse oxidativo, inflamação e degeneração da via nigroestriatal (DUTY; 

JENNER, 2011; FRANCARDO, 2018). No modelo bilateral de 6-OHDA, observa-

se uma redução de dopamina após sete dias de lesão, com alterações 

comportamentais, como redução na locomoção, diminuição da frequência 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 depleção dopaminérgica característica 

da DP.

A infusão bilateral da 6-OHDA na SNpc é utilizada como um modelo 

eficiente para avaliar os parâmetros cardiovasculares envolvidos no 

parkinsonismo. Ratos Wistar machos submetidos à infusão bilateral de 6-OHDA 

na SNpc apresentaram redução na pressão arterial média (PAM) e na FC basais, 



diminuição da modulação simpática da pressão arterial sistólica 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 fêmeas, não foram observadas alterações nos 

parâmetros cardiovasculares. No entanto, quando submetidas à ovariectomia, 

houve uma diminuição na PAM semelhante à observada nos machos, sugerindo 

a participação de hormônios ovarianos (DE CAMPOS et al., 2020).

Diversos estudos indicam que o estrogênio possui um papel protetor em 

diferentes modelos de DP. Makav e colaboradores demonstraram que o 

estrogênio teve efeito significativo nas atividades motores e efeito protetor nos 

neurônios dopaminérgicos da SNpc (MAKAV; EROĞLU, 2021). Murray e 

colaboradores observaram que a ovariectomia aumentou em 30% a depleção de 

dopamina (DA) em comparação com ratas submetidas à cirurgia SHAM, no 

modelo de infusão unilateral de 6-OHDA no feixe prosencefálico medial, 

sugerindo a atuação neuroprotetora dos hormônios gonadais (MURRAY et al., 

2003). Adicionalmente, foi demonstrado que a reposição de estrogênio em ratas 

ovariectomizadas reduziu a depleção de DA causada pela lesão unilateral com 

6-OHDA no estriado (LIU; DLUZEN, 2007). Além disso, Datla e colaboradores 

(2003) examinaram os efeitos da lesão por 6-OHDA em ratas nas fases de 

diestro (baixo estrogênio) e pró-estro (alto estrogênio) do ciclo estral, revelando 

diferenças na perda de neurônios dopaminérgicos, concentração de dopamina 

no estriado e densidade dos transportadores entre as duas fases. Esses achados 

sugerem que os hormônios femininos têm um efeito benéfico contra o 

desenvolvimento e progressão da DP (DATLA et al., 2003).



Estudos conduzidos utilizando diferentes modelos genéticos e de toxinas 

têm contribuído para a melhor compreensão da patogênese da DP. Conforme a 

revisão de Subramaniam e Chesselet (2013), muitos desses estudos indicam 

que a disfunção mitocondrial é comum na DP, sugerindo seu papel crucial na 

fisiopatologia da doença. A exposição a fatores ambientais, como pesticidas, 

pode causar a disfunção mitocondrial que resulta em DP tanto em humanos 

quanto em modelos experimentais. As anormalidades bioquímicas gerais 

encontradas nas mitocôndrias incluem deficiência do complexo I, redução na 

síntese de ATP, aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), 

mutações no DNA mitocondrial e vias de reparo mitocondrial defeituosas. No 

entanto, a sequência de eventos que leva ao comprometimento mitocondrial e à 

degeneração de neurônios permanecem incertos. Os dados também indicam 

que os neurônios dopaminérgicos da SNpc são especialmente vulneráveis ao 

estresse oxidativo em comparação a outros tipos neuronais, devido à alta carga 

oxidativa durante o metabolismo da dopamina, excitotoxicidade, alto teor de 

ferro, baixa massa mitocondrial e altas concentrações de Ca2+ (SUBRAMANIAM; 

CHESSELET, 2013).

O estresse oxidativo surge de uma desregulação do equilíbrio redox 

celular, em que as ERO excedem a capacidade antioxidante endógena, seja por 

um aumento nas ERO ou por uma diminuição na disponibilidade de enzimas 

antioxidantes (PERCÁRIO et al., 2020; SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Durante 

a patogênese da DP, o acúmulo de ERO degrada a SNpc por meio da 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e oxidação do DNA (GANDHI; 

ABRAMOV, 2012; HEMMATI-DINARVAND et al., 2019; ONYANGO, 2017; 

TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).



2. JUSTIFICATIVA

Há uma lacuna no conhecimento sobre as alterações cardiovasculares em 

fêmeas com parkinsonismo, incluindo a influência do estrogênio nessas 

mudanças. Além disso, não está claro se o estresse oxidativo observado no 

sistema nervoso central se estende aos órgãos periféricos do sistema 

cardiovascular. Desta forma, se faz necessário investigar as possíveis alterações 

funcionais, morfológicas e metabólicas decorrentes do parkinsonismo nos 

órgãos do sistema cardiovascular, bem como o potencial papel do estrógeno em 

mitigar esses efeitos.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel do estrógeno nos parâmetros cardiovasculares, 

autonômicos, oxidativos e morfológicos de ratas ovariectomizadas e submetidas 

a lesão por 6-OHDA na SNpc ou cirurgia SHAM (infusão de salina) e tratadas 

com estrógeno ou veículo (óleo de amêndoas).

3.2. Objetivos específicos

- Avaliar os parâmetros cardiovasculares, autonômicos e o 

eletrocardiograma de ratas ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e 

tratadas com estrógeno ou veículo;

- Avaliar o dano oxidativo (lipoperoxidação e oxidação de proteínas), 

assim como as enzimas antioxidantes no ventrículo direito, ventrículo esquerdo 

e aorta torácica de ratas ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e 

tratadas com estrógeno ou veículo;

- Avaliar a morfologia, a presença de apoptose e a quantidade de colágeno 

e elastina no ventrículo direito, ventrículo esquerdo e aorta torácica de ratas 

ovariectomizadas, induzidas ao parkinsonismo e tratadas com estrógeno ou 

veículo.



4. MATERIAL E MÉTODOS

Animais

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciências Fisiológicas 

(CIF) do Centro de Ciências Biológicas 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 número máximo 

de 5 animais por caixa, em ambientes controlados (22 ± 1 ºC e ciclo claro/escuro 

de 12/12 horas), com ração e água à vontade. Os animais passaram por um 

período de adaptação de pelo menos 15 dias no biotério setorial. Após atingir o 

peso corporal ideal, foram escolhidos aleatoriamente para conduzir o 

experimento. Todos os procedimentos foram realizados com aprovação da 

Comissão de Ética do Uso de Animais (processo número 022/2021), seguindo 

todas as recomendações do Código Brasileiro para Utilização de Animais em 

Laboratório (Deliberação CONCEA nº 12 de 20 de setembro de 2013).

As ratas foram submetidas à ovariectomia e posteriormente distribuídas 

de acordo com o tratamento realizado (estradiol ou veículo - óleo de amêndoas) 

e a indução do parkinsonismo (6-OHDA ou Sham). Assim, os animais foram 

divididos em quatro grupos experimentais:

OVX+V-SHAM: ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de 

amêndoas) sem indução de parkinsonismo.

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

indução de parkinsonismo.

OVX+V-6-OHDA: ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de 

amêndoas) com indução de parkinsonismo.



OVX+E-6-OHDA: ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol com 

indução de parkinsonismo.

Cirurgia de ovariectomia

Os animais com o peso ideal foram inicialmente submetidos à 

ovariectomia. A anestesia foi induzida com uma mistura de cetamina (100 mg/Kg 

IP) (Dopalen, Ceva) e xilazina (6,67 mg/Kg) (Anasedan, Ceva). Após a anestesia, 

os pelos da região dorsal (entre as costelas e a crista ilíaca) foram removidos e 

foi feita uma incisão de aproximadamente 1,5 cm na pele e no músculo. O ovário 

foi pinçado e removido, e o músculo e a pele foram suturados. Este procedimento 

foi realizado para a remoção de ambos os ovários. Após a cirurgia, o animal foi 

colocado em um ambiente aquecido para recuperação. Em seguida, receberam 

dose única de paracetamol (200 mg/Kg VO) e 30.000 UI de Pentabiótico 

Veterinário (Fontoura-Wyeth, Brasil) diluídos em solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) em 0,2 mL (IM).

Tratamento hormonal

Um dia após a ovariectomia, o tratamento hormonal foi iniciado por 

gavagem (via oral) com duração de 13 dias consecutivos. Os animais nos grupos 

OVX+E foram tratados com estradiol diluído em óleo de amêndoas (1 mg/mL) 

na dose de 1 mg/Kg de peso corporal. Os animais nos grupos OVX+V foram 

tratados apenas com o veículo de diluição (óleo de amêndoas), também em um 

volume de 1 mL/Kg de peso corporal.

Cirurgia estereotáxica

Sete dias após 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 estereotáxica. Para isso, o animal foi posicionado no 



aparato estereotáxico (David Kopf) e perfurações no crânio foram feitas com uma 

broca de baixa velocidade, permitindo o acesso ao cérebro para realizar a 

microinfusão. As microinfusões foram realizadas bilateralmente e de acordo com 

as coordenadas estereotáxicas: -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 crânio), com o objetivo de acessar a região da substância 

negra no mesencéfalo. A microinfusão foi realizada com o auxílio de uma agulha 

(30 gauge) conectada a um tubo de polietileno adaptado a uma microseringa de 

10 µL (Hamilton, EUA) acoplada a uma bomba de infusão. A indução do 

parkinsonismo foi realizada através da microinfusão de 0,1 µL da solução da 

neurotoxina 6-OHDA (6 mg/mL em ácido ascórbico a 0,2% em solução salina 

estéril) por um período de 3 minutos. No grupo SHAM, os animais passaram 

pelos mesmos procedimentos, no entanto, foi injetado apenas veículo de diluição 

(0,1 µL de solução de ácido ascórbico a 0,2% em solução salina estéril). Após a 

infusão, a agulha permaneceu no local por mais 2 minutos para evitar refluxo da 

substância. Em seguida, a pele da cabeça foi suturada, e o animal foi removido 

do estereotáxico e levado a um ambiente aquecido para se recuperar da 

anestesia. Após a recuperação, o animal recebeu uma dose única de 

paracetamol (200 mg/Kg) e 30.000 UI de Pentabiótico Veterinário (Fontoura-

Wyeth, Brasil) diluídos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) em 0,2 

mL (IM).

Após os procedimentos acima citados, os grupos experimentais foram 

subdivididos para a condução de diferentes protocolos: Estudo 1 – Análise dos 

parâmetros cardiovasculares e eletrocardiograma; Estudo 2 – Análise do balanço 

redox; Estudo 3 – Análises histológicas e apoptose.



Estudo 1 – Análise dos parâmetros cardiovasculares

Cateterização da artéria femoral

Seis dias após a cirurgia estereotáxica, 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 cateterização 

da artéria femoral, que tem como objetivo monitorar os parâmetros 

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 parâmetros cardiovasculares

Aproximadamente 24 horas após a cateterização, foi realizado o registro 

direto da pressão arterial (PA) e frequência cardíaca (FC) por meio da cânula 

previamente implantada. A cânula arterial do animal foi acoplada a um transdutor 

de pressão (Powerlab®, modelo MLT0380) que está conectado a um sistema de 

registro computadorizado (Powerlab®, ADInstruments) que, por meio da pressão 

arterial pulsátil (PAP), fornece dados apresentados no programa computacional 

LabChart 7.0 (ADInstruments). Este procedimento foi realizado com animais não 

anestesiados e em livre movimentação. Os registros duraram aproximadamente 

1 hora, e os primeiros 10 minutos são desconsiderados nas análises (período de 

adaptação). Com estes registros da PAP, foram coletados dados de PAM, FC e 

dados para análise espectral.

Eletrocardiograma

Para realizar o eletrocardiograma, os animais foram anestesiados e 

colocados em uma superfície de poliestireno emborrachado para evitar contato 

com fontes de condução elétrica. Em seguida, foram aplicados eletrodos nas 

regiões inguinal e subaxilar utilizando gel de carbopol livre de eletrólitos. As 

pinças, modelo jacaré, foram então conectadas aos eletrodos. Um eletrodo 



adicional foi aplicado no tórax, para que a última pinça pudesse ser conectada, 

completando o circuito. Após a estabilização dos sinais, as ondas foram 

registradas por 120 segundos. Foram avaliados na derivação DII, a amplitude 

(AMP) e o comprimento (COMP) de cada onda e os segmentos (SEG).

Eutanásia e coleta de tecidos

    Ao final dos protocolos experimentais, os animais foram eutanasiados 

por decapitação para a remoção do tecido cerebral. O corpo estriado de cada 

animal foi dissecado e pesado, e armazenado em temperatura -80ºC para 

posterior dosagem de dopamina. O útero foi pesado, e a tíbia foi medida para 

confirmar a eficácia da ovariectomia e dos tratamentos, e ambos foram 

descartados.

Determinação da eficácia da indução do parkinsonismo pela 
dosagem de dopamina (DA) no estriado

A confirmação do modelo de indução do parkinsonismo foi obtida pela 

análise da concentração de dopamina presente no estriado, realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Para isso, as amostras de 

estriado foram suspensas em ácido perclórico 0,1 M com metabissulfito de sódio 

0,02% como antioxidante, em uma concentração de 5 µL/mg de material 

cerebral. Após sonicação, os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 rpm 

por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi injetado em uma estação de HPLC 

equipada com um detector eletroquímico.



Análise espectral da variabilidade da pressão arterial sistólica 
(PAS) e do intervalo de pulso (IP)

A partir do registro de PAP, foram detectados pontos de inflexão nos 

pulsos de pressão e foram geradas séries, batimento a batimento, com valores 

de intervalo de pulso (IP) e pressão arterial sistólica (PAS) para cada ciclo 

cardíaco. Os dados de PAS e IP no domínio da frequência foram convertidos 

para o programa computacional Cardioseries v2.4 

(http://www.danielpenteado.com) e foi realizada a análise de variabilidade. 

Séries temporais batimento a batimento com valores de IP e PAS foram 

reamostradas em 10Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolação de linha de 

spline cúbica, 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 sobreposição 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 excluídos. Os 

segmentos foram integrados nas bandas de baixa frequência (LF: 0,20 – 0,75 

Hz), alta frequência (HF: 0,75 – 3,00 Hz) e muito baixa frequência (VLF: < 20 Hz) 

e os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms² ou mmHg²) e 

normalizadas (nu). Os valores normalizados foram obtidos calculando-se a 

potência relativa das bandas LF e HF considerando a potência total do espectro 

subtraindo a potência da banda VLF. Para avaliar o equilíbrio simpatovagal 

cardíaco, foi calculada a razão entre a potência das bandas LF e HF (LF/HF) do 

espectro de IP.

Análise espontânea do barorreflexo

    A sensibilidade do barorreflexo (BRS) foi avaliada no domínio da 

frequência usando o Método de Sequência. Usando o programa computacional 



CardioSeries v2.4 (http://www.danielpenteado.com), séries temporais batimento 

a batimento com valores de IP e PAS foram usadas para análise de BRS. As 

séries temporais foram analisadas quanto a sequências de quatro ou mais 

batimentos em que aumentos progressivos na PAS foram acompanhados por 

aumentos progressivos no IP, ou diminuições progressivas na PAS foram 

acompanhadas por diminuições progressivas no IP. Para detectar alterações na 

PAS e IP, foram utilizados limiares de 0 mmHg e 0 ms, respectivamente. Após 

detectar uma rampa de PAS (sequência de quatro ou mais batimentos), na qual 

aumentos progressivos ou diminuições na PAS foram acompanhados, ou não, 

por aumentos ou diminuições no IP, o programa de computador procurou por 

alterações no IP sem intervalo algum, ou seja, atraso de zero batimento. Uma 

sequência de barorreflexo foi utilizada somente quando o coeficiente de 

correlação (r) entre os valores de PAS e IP foi maior ou igual a 0,8. O BRS foi 

determinado a partir da inclinação média da linha de regressão linear entre os 

valores de PAS e IP de cada sequência de barorreflexo encontrada. O ganho Up 

(BRR Up) indica rampas de aumento de PAS seguidas por aumento de IP e o 

ganho Down (BRR Down) indica rampas de diminuição de PAS seguidas por 

diminuição de IP. O índice de efetividade do barorreflexo (IEB) avalia quantas 

rampas tiveram respostas barorreflexas, em relação ao número total de rampas 

de aumento ou diminuição da PAS.

Figura 1. Representação esquemática da metodologia utilizada no estudo 1, de acordo com o 
dia experimental e o procedimento realizado.



Estudo 2 – Análise do Balanço Redox

Eutanásia e coleta de tecidos

Sete dias após a estereotaxia, os animais foram submetidos a eutanásia. 

O corpo do estriado foi coletado para posterior dosagem de dopamina (por 

HPLC) para a confirmação do modelo de parkinsonismo. O útero e tíbia foram 

utilizados para análises morfométricas e determinação da eficácia da 

ovariectomia e tratamentos. Além disso, foram coletados artéria torácica e 

coração, separado em ventrículo direito e esquerdo, que foram armazenados em 

freezer -80ºC para posteriores análises de balanço redox. Para a realização das 

técnicas, os órgãos foram triturados e homogeneizados em PBS.

Dano Oxidativo

Proteína Carbonílica: são proteínas que passaram por modificações pela 

adição de grupos carbonil, tornando-as mais hidrofóbicas e resistentes à 

proteólise. A homogeneização dos tecidos é realizada em tampão fosfato 50mM. 

Em seguida, 150µL dessa homogeneização são divididos em dois tubos, sendo 

que um deles contém dinitrofenilhidrazina e o outro ácido clorídrico a 2M. Após 

1 hora, 500µL de ácido tricloroacético a 28% são adicionados. O precipitado 

resultante é então lavado com álcool absoluto e diluído em guanidina 6M. A 

leitura dos dois tubos é feita em 385nm, e o cálculo é realizado pela fórmula 

{[(AbsTubo2 – AbsTubo1)/ 0,011μM-1)] x (350μL/150μL)}, em que 0,011μM-1 

representa o coeficiente de partição da placa, e a relação 350/150 é a proporção 

entre o volume final e o volume inicial pipetado para a placa. Os valores 

resultantes são expressos em nmol/mg de proteínas.

Lipoperoxidação: Os lipídeos das membranas são facilmente oxidados. 

Assim podemos observar a lipoperoxidação de membranas biológicas através 

da detecção de produtos da lipoperoxidação, que reagem com o ácido 



tiobarbitúrico (TBARS). Na microplaca, são adicionados 50µL de ácido 

tricloacético a 2,8%, 50µL de ácido tiobarbitúrico a 1%, 5µL de cloreto férrico a 

1M e ácido ascórbico a 0,5M em 50µL do homogenato. Rapidamente a 

microplaca é levada a estufa por 45ºC por 30min. Logo em seguida, a microplaca 

é retira e resfriada em banho de gelo e lido em 535nm e 572nm. O cálculo é 

realizado por (Abs535 – Abs572)/0,05 e os valores expresso em nmol de 

TBARS/mg de proteína.

Malondialdeído: Ao término da lipoperoxidação, podem-se encontrar 

produtos mais prejudiciais, como o malondialdeído, capaz de se ligar a bases 

nitrogenadas e causar danos ao DNA. Nesse sentido, 300µL do homogenato são 

adicionados a 40µL de ácido tricloroacético a 28%, e aguarda-se por 15 minutos 

antes de adicionar 150µL de ácido tiobarbitúrico a 1%. Os tubos são então 

levados à estufa a 45ºC por 30 minutos. A leitura é realizada a 532nm. O cálculo 

é feito em relação ao padrão de MDA e expresso em mM/mg de proteínas.

Antioxidantes

Superóxido Dismutase: Esta enzima é caracterizada como a mais crucial 

na defesa dos organismos, sendo capaz de catalisar a conversão de superóxidos 

e hidrogênios em peróxido de hidrogênio e oxigênio molecular. Assim, para cada 

10µL de homogenato, são adicionados 120µL de tampão de carbonato de sódio 

50mM, 50µL de solução de EDTA 0,1mM contendo 96mM de NBT e 10µL de 

Triton X-100 0,6%. As amostras são incubadas por 2 minutos em temperatura 

ambiente. Posteriormente, são adicionados 10µL de hidroxilamina a 20mM, e a 

leitura é realizada a 560nm. O cálculo é feito pela porcentagem de inibição 

(Abs560 – Absbranco)/(Absbranco), este valor dividido por 50, que corresponde à 

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



específica pode ser calculada pela fórmula (% de inibição x 20) / (unidade de 

SOD x proteínas) e os valores são expressos em % de inibição/U SOD/mg de 

proteínas.

Catalase: É uma enzima capaz de decompor o peróxido de hidrogênio em 

água e gás oxigênio. Para conduzir o experimento, 10µL do homogenato são 

adicionados a 296µL de solução reagente (9mL de tampão Tris-HCl com 720µL 

de peróxido de hidrogênio P.A.). Após 2 minutos, a leitura é feita a 240nm, e o 

cálculo é realizado por meio da fórmula {[(Abs240/2)/2,8]/0,01}, onde 2,8 é o 

coeficiente de extinção do peróxido de hidrogênio e 0,01 é o volume da amostra. 

Os valores obtidos são expressos em µmol.H2O2.min-1/mg de proteína.

Glutationa S-transferase: Este tripeptídeo, presente nas células, 

desempenha uma função essencial em diversas atividades celulares, estando 

envolvido no metabolismo de xenobióticos e contribuindo para a proteção contra 

a lipoperoxidação. Na preparação do reagente, são adicionados 0,0093g de 

GSH e 0,0122g de CDNB a 19mL de tampão difosfato 0,1M. Posteriormente, 

20µL do homogenato são adicionados a 180µL desse reagente. Antes da leitura 

a 340nm, aguarda-se por 3 minutos em temperatura ambiente. O cálculo é 

realizado pela seguinte fórmula: {[(Abs340/3)/9,6] x 200/(proteína x 20)} x 20, onde 

9,6 é o coeficiente de partição GST/GSH, 200 é o volume final, e 20 é o volume 

da amostra. Os valores são expressos em µmol/min/mg de proteína.

Concentração de Proteínas

Proteínas: Realizada através da técnica de Bradford, que utiliza o corante 

de Coomassie, cuja absorbância pode ser medida a 495nm devido à sua 

coloração marrom. No entanto, ao interagir com as proteínas da amostra, sua 

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



Dosagem de óxido nítrico (nitrito)

Os órgãos e plasma coletados foram utilizados para a dosagem de nitrito 

(NO2-). Para isso, estes foram homogeneizados em PBS até uma concentração 

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

Foi realizada uma dosagem indireta por meio da quantificação de NO2-, 

após tratamento da amostra com cádmio, através de uma adaptação da reação 

colorimétrica de Griess. O tratamento de cádmio foi utilizado para converter todo 

o nitrato em nitrito nas amostras biológicas, proporcionando assim uma 

estimativa mais precisa do número total de NO nas amostras originais. Para 

determinar a concentração de NO2- de exemplo e curva de calibração foi 

preparada uma diluição de NaNO2 (Merck) em água destilada estéril para criar 

concentrações variando de 250 até 0 µM. Após isso, 100µL de reagente de 

Griess foram adicionados em duplicata aos poços das duas primeiras colunas 

de cada placa de microtitulação. A absorbância foi lida a 550 nm utilizando um 

leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em µM de NO2-. 

(NAVARRO-GONZÁLVEZ; GARCÍA-BENAYAS; ARENAS, 1998)

Figura 2. Representação esquemática da metodologia utilizada no estudo 2, de acordo com o 
dia experimental e o procedimento realizado.



Estudo 3 – Análises Histológicas e Apoptose

Cortes histológicos

Os cortes foram realizados utilizando o micrótomo RM2125 RT, da Leica 

Microsystems (Nussloch, Alemanha), com uma espessura de 5µm para as 

artérias e 6µm para os corações. Após a conclusão dos cortes, as tiras de 

parafina foram removidas e imersas em uma solução alcoólica de 15%, seguida 

por um banho a 50ºC por 30 segundos. Os cortes foram posteriormente fixados 

em lâminas tratadas com silano e deixados para repousar por 2 horas em uma 

placa aquecida à 40ºC, sendo utilizados apenas após um período de 48 horas 

para os procedimentos de coloração.

Coloração com Hematoxilina e Eosina (HE)

Após a desparafinação e hidratação do tecido, tanto os corações quanto 

as artérias foram submetidos à coloração com hematoxilina e eosina, visando a 

avaliação morfológica do tecido.

Coloração Sirius Red

Após o processo de desparafinação e hidratação do tecido, tanto os 

corações quanto as artérias foram sujeitos à coloração com Sirius Red por 1h 

em solução de picro sirus Red seguido por mergulho em solução de ácido acético 

1%, com o objetivo de quantificar o colágeno para avaliação da fibrose induzida 

por processo inflamatório.

Coloração de Weigert

Foi utilizado o kit Elastic Stain da Sigma-Aldrich® (Ref: HT25A-1KT). Após 

o processo de desparafinação e hidratação do tecido, tanto os corações quanto 

as artérias foram sujeitos à coloração de Weigert, com o objetivo de 

quantificação de fibras elásticas.



Avaliação 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). Após o 

processo de desparafinação e hidratação do tecido, tanto os corações quanto as 

artérias foram sujeitos ao teste de fluorescência TUNEL e observados em 

microscópio Axio Imager A1, Carl Zeiss (Göttingen, Alemanha) em cumprimento 

de detecção entre 515 e 565nm e excitação entre 450-500nm.

Análise das colorações

Após a execução dos procedimentos de coloração, as imagens foram 

capturadas utilizando o microscópio Axio Imager A1 da Carl Zeiss (Göttingen, 

Alemanha), com uma objetiva de 2,5x, 10x e 40x a variar da amostra. 

Posteriormente, as fotografias foram submetidas à análise no software Fiji 

ImageJ2, versão 2.14.0/1.54f.

Análise Estatística

Os dados dos 3 estudos foram analisados pelos mesmos testes 

estatísticos. Primeiramente, os dados foram avaliados quanto à normalidade das 

amostras (teste de Shapiro-Wilk), para definir o tipo de teste a ser realizado. Os 

dados com distribuição normal foram submetidos a análise de variância (ANOVA) 

de duas vias, seguido pelo pós-teste de Tukey, e seus resultados expressos 

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



como média ± desvio padrão. Os grupos que não apresentaram distribuição 

normal foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido 

pelo pós-teste de Dunn, e os resultados expressos como mediana ± intervalo 

interquartil. O nível de significância adotado foi de p<0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSÕES

5.1. Resultados Estudo 1 – Análise dos parâmetros cardiovasculares

Determinação da efetividade do tratamento com estradiol

Para determinar a eficácia do tratamento hormonal com estradiol, foi 

avaliado o peso do útero dos animais. A redução no peso uterino confirma a 

eficácia da cirurgia de ovariectomia, e o tratamento com veículo (óleo de 

amêndoas) não influenciou esse parâmetro. Por outro lado, o tratamento com 

estradiol resultou em um aumento significativo no peso uterino em comparação 

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 eficácia do tratamento (Fig. 4A).

Não foram observadas diferenças significativas no comprimento da tíbia 

dos animais (Fig. 4B), e a razão útero/tíbia (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 é uniforme e não interfere no 

parâmetro de peso uterino.

Determinação da efetividade da indução do parkinsonismo por 6 -
OHDA

A análise dos níveis de dopamina indicou que a concentração 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 lesão por 6-OHDA promoveu uma 

redução superior a 50% nos níveis de dopamina no estriado, confirmando a 



indução de parkinsonismo (Fig. 5). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito da 

lesão por 6-OHDA na concentração de dopamina (p<0,0001), e não houve efeito 

do tratamento hormonal nem interação entre esses fatores.

Parâmetros cardiovasculares, análise espectral da PAS e IP e 
análise da sensibilidade barorreflexa

A B C

Figura 4. Efeito do tratamento com estradiol e indução de parkinsonismo no peso 
uterino (A), comprimento da tíbia (B) e razão útero/tíbia (C) de ratas ovariectomizadas 
tratadas com estradiol ou veículo (óleo de amêndoas) e submetidas à lesão por 6-OHDA 
ou SHAM (veículo). O peso uterino e a razão útero/tíbia foram analisados por ANOVA 
de duas vias seguida pelo pós-teste de Tukey e os resultados estão expressos como 
média ± DP. O comprimento da tíbia foi analisado por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-
teste de Dunn e o resultado expresso como mediana ± intervalo interquartil. Nível de 
significância: 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.

Figura 5. Concentração de dopamina (DA) no estriado após 7 dias de infusão bilateral 
de veículo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo 
de amêndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliação dos parâmetros 
cardiovasculares. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo 
pós-teste de Tukey. Os resultados são expressos como média ± DP. Nível de 
significância: 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.



Para a análise dos parâmetros cardiovasculares basais, foram coletados 

dados de PAM e FC. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre os parâmetros avaliados (Fig. 6).

A B

Figura 6. Parâmetros cardiovasculares de ratas ovariectomizadas tratadas com 
estradiol ou veículo (óleo de amêndoas) e submetidas à lesão por 6-OHDA ou SHAM 
(veículo). Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de 
Dunn. Os resultados são expressos como mediana ± intervalo interquartil. Nível de 
significância: 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.

FC



Também não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 
nas análises espectrais de PAS e IP e na análise da sensibilidade barorreflexa 
(Fig. 7).

A B C
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Figura 7. Análise espectral de PAS e IP e sensibilidade barorreflexa de ratas 
ovariectomizadas tratadas com estradiol ou veículo (óleo de amêndoas) e submetidas à lesão 
por 6-OHDA ou SHAM (veículo). LFnu, HFnu, Ganho Barorreflexo Down e índice de 
efetividade barorreflexa (IEB) foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pós-
teste de Tukey e os resultados são expressos como média ± DP. Os outros dados foram 
analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn e os resultados são expressos 
como mediana ± intervalo interquartil. Nível de significância: 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.



Eletrocardiograma

No eletrocardiograma, realizado com os animais anestesiados, observou-

se uma diminuição na frequência cardíaca no grupo OVX+V-6-OHDA (226,37 

bpm ± 25,88), em comparação com o grupo OVX+V-SHAM (254 bpm ± 19,28) 

(Tabela 1). Não houve alterações 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 cardíacos por minuto. Durante o exame de 
eletrocardiografia, os batimentos cardíacos dos animais em questão foram registrados 
sob a influência de anestesia. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, 
seguida pelo pós-teste de Tukey Nível de significância: p<0,05. A letra (a) representa a 
diferença entre OVX+V-6-OHDA e OVX+V-SHAM.

Ao examinar o gráfico fornecido pelo eletrocardiograma (Figura 8), 

observam-se irregularidades nas linhas que constituem o exame. Há uma 

aparente oscilação, que poderia ser confundida com artefatos, exceto pela 

presença da onda U. Para esclarecimento, procederemos à análise das ondas e 

intervalos de forma separada (Figura 9).

Os gráficos da Figura 9 correspondem às amplitudes (AMP) e 

comprimento (COMP) das ondas do eletrocardiograma, analisadas de forma 

isolada. No gráfico A, está a representação da onda P, destacando um aumento 

na AMP (Fig. 9 A1) no grupo OVX+V-6-OHDA (0,053mV±0,012) em comparação 

com o grupo OVX+V-SHAM (0,038mV±0,002). Nos gráficos da onda Q (Fig. 9 

B1 e B2), sem identificação de diferenças estatísticas significativas. Os gráficos 

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 relação ao grupo OVX+V-SHAM (AMP: 0,166mV±0,01; COMP: 



23,25ms±2,56), além de uma maior AMP (0,207mV±0,02) no grupo OVX+V-6-

OHDA em comparação com o grupo OVX+V-SHAM (0,166mV±0,01). As 

variações mais notáveis são observadas nas ondas S e T. A onda S revela o 

maior número de alterações, incluindo a redução 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 comparação com o OVX+V-6-OHDA 

(0,228mV±0,018). Também são observados aumentos no COMP (Fig. 9 D2) nos 

grupos OVX+V-6-OHDA (16ms±1 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 à onda T, a AMP (Fig. 9E1) 

apresenta alteração 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 modificações, 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 possível observar os segmentos entre as ondas. Destaca-

se a presença de diferenças significativas no segmento PQ (Fig. 10 A) entre os 

grupos com parkinsonismo (OVX+E-6-OHDA: 14,88ms±1,87; OVX+V-6-OHDA: 

14,75ms±1,25). Entretanto, o segmento ST (Fig. 10 E) foi o que mais evidenciou 

divergências, 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: 



17,25ms±3,25), OVX+E-6-OHDA (30,22ms±2,02 vs OVX+V-6-OHDA: 

21,5ms±3,5), e OVX+E-6-OHDA (30,22ms±2,02 vs OVX+E-SHAM: 

24,44ms±1,92), indicando um aumento.

Figura 8. Representação esquemática das ondas de eletrocardiograma. O gráfico 
ilustra os traçados do eletrocardiograma em ratas fêmeas, com e sem indução de 
parkinsonismo, e submetidas a tratamento com estradiol ou veículo (óleo de 
amêndoas). Os registros dos eletrocardiogramas foram realizados a uma velocidade de 
25mm/s, na derivação DII. No entanto, ao aumentar a velocidade para 50mm/s, torna-
se mais evidente a visualização do traçado da onda U. As setas indicam anormalidades 
nos exames quando comparados ao grupo controle correspondente.



Figura 9. Resultados das ondas apresentadas no exame de eletrocardiograma em 
fêmeas induzidas ou não ao parkinsonismo e tratadas ou não com estradiol. Os gráficos 
A, B, C, D e E, representam a amplitude (AMP) e o comprimento (COMP) das ondas 
individuais. A análise foi realizada separadamente para cada onda, utilizando ANOVA de 
duas vias, seguido pelo teste de Tukey. Nível de significância: p<0.05.



Figura 10. Resultados dos segmentos apresentados no exame de eletrocardiograma 
em fêmeas induzidas ou não ao parkinsonismo e tratadas ou não com estradiol. Os 
gráficos A, B, C, D e E, representam os diferentes segmentos utilizados. A análise foi 
realizada cada segmento utilizando ANOVA de duas vias, seguido pelo pós-teste de 
Tukey. Nível de significância: p<0.05.



5.2. Discussão Estudo 1 – Análise dos parâmetros cardiovasculares

O modelo experimental de infusão de 6-OHDA é amplamente utilizado 

para avaliar disfunções motoras e bioquímicas na DP. A infusão dessa toxina 

diretamente no SNpc produz a degeneração dos neurônios dopaminérgicos, 

assemelhando-se ao que ocorre na DP em humanos (SIMOLA; MORELLI; 

CARTA, 2007). Neste estudo, a infusão bilateral de 6-OHDA no SNpc promoveu 

uma redução de mais de 50% da dopamina estriatal, corroborando com estudos 

que avaliaram disfunção 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 estrógeno não preveniu a 

depleção de dopamina no estriado, o que pode estar relacionado ao modelo 

experimental utilizando, já que a infusão bilateral de 6-OHDA diretamente na 

SNpc provoca lesão com efeitos rápidos e severos.

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

A relação entre hormônios ovarianos e doenças cardiovasculares ainda 

não está bem estabelecida, assim como sua participação na patogênese da DP. 

Poucos estudos avaliaram a função cardiovascular em fêmeas submetidas à 

indução de parkinsonismo e ainda não há informações sobre os mecanismos 

envolvidos.

Ratas ovariectomizadas submetidas à lesão bilateral por 6-OHDA 

mostraram uma redução na PAM, enquanto ratas não ovariectomizadas não 

apresentaram a mesma alteração, sugerindo a participação de hormônios 

ovarianos (DE CAMPOS et al., 2020). No entanto, no presente estudo, os grupos 

OVX+V-SHAM e OVX+V-6-OHDA não mostraram diferenças nos parâmetros 



cardiovasculares, diferindo de dados anteriores (DE CAMPOS et al., 2020). Além 

disso, o tratamento com estradiol também não resultou em alterações.

 Considerando que o tratamento com estradiol não modificou os valores 

de pressão arterial em fêmeas normais e lesionadas, seria possível entender que 

houve normalização dos parâmetros de pressão arterial pelo tratamento com 

estrogênio, indicando que este seria responsável pela proteção que as fêmeas 

tiveram em relação a alterações de pressão, e que diferiu dos machos. No 

entanto, o veículo de diluição utilizado para o tratamento, o óleo de amêndoas, 

é apontado em alguns estudos com potencial para aumentar a atividade 

antioxidante (AL-ATTAR, 2020; KORIEM; EL-ATTAR, 2022; OUZIR et al., 2021). 

Assim, é difícil apontar o estrogênio como único responsável pela reversão dessa 

disfunção.

A ausência de alterações cardiovasculares entre os grupos pode ser 

influenciada pelo uso do óleo de amêndoas como veículo de diluição, uma vez 

que, o óleo de amêndoas pode reduzir o risco de doenças cardiovasculares 

melhorando o perfil lipídico (OUZIR, 2021). Em pacientes com hiperlipidemia, a 

ingestão de 10 mL de óleo de amêndoas duas vezes ao dia durante 30 dias 

diminuiu os níveis de colesterol total e LDL, que, quando elevados, são fatores 

de risco para doenças cardiovasculares. Em ratos, o óleo de amêndoas 

administrado na dose de 800 mg/kg por 6 semanas foi capaz de reverter as 

alterações bioquímicas causadas pela intoxicação por chumbo em uma dose 

subletal (AL-ATTAR, 2020). Na dose de 1 mL/100g, administrada uma vez ao dia 

por 1 mês, foi capaz de restaurar os parâmetros sanguíneos, hepáticos e 

antioxidantes, alterados pela favismo (KORIEM; EL-ATTAR, 2022; OUZIR et al., 

2021).



Outra hipótese para explicar a proteção da disfunção cardiovascular em 

ratas é a maior concentração de dopamina no estriado das fêmeas em 

comparação com estudos usando machos submetidos ao mesmo modelo 

experimental. A concentração de dopamina no estriado de fêmeas submetidas 

ao parkinsonismo foi semelhante à de um rato macho normal. Apesar da redução 

significativa nos níveis de dopamina no estriado e da confirmação da lesão na 

SNpc, é possível que os níveis restantes de dopamina sejam suficientes para 

manter os parâmetros basais e prevenir as alterações cardiovasculares, 

autonômicas e barorreflexas que foram observadas em ratos machos (ARIZA et 

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

Apesar de os registros cardiovasculares não apresentarem diferenças 

significativas entre os grupos, a análise do eletrocardiograma revelou algumas 

alterações. O ECG se estabeleceu como uma ferramenta valiosa para detectar 

modificações na intensidade ou no tempo das atividades elétricas do coração. 

Sua eficácia é notável na identificação de mudanças funcionais, as quais 

refletem alterações nas leituras das ondas cardíacas capturadas pelo aparelho 

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

Inicialmente, no grupo com parkinsonismo (OVX+V-6-OHDA), houve uma 

transformação significativa na forma da onda P. Essas mudanças podem indicar 

desde o alargamento das câmeras atriais, ocasionando sobrecarga atrial, até 

bloqueios de condução, e servem como indícios de possíveis condições como 

fibrilação atrial (BACHAROVA; WAGNER, 2015; BAYÉS DE LUNA et al., 1988; 

ENRIQUEZ et al., 2015; MASSÓ-VAN ROESSEL et al., 2017; O’NEAL et al., 

2016).



Apesar de termos poucas informações sobre os aspectos do ECG em 

ratos, especialmente em relação ao parkinsonismo, é crucial investigar as 

possíveis variações que podem ocorrer.

É importante destacar que a fibrilação atrial está associada ao risco de 

morte súbita e uma de suas características distintivas é o aumento da frequência 

cardíaca (CHEN et al., 2013; KOENE et al., 2017). Contrariamente, os animais 

apresentaram uma redução na frequência cardíaca. Isso estabelece um ciclo, 

pois mudanças cardíacas podem causar hipoperfusão cerebral devido à 

formação de microêmbolos, 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 variação irregular na amplitude da onda R.

O que se destacou foi o aumento observado no segmento ST no 

eletrocardiograma, causado tanto pela indução do parkinsonismo, quanto pelo 

tratamento com estradiol, sendo ainda maior no grupo OVX+E-6-OHDA. Esse 

prolongamento está associado à extensão do potencial de ação dos ventrículos, 

servindo como um marcador indicativo de isquemia e possível ocorrência de 

eventos cardíacos graves. Essa disfunção parece estar ligada ao funcionamento 

do sistema nervoso autônomo, podendo resultar em arritmias cardíacas e, 

consequentemente, em desfechos fatais (LEEPER, 2003; SURAWICZ; 

KNOEBEL, 1984). Entretanto, neste caso, essas alterações não parecem estar 

associadas a anormalidades funcionais, pois uma análise abrangente do 

complexo QRS não revela diferenças significativas. O complexo QRS, que 

reflete a despolarização ventricular, está associado à contração da musculatura 

ventricular (BAGLIANI et al., 2017). Consequentemente, as modificações 



individuais não parecem afetar a funcionalidade ventricular, sugerindo a 

possibilidade de um mecanismo de compensação em ação (DENKER et al., 

1983).

Houve redução da amplitude da onda T no grupo OVX+E-6-OHDA, e, de 

acordo com Woodrow (2009), uma onda T baixa pode estar relacionada à 

hipopotassemia, o que dificulta a repolarização das células miocárdicas. Este 

grupo experimental também apresentou uma onda U, que pode estar associada 

à hipocalemia, diminuindo a força de contração cardíaca (HAMLIN, 2005; 

KIHLGREN et al., 2023). Para confirmar essa situação, são necessários mais 

testes para complementar os dados obtidos.

A onda U está intimamente relacionada à fase diastólica do ciclo mecânico 

do coração. Ela surge imediatamente antes da segunda bulha, marcando o início 

do relaxamento ventricular, e é mais visível durante a fase diastólica após essa 

segunda bulha (MANNING et al., 2014; SCHIMPF et al., 2008). Essa onda 

parece estar associada às células miocárdicas profundas, que apresentam um 

potencial de ação mais prolongado. A presença da onda U pode refletir variações 

no processo de repolarização ao longo da parede ventricular, devido a diferenças 

de voltagem entre as regiões mais profundas, o endocárdio e o epicárdio 

(CHHABRA; SPODICK, 2013; LOCATI; BAGLIANI; PADELETTI, 2017; YAN; 

ANTZELEVITCH, 1998).

Embora raramente utilizada para fins de diagnóstico, a onda U pode 

influenciar a interpretação 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 redução na 



probabilidade de infarto do miocárdio (SPARROW et al., 1983), embora não 

exclua a possibilidade de doença coronariana.



5.3. Resultados Estudo 2 – Análise do balanço redox

Determinação da efetividade do tratamento com estradiol

Como no protocolo 1, a análise estatística 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 comparação com seus 

grupos controle tratados com veículo (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 eficácia do tratamento (Fig. 

11A). O comprimento da tíbia (Fig. 11B) e a relação útero/tíbia (Fig. 11C) indicam 

que não há diferenças estatísticas entre o tamanho dos animais e que isso não 

interfere no peso uterino.

Determinação da efetividade da indução do parkinsonismo por 6 -
OHDA

As ratas utilizadas para análise do equilíbrio redox também foram 

avaliadas quanto à concentração de dopamina no estriado para determinar a 

eficácia da lesão (Fig. 12). A ANOVA de 2 vias mostrou efeito da indução 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 redução na 

concentração de dopamina estriatal em comparação com os grupos OVX+V-

SHAM (11,022 ± 1,529) e OVX+E-SHAM (11,391 ± 1,923), respectivamente. A 

análise estatística não mostrou efeito do tratamento e interação entre os fatores.



Figura 11. Efeito do tratamento com estradiol e indução de parkinsonismo no peso uterino 
(A), comprimento da tíbia (B) e relação útero/tíbia (C) de ratas ovariectomizadas tratadas 
com estradiol ou veículo (óleo de amêndoas) e submetidas a lesão por 6-OHDA ou SHAM 
(veículo). O peso uterino foi analisado por ANOVA de 2 vias seguida pelo pós-teste de 
Tukey e seus resultados são expressos como média ± DP. O comprimento da tíbia e a 
relação útero/tíbia foram analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn e 
os resultados são 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. Concentração de dopamina (DA) no estriado após 7 dias de infusão bilateral 
de veículo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo 
de amêndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliação do balanço redox. Os dados 
foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pós-teste de Tukey. Os 
resultados são expressos como média ± DP. Nível de significância: 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. 
****p<0,0001.



Balanço redox no ventrículo direito

No ventrículo direito, a análise estatística dos dados de lipoperoxidação 

(Fig. 13A) apontou efeito da indução do parkinsonismo (p<0,0001). Houve 

redução da oxidação de lipídeos no grupo OVX+V-6-OHDA (0,121 ± 0,01) e 

comparados ao seu controle OVX+V-SHAM (0,209 ± 0,061). A indução do 

parkinsonismo também levou à diminuição da formação 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 redução na 

carbonilação de proteínas (Fig. 13C) (2,061 ± 0,669) comparado ao grupo 

OVX+V-SHAM (3,910 ± 0,841), e o tratamento com estradiol impediu que essa 

alteração ocorresse (OVX+E-6-OHDA: 3,647 ± 0,546). Não houve diferenças 

significativas entre os grupos nas análises de NO2- (Fig. 13D) e dos antioxidantes 

SOD (Fig. 13E), CAT (Fig. 13F) e GST (Fig. 13G).
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Figura 13. Quantificação de TBARS, MDA, PC, NO2
-, SOD, CAT e GST no ventrículo direito de 

ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou estradiol e induzidas ao 
parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os dados foram analisados por ANOVA 
de 2 vias seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados são 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.



Balanço redox no ventrículo esquerdo

No ventrículo esquerdo, a indução do parkinsonismo por 6-OHDA também 

provocou a redução de lipoperoxidação (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 carbonilação de proteínas (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 análise da 

quantificação do NO2- não apresentou diferença 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). Não houve alteração da 

SOD (Fig.14E).
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Figura 14. Quantificação de TBARS, MDA, PC, NO2
-, SOD, CAT e GST no ventrículo 

esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou 
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os 
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os 
resultados são 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.



Balanço redox na aorta torácica

Na aorta torácica, o tratamento com estradiol promoveu o aumento da 

carbonilação 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 análise apontou efeito do parkinsonismo 

(p<0,0001) e interação entre os fatores parkinsonismo e tratamento hormonal 

(p=0,0056).

As demais análises de balanço redox na aorta torácica não apresentaram 

resultados estatisticamente significativos.



Figura 15. Quantificação de TBARS, MDA, PC, NO2
-, SOD, CAT e GST na aorta torácica de 

ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou estradiol e induzidas ao 
parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). Os dados foram analisados por 
ANOVA de 2 vias seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados são 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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5.4. Discussão Estudo 2 – Análise do balanço redox

A confirmação da eficácia da lesão por 6-OHDA foi realizada a partir da 

concentração de dopamina no estriado, que reduziu mais de 50% nos grupos 6-

OHDA comparados aos seus respectivos controles SHAM. 

Efeito do estrógeno no balanço redox de ratas ovariectomizadas

A comparação entre os grupos OVX+V-SHAM e OVX+E-SHAM destaca 

as alterações causadas pelo tratamento hormonal com estradiol em ratas 

ovariectomizadas. 

Estudos relataram a associação entre hormônios gonadais e estresse 

oxidativo, que tem sido relacionado ao início de doenças cardiovasculares após 

a menopausa, bem como ao desenvolvimento da doença de Parkinson. Um 

estudo conduzido por EVSEN et al. (2013) mostrou que ratas ovariectomizadas 

apresentaram um aumento no estado oxidante total (TOS) e no índice de 

estresse oxidativo (OSI), bem como uma diminuição do estado antioxidante total 

no cérebro (TAS). Neste estudo, o tratamento com estrógeno, uma combinação 

com estrógeno e progesterona, e genisteína resultou em uma diminuição no TOS 

e um aumento de TAS, após 8 semanas, revertendo efetivamente o estresse 

oxidativo causado pela ovariectomia (EVSEN et al., 2013). No entanto, 

AGACAYAK et al. (2015) demonstraram que a ovariectomia não induziu 

nenhuma mudança nos níveis de TOS, OSI e TAS. Além disso, o tratamento com 

estradiol ou genisteína resultou em um aumento nos níveis de TOS e OSI 

(AGACAYAK et al., 2015).

Um estudo de revisão apontou que os hormônios sexuais femininos, 

especialmente os estrogênios, conferem uma variedade de efeitos protetores 

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



vascular e no miocárdio por meio de uma dupla ação que inclui a diminuição da 

geração local de ERO e o aumento de sua eliminação (ARIAS-LOZA; 

MUEHLFELDER; PELZER, 2013).

Em nosso estudo, o tratamento com estradiol foi capaz de diminuir a 

carbonilação de proteínas em comparação às ratas ovariectomizadas e tratadas 

apenas com veículo. Entretanto, como não houve alteração das barreiras 

antioxidantes avaliadas, não é possível concluir qual o mecanismo envolvido 

nesta alteração. Os outros parâmetros avaliados não sofreram efeito deste 

tratamento hormonal. Possivelmente, a ovariectomia por si só, sem outras 

condições patológicas envolvidas, não alterou o balanço redox neste espaço de 

tempo do experimento (15 dias).

Efeito da indução do parkinsonismo no balanço redox de ratas 
ovariectomizadas

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

o efeito da indução do parkinsonismo em ratas ovariectomizadas.

A 6-OHDA é uma neurotoxina catecolaminérgica seletiva frequentemente 

empregada na investigação da patogênese e progressão da doença de 

Parkinson (DP). Esta substância inibe diretamente a cadeia respiratória 

mitocondrial no nível do complexo I, gerando estresse oxidativo, um mecanismo 

molecular crucial para a degeneração da dopamina. Semelhante à 

neurodegeneração observada na DP, a perda neuronal catecolaminérgica 

induzida pela 6-OHDA está associada ao aumento do estresse oxidativo e 

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

Após a injeção unilateral de 6-OHDA em ratos Wistar, Haddadi et al. 

(2020) observaram uma redução na atividade das enzimas antioxidantes, nos 



níveis de GSH e na razão GSH/GSSG, além de um aumento na peroxidação 

lipídica no mesencéfalo central após 15 dias. Lopez-Real et al. (2005) relataram 

um aumento da peroxidação lipídica no estriado e no mesencéfalo ventral sete 

dias após a lesão 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, depleção 

rápida de GSH e insuficiência de enzimas antioxidantes (HADDADI et al., 2020).

Em pacientes com DP, há diversas evidências de estresse oxidativo no 

sistema nervoso, envolvendo peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e de 

DNA, acúmulo de ferro, além da redução das defesas antioxidantes como SOD, 

CAT e GSH-Px (GANDHI; ABRAMOV, 2012; HEMMATI-DINARVAND et al., 

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

Em relação aos marcadores de estresse oxidativo periféricos, ainda não 

há consenso. Por meio de uma metanálise, WEI et al. (2018) investigaram 

alteração dos marcadores de estresse oxidativo circulantes em pacientes com 

DP, comparados com pacientes saudáveis. Os dados apontaram que estes 

pacientes tinham concentrações elevadas de 8-OhdG, MDA, NO2- e ferritina, 

juntamente com níveis séricos reduzidos de catalase, ácido úrico, glutationa e 

colesterol total (WEI et al., 2018).

Em modelos experimentais, há uma carência de estudos que investiguem 

o estresse oxidativo em órgãos do sistema cardiovascular. Essa falta de 

evidências é ainda mais acentuada em estudos envolvendo fêmeas.

A indução do parkinsonismo reduziu o dano oxidativo de proteínas e 

lipídeos no VD. No VE, houve diminuição na peroxidação lipídica, mas ocorreu 

um aumento no dano oxidativo a proteínas. Em ambos os ventrículos, as 



mudanças foram independentes da atividade das enzimas antioxidantes 

avaliadas. Possivelmente, barreiras antioxidantes não enzimáticas estariam 

envolvidas na melhora deste perfil oxidativo. Outros estudos são necessários 

para investigar essa hipótese.

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

O efeito do tratamento com estradiol em ratas induzidas ao parkinsonismo 

é evidenciado pela comparação 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 carbonilação proteica, no VE 

ocorre a redução neste parâmetro, além do aumento de CAT e GST.

De Jager e colaboradores identificaram um aumento de NO2- e 

hiporreatividade vascular na aorta torácica de ratos machos com parkinsonismo 

induzido por 6-OHDA (DE JAGER et al., 2018, 2023). No entanto, estudos 

anteriores com fêmeas (DE CAMPOS et al., 2020) e o presente estudo não 

encontraram diferenças na quantificação de NO2- na aorta torácica 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) não resultaram em diferenças significativas na análise de NO2-, 

sugerindo que os hormônios ovarianos não influenciam essa medida. Por outro 

lado, o tratamento com estradiol em fêmeas com parkinsonismo resultou em um 

aumento da carbonilação de proteínas, indicando um efeito pró-oxidante.

Segundo FERRAZ et al. (2008), o estrógeno tem se mostrado como um 

protetor da dopamina estriatal contra lesões induzidas por 6-OHDA em neurônios 

da via nigroestriatal. No entanto, a extensão da neuroproteção proporcionada 



pelo estrógeno parece depender da gravidade da lesão provocada. Quando a 

neurotoxina é infundida diretamente na SNpc, resulta em morte celular mais 

rápida, levando a uma maior depleção de dopamina comparado aos modelos 

onde a neurotoxina é injetada no feixe prosencefálico medial ou diretamente no 

estriado. A escolha dos modelos experimentais pode desempenhar um papel 

significativo nos benefícios do estrógeno observados nos estudos, assim, pode 

ser que este não tenha mostrado maiores benefícios devido ao modelo 

experimental utilizado (FERRAZ et al., 2008).

É difícil dizer se o estrogênio tem um perfil pró-oxidante ou antioxidante, 

além do fato de que não há semelhança entre os órgãos em relação ao dano 

oxidativo causado pela indução do parkinsonismo. Acreditamos que muitos dos 

achados tenham explicação nas funções exercidas pelos órgãos avaliados, 

sendo diferentes entre o ventrículo direito e esquerdo, onde é sabido que o 

ventrículo direito opera em baixas pressões e o esquerdo em altas pressões.

Sabe-se que as ERO estão envolvidas no envelhecimento do sistema 

cardiovascular e na patogênese de insuficiência cardíaca, bem como em suas 

condições predisponentes, como crescimento e remodelamento hipertrófico, 

além da aterosclerose, apoptoses e infarto do miocárdio. Em excesso, as ERO 

também alteram os sinais de contratilidade intracelular em cardiomiócitos, 

comprometendo a função ventricular e promovendo fibrose cardíaca (KWON et 

al., 2003; OBAS; VASAN, 2018; SEDDON; LOOI; SHAH, 2007). No entanto, a 

falta de estudos sobre o estresse oxidativo no coração em modelos de 

parkinsonismo dificulta a obtenção de conclusões mais assertivas com 

embasamento científico, ressaltando a necessidade de mais pesquisas nessa 

área.



Resultados Estudo 3 – Análises histológicas

Determinação da efetividade do tratamento com estradiol

A análise estatística dos parâmetros morfométricos (Fig. 16) de peso 

uterino, comprimento da tíbia e relação útero/tíbia 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 não tiverem influência do 

tamanho do animal, observado pelo comprimento da tíbia.
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Figura 16. Efeito do tratamento com estradiol e indução de parkinsonismo no peso 
uterino (A), comprimento da tíbia (B) e razão útero/tíbia (C) de ratas ovariectomizadas 
tratadas com estradiol ou veículo (óleo de amêndoas) e submetidas à lesão por 6-OHDA 
ou SHAM (veículo). O peso uterino e a razão útero/tíbia foram analisados por ANOVA de 
duas vias seguida pelo pós-teste de Tukey e os resultados estão expressos como média 
± DP. O comprimento da tíbia foi analisado por Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de 
Dunn e o resultado expresso como mediana ± intervalo interquartil. Nível de significância: 
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.



Determinação da efetividade da indução do parkinsonismo por 6 -
OHDA

A concentração de dopamina no estriado foi avaliada nos animais 

utilizados para as análises do estudo 3 (Fig. 17). A ANOVA de 2 vias confirmou o 

efeito da indução do parkinsonismo (p <0,0001). Como esperado, os grupos 

OVX+V-6-OHDA (2,371 ± 2,048) e OVX+E-6-OHDA (3,838 ± 2,265) 

apresentaram redução na concentração de dopamina estriatal em comparação 

com os grupos OVX+V-SHAM (9,663 ± 0,993) e OVX+E-SHAM (10,163 ± 2,046), 

respectivamente. Não houve efeito do tratamento e interação entre os fatores.

Figura 17. Concentração de dopamina (DA) no estriado após 7 dias de infusão bilateral 
de veículo (SHAM) ou 6-OHDA em ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo 
de amêndoas) ou estradiol, utilizadas para a avaliação do balanço redox. Os dados 
foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo pós-teste de Tukey. Os 
resultados são expressos como média ± DP. Nível de significância: 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.



Análises histológicas do coração

A análise morfológica do ventrículo direito (Fig. 18A) apontou que houve 

redução da espessura do tecido cardíaco no grupo OVX+E-6-OHDA (243,095 

µm ± 46,939) comparado ao grupo OVX+E-SHAM (292,422 µm ± 25,958). A 

ANOVA de duas vias apontou efeito do parkinsonismo (p=0,0024) e do 

tratamento hormonal (p=0,0074), mas não houve interação entre estes fatores. 

No ventrículo esquerdo (Fig. 18B), a indução do parkinsonismo causou a 

redução da espessura do órgão (OVX+V-6-OHDA: 450,304 µm ± 40,818 vs 

OVX+V-SHAM: 520,629 µm ± 34,106), e o tratamento com estradiol promoveu o 

espessamento da parede, independente a indução do parkinsonismo (OVX+E-

SHAM: 585,355 µm ± 41,066; OVX+E-6-OHDA: 532, 903 µm ± 44,552). Desta 

forma, a análise estatística mostrou efeito de ambos os fatores (p≤0,0001).

A avaliação de apoptoses nos tecidos (Fig. 19) indicou que, em ambos os 

ventrículos, a indução 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 indução 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. Avaliação morfológica com coloração de HE. Corte histológico de ventrículo 
direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou 
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As 
imagens foram utilizadas para avaliação da espessura do ventrículo direito (A) e ventrículo 
esquerdo (B), no aumento de 50x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 vias 
seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados são 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. Avaliação de morte celular por ensaio de túnel. Corte histológico de coração 
de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou estradiol e 
induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As imagens foram 
utilizadas para avaliação do número de apoptoses nos tecidos, em aumento de 400x. Os 
dados foram analisados por ANOVA de 2 vias seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os 
resultados são 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.



Os grupos 6-OHDA apresentaram redução da quantidade de colágeno 

presente no coração (Fig. 20), comparados aos seus respectivos controles 

(OVX+V-SHAM: 1,599 ± 0,231 vs OVX+V-6-OHDA: 0,564 ± 0,155; OVX+E-

SHAM: 1,454 ± 0,333 vs OVX+E-6-OHDA: 0,433 ± 0,031).
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Figura 20. Avaliação de colágeno no tecido com coloração de Sirius Red. Corte 
histológico de ventrículo direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas com 
veículo (óleo de amêndoas) 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 pós-teste de Tukey. Os resultados são 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.



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).
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Figura 21. Avaliação de quantidade de elastina no tecido com coloração de Weigert. 
Corte histológico de ventrículo direito e esquerdo de ratas ovariectomizadas tratadas 
com veículo (óleo de amêndoas) 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 pós-teste de Tukey. Os resultados são 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.



Análises histológicas da aorta torácica

As análises morfológicas (Fig. 22) e de apoptose (Fig. 23) da aorta 

torácica não apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos.
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Figura 22. Avaliação morfológica com coloração de HE. Corte histológico de aorta 
torácica de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou estradiol 
e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As imagens foram 
utilizadas para avaliação da espessura da aorta torácica (A), camada muscular (B) e 
túnica externa (C), em aumento de 100x. Os dados foram analisados por ANOVA de 2 
vias seguidas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados são 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.



A análise estatística apontou efeito da indução do parkinsonismo na 

quantificação de colágeno na aorta (Fig. 24) (p<0,0001). Os grupos 6-OHDA 

tiveram redução na quantidade de colágeno, 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 quantificação de elastina (Fig. 25), a análise apontou efeito do 

tratamento hormonal (p=0,025) e interação 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 alteração 

(OVX+E-6-OHDA: 5,358 ± 1,156).
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Figura 23. Avaliação de morte celular por ensaio de túnel. Corte histológico de aorta 
torácica de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo de amêndoas) ou 
estradiol e induzidas ao parkinsonismo com 6-OHDA ou controle SHAM (salina). As 
imagens foram utilizadas para avaliação do número de apoptoses no tecido, em 
aumento de 400x. Devido à ausência de pontos de apoptose, não há dados 
quantitativos. OVX+V-SHAM n=8; OVX+E-SHAM n=8; OVX+V-6-OHDA n=9; 
OVX+E-6-OHDA n=9.
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Figura 24. Avaliação de quantidade de colágeno no tecido com coloração de Sirius Red. 
Corte histológico de aorta torácica de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo 
de amêndoas) 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 pós-teste de Tukey. Os resultados são 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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Figura 25. Avaliação de quantidade de elastina no tecido com coloração de Weigert. 
Corte histológico de aorta torácica de ratas ovariectomizadas tratadas com veículo (óleo 
de amêndoas) 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 pós-teste de Tukey. Os resultados são 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.



5.5. Discussão Estudo 3 – Análises histológicas

Neste último estudo, a confirmação da eficácia da lesão por 6-OHDA foi 

realizada também a partir da concentração 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 estrógeno, enquanto a indução do parkinsonismo 

diminuiu esta espessura.

O crescimento hipertrófico do coração é uma adaptação ao estresse 

hemodinâmico que melhora o desempenho cardíaco e reduz a tensão na parede 

ventricular. A hipertrofia fisiológica é leve e reversível, ocorrendo devido ao 

exercício ou gravidez. Já a hipertrofia patológica, resultante de estresse crônico 

como hipertensão, leva ao aumento ventricular, disfunção miocárdica e fibrose, 

indicativos de insuficiência cardíaca e remodelação patológica. A hipertrofia 

patológica pode estar relacionada ao aumento excessivo de ERO ou à 

inflamação (SAMAK et al., 2016; SEDDON; LOOI; SHAH, 2007). O aumento da 

espessura cardíaca promovida pelo estrógeno poderia ser interpretada como 

uma tentativa compensatória do coração de melhorar seu desempenho; no 

entanto, poderia aumentar o risco de insuficiência cardíaca ou mesmo morte 

súbita.

Em ambos os ventrículos, o parkinsonismo provocou a morte celular por 

dano de DNA, induzindo a apoptose. A apoptose é um processo de morte celular 

programada caracterizada por diminuição de volume, formação de bolhas na 

superfície celular, condensação da cromatina, clivagem do DNA e formação de 



corpos apoptóticos, mediada por caspases (TURKMEN, 2017). Este resultado 

parece não estar relacionado às nossas avaliações de dano oxidativo. Desta 

forma, acreditamos que a apoptose nos ventrículos pode estar associada a 

outras fontes de ERO ou citocinas pró-inflamatórias. Estudos apontam que a 

inflamação participa da degeneração dos neurônios dopaminérgicos (XU et al., 

2017; ZHOU et al., 2019) e que as citocinas pró-inflamatórias podem induzir 

apoptose celular e necrose na nefropatia diabética (LUIS-RODRÍGUEZ, 2012; 

TURKMEN, 2017), e apoptose de células β pancreáticas na DM1 (EIZIRIK; 

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

A quantidade e a qualidade do colágeno extracelular são determinadas 

pelo equilíbrio entre sua síntese e degradação. A produção de colágeno 

apropriada é benéfica para preservar a integridade do coração, protegendo-o 

contra uma ruptura e mantendo sua sustentação, para que trabalhe como uma 

bomba muscular de forma eficiente (COWLING et al., 2019; KUROSE, 2021). O 

envelhecimento promove aumento significativo do colágeno no coração, 

caracterizando fibrose, tanto em humanos como em modelos experimentais. 

Este aumento pode estar relacionado com a perda dos miócitos, que não são 

substituídos a medida em que morrem, ou então, diminuição de sua degradação 

(DE SOUZA, 2002).

SIWIK et al. (2001) demonstraram que as ERO podem causar diminuição 

na síntese de colágeno e aumento da atividade da MMP (metaloproteinases da 

matriz), sugerindo um papel importante na fisiopatologia da remodelação 

miocárdica (SIWIK et al., 2001). Ainda, um estudo apontou o padrão de 

deposição de colágeno e o equilíbrio do sistema MMP-1/TIMP-1 são diferentes 

no miocárdio de pacientes hipertensos com ICS e ICD e que a degradação 



excessiva de colágeno pode estar relacionada ao comprometimento da função 

sistólica (LÓPEZ et al., 2006).

O colágeno e a elastina são os principais componentes da parede arterial 

e desempenham um papel fundamental na sua estrutura mecânica. A elastina 

compõe 90% da fibra elástica e possui uma taxa muito lenta de renovação, o que 

significa que a sua fragmentação devido ao envelhecimento ou a doenças tem 

efeitos crônicos nos tecidos afetados. Os diferentes tipos de colágeno têm 

estruturas distintas, o que resulta em funções biológicas variadas. Na parede 

arterial, os colágenos mais comuns são do tipo I, III e IV. A reticulação adequada 

do colágeno é crucial para as propriedades mecânicas do tecido, e qualquer 

comprometimento nessas fibras pode afetar significativamente a resposta 

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

A relação entre colágeno e elastina na parede dos vasos é de suma 

importância para a sua capacidade de deformação frente a variações de 

pressão. A alteração da quantidade e/ou arquitetura das fibras leva a alterações 

mecânicas e, portanto, funcionais (TSAMIS; KRAWIEC; VORP, 2013). Quando 

há aumento da deposição de fibras de colágeno na parede do vaso (fibrose), 

e/ou redução do número e do diâmetro das fenestras da lâmina elástica interna, 

em artérias de resistência, ocorre o aumento da rigidez, contribuindo para o 

aumento da resistência vascular periférica e hipertensão arterial. O contrário é 

verdadeiro: com a diminuição do colágeno e/ou aumento da elastina, a 

resistência vascular periférica é menor (MARGARIDA DE MELLO AIRES, 2019). 

Isto ocorreu na aorta torácica dos animais com indução do parkinsonismo, em 

que houve diminuição do colágeno e o aumento da elastina. O tratamento com 

estradiol reverteu apenas a alteração de elastina, e não de colágeno. Com o 



envelhecimento fisiológico, a quantidade de elastina na aorta torácica 

permanece a mesma, entretanto, sua concentração diminui, devido ao 

aparecimento de outras fibras, como por exemplo, o colágeno, que aumenta em 

quantidade (TSAMIS; KRAWIEC; VORP, 2013).



6. CONCLUSÃO

Nossos estudos sugerem que as fêmeas parecem ter certa proteção 

contra a lesão por 6-OHDA, prevenindo o surgimento de alterações 

cardiovasculares nos parâmetros basais. No entanto, a indução do 

parkinsonismo promoveu alterações 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 

análises, o tratamento com estrógeno não promoveu melhora, ou até mesmo 

exacerbou as alterações.

Diferentemente do esperado, os grupos com indução do parkinsonismo 

apresentaram menos dano oxidativo do que os grupos controle, sem promover 

aumento das barreiras antioxidantes avaliadas. Apenas no ventrículo esquerdo, 

o parkinsonismo promoveu aumento de danos às proteínas, e, 

coincidentemente, este foi o único local em que o estrógeno reverteu o estresse 

oxidativo por meio da ativação dos antioxidantes. 

Apesar dos dados de balanço redox não evidenciarem grandes 

alterações, vimos que o parkinsonismo provocou a apoptose de células 

cardíacas em ambos os ventrículos, e o tratamento com estradiol promoveu 

melhora neste quadro. Além disso, o estrógeno promoveu o espessamento das 

paredes dos ventrículos, o que acreditamos ser um mecanismo para melhorar o 

desempenho cardíaco.

Em resumo, a indução do parkinsonismo em fêmeas promoveu diversas 

alterações, mas estas não causaram problemas cardíacos funcionais 

observados neste estudo e, a relevância fisiopatológica dessas alterações ainda 

é desconhecida. O tratamento com estrógeno não pôde ser claramente definido 



como benéfico ou prejudicial em vários aspectos, mas parece ter promovido 

adaptações no coração para manter sua funcionalidade. Nossos dados 

levantaram novas hipóteses, e, portanto, mais estudos são necessários para 

avaliar os mecanismos envolvidos nas alterações observadas.
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8. ANEXO 1 – CARTA DE APROVAÇÃO DO PROJETO (CEUA)
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