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RESUMO
Agostinho BVF. Avaliacdo dos efeitos do tratamento com progesterona nas alteragdes
mesentéricas e intestinais em modelo experimental de isquemia e reperfusdo por ocluséo aortica

em ratos machos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2025

Introducdo: A isquemia é caracterizada pela reducdo do fluxo sanguineo para uma area ou
orgdo especifico. O baixo fluxo leva a diminuicdo de oxigénio e nutrientes e a ndo reversdo
deste quadro pode levar a morte celular. A restauracao do fluxo, reperfusdo, pode agravar danos
ja estabelecidos durante a isquemia. Dentre os 6rgdos do sistema gastrointestinal, o intestino é
possivelmente o mais sensivel, por conter células labeis facilmente lesadas pela isquemia.
Estudos recentes indicam diferencas na resposta ao choque, trauma ou sepse entre machos e
fémeas, constatando que fémeas sdo mais resistentes que machos. Trabalhos indicam que
horménios sexuais, como a progesterona, modulam lesdes inflamatorias, reduzindo inflamacéo,
estresse oxidativo e apoptose. Portanto o objetivo do projeto foi investigar o efeito do
tratamento com progesterona na lesdo mesentérica e intestinal em modelo de isquemia e
reperfusdo ocasionado por oclusdo aodrtica. Métodos: Ratos Wistar machos foram
randomizados em quatro grupos: Sham (falso operados, n=12), IR (isquemia por 30 min e
reperfusdo por 2h, n=12), Pré P4 (progesterona 2 mg/kg, i.v., 30 min antes da isquemia, n=12)
e Pos P4 (progesterona 2 mg/kg, i.v., na desoclusdo, n=12). Foram avaliados: motilidade,
permeabilidade intestinal e microvascular, atividade de mieloperoxidase, morfometria
intestinal, mediadores inflamatdrios séricos, interacdo leucocito-endotélio por microscopia
intravital, expressao proteica (imunohistoquimica) e génica (PCR em tempo real) de moléculas
relacionadas a inflamacdo. Resultados: Os animais do grupo Pds P4 apresentaram reducdo
significativa da quimiocina CINC-1 no soro em relacéo ao grupo IR (P<0,001). Observamos a
diminuicdo do transito gastrointestinal no grupo IR em comparagdo ao Sham, que foi
restabelecida no grupo Pdés P4 em relagcdo ao IR (P= 0,005). A permeabilidade da barreira
intestinal aumentou no grupo IR em relagdo ao Sham e foi reduzida no grupo Pré P4 em
comparagdo ao IR (P=0,004). Ja4 em relagdo a permeabilidade microvascular, os animais do
grupo Pds P4 exibiram um menor extravasamento em comparagdo ao IR (P= 0,250). No
mesentério, observamos que o nimero de leucdcitos aderidos e migrados aumentou no grupo
IR em relacdo ao Sham (P<0,001) e foi reduzido nos grupos tratados com progesterona. A

expressao de P-selectina nos vasos mesentéricos diminuiu no grupo Pés P4 em relacdo ao IR



(P=0,037). Ainda, a atividade de MPO intestinal foi menor no grupo Pré P4 (P=0,064) e sua
expressao proteica foi reduzida nos dois grupos tratados (P< 0,001). Houve uma reducgéo de
Caspase-3 nos animais do grupo Pré P4 em relacdo ao IR (P=0,004). A expressao de eNOS
mesentérica no grupo Pré P4 aumentou comparativamente ao IR (P = 0,002). Concluséo: A
administracdo de progesterona apresentou beneficios no transito gastrointestinal, preservando
a barreira intestinal e a perfusdo microcirculatoria mesentérica. Também modulou a inflamacéo,
reduzindo a interacdo leucocito-endotélio e a liberagdo de mediadores inflamatérios. A
progesterona ndo mostrou impacto significativo nas alteracbes morfométricas da mucosa
intestinal, entretanto, foi capaz de reduzir os marcadores apoptéticos. Finalmente, a variacdo
dos efeitos conforme o momento da administracdo destaca a necessidade de estudos futuros

otimizando os protocolos terapéuticos.

Palavras chaves: Progesterona. Isquemia miocérdia. Reperfusdo. Mesentério



ABSTRACT
Agostinho BVF. Evaluation of progesterone treatment effects on mesenteric and intestinal
changes in an experimental model of ischemia and reperfusion by aortic oclusion in male rats
[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2025

Introduction: Ischemia is characterized by a reduction in blood flow to a specific area or organ.
Reduced blood flow leads to a decrease in oxygen and nutrients, and the failure to reverse this
condition can result in cell death. The restoration of blood flow, reperfusion, may exacerbate
the damage already established during ischemia. Among the organs of the gastrointestinal
system, the intestine is possibly the most sensitive due to its labile cells, which are easily
damaged by ischemia. Recent studies suggest differences in the response to shock, trauma, or
sepsis between males and females, with females demonstrating greater resistance than males.
Research indicates that sex hormones, such as progesterone, modulate inflammatory injuries by
reducing inflammation, oxidative stress, and apoptosis. Therefore, the objective of this study
was to investigate the effect of progesterone treatment on mesenteric and intestinal injury in a
model of ischemia and reperfusion induced by aortic occlusion. Methods Male Wistar rats were
randomized into four groups: Sham (sham-operated, n=12), IR (ischemia for 30 min and
reperfusion for 2 hours, n=12), Pre P4 (progesterone 2 mg/kg, i.v., 30 min before ischemia,
n=12), and Post P4 (progesterone 2 mg/kg, i.v., at reperfusion, n=12). The following parameters
were evaluated: intestinal and microvascular permeability, intestinal motility, myeloperoxidase
activity, intestinal morphometry, serum inflammatory mediators, leukocyte-endothelium
interaction via intravital microscopy, protein (immunohistochemistry) and gene (real-time
PCR) expression of inflammation-related molecules. Results: The animals in the Post P4 group
showed a significant reduction in serum CINC-1 chemokine levels compared to the IR group
(P<0.001). Gastrointestinal transit was decreased in the IR group compared to the Sham group,
but it was restored in the Post P4 group relative to IR (P=0.005). Intestinal barrier permeability
increased in the IR group compared to Sham and was reduced in the Pre P4 group compared to
IR (P=0.004). Regarding microvascular permeability, animals in the Post P4 group exhibited
less leakage compared to the IR group (P=0.250). In the mesentery, the number of adhered and
migrated leukocytes increased in the IR group compared to Sham (P<0.001) and was reduced
in the progesterone-treated groups. P-selectin expression in mesenteric vessels decreased in the

Post P4 group compared to IR (P=0.037). Additionally, intestinal MPO activity was lower in



the Pre P4 group (P=0.064), and its protein expression was reduced in both progesterone-treated
groups (P<0.001). Caspase-3 levels were reduced in the Pre P4 group compared to IR
(P=0.004). Mesenteric eNOS expression increased in the Pre P4 group compared to IR
(P=0.002). Conclusion: The administration of progesterone demonstrated benefits for
gastrointestinal transit, preserving the intestinal barrier and mesenteric microcirculatory
perfusion. It also modulated inflammation by reducing leukocyte-endothelium interactions and
the release of inflammatory mediators. While progesterone did not significantly impact
morphometric changes in the intestinal mucosa, however, it effectively reduced apoptotic
markers. Finally, the variation in effects depending on the timing of administration underscores
the need for future studies to optimize therapeutic protocols.

Keywords: Progesterone. Myocrdial ischemia. Reperfusion. Mesentery
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1 INTRODUCAO

As doencas do sistema circulatorio permanecem como uma das principais causas de
mortalidade no mundo. No Brasil em 2023 (DATASUS/Ministério da satde), foram registradas
386.086 mortes relacionadas a essas patologias, sendo as doengas isquémicas do coragéo
responsaveis por 117.192 6bitos e outras doengas cardiacas por 79.423. As doencas das artérias,
arteriolas e capilares, incluindo aneurismas e disseccOes da aorta (15.695 e 8.673,
respectivamente), totalizaram 24.368 mortes. Esses dados destacam a relevancia de
investigacGes continuas para aprimorar as estratégias terapéuticas e preventivas, visando
reduzir a mortalidade associada a essas condi¢Oes; especialmente em cirurgias que requerem a
interrupcao do fluxo adrtico, tal como transplantes de 6rgaos, correcBes de aneurismas aorticos,
substituicdes valvares, disseccBes de aorta e revascularizacdo miocardica, onde a manipulagéo
da aorta é frequentemente necessaria.

No entanto, essa abordagem pode resultar em transtornos isquémicos, ndo apenas em
Orgdos proximos a area de oclusdo, mas também naqueles mais distantes, podendo comprometer
0 suprimento de oxigénio e nutrientes para os tecidos, levando assim, a consequéncias
isquémicas em diferentes regides do corpo. (Netala et al., 2024). A oclusdo adrtica tem efeitos
significativos nos 6érgdos do sistema gastrointestinal, levando rapidamente a hipdxia aguda nos
tecidos, devido a subita diminuicdo do suprimento sanguineo nas artérias celiaca, mesentérica
superior ou mesentérica inferior. Essa privacdo de oxigénio pode gerar complicacdes e
consequéncias graves para a funcdo desses 6rgdos (Katseni et al., 2015; Mallick et al., 2004).

A auséncia de oxigénio impede a fosforilagdo oxidativa na mitocéndria, de modo que
a glicélise anaerdbica torna-se 0 meio de obtencédo de energia, sendo entretanto, menos eficiente
para a reposicdo do trifosfato de adenosina (ATP). O déficit de ATP prejudica o transporte ativo
de ions através da membrana, levando a um acumulo de sodio e &gua no interior da célula
(edema) e aumento da permeabilidade ao calcio para dentro da célula. Este, por sua vez, é
potencializado pela diminuicdo de seu transporte ativo para o meio extracelular, processo
dependente de ATP (Blikslager, 2008). A ndo formacdo de ATP e o acumulo de ADP
(adenosina difosfato) apresenta varios efeitos deletérios, incluindo alteracéo da forma da célula,
por contracdo de seu esqueleto; ativacdo de fosfolipases, com consequente liberacdo de
metabolitos do acido araquiddnico a partir da membrana celular e das organelas. Todos estes
efeitos contribuem para a possibilidade de morte celular, caso ndo haja a reversao deste quadro

tornando, essencial, o restabelecimento do fluxo sanguineo para a area afetada (lkhlas e
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Atherton 2023). Porém apesar de ser crucial para interromper os efeitos deletérios, a restauracdo
do fluxo sanguineo apds um quadro isquémico também pode agravar os danos ja estabelecidos
durante a isquemia. Durante a reperfusao, ocorre a disseminacao sistémica de produtos toxicos
gerados durante a fase de isquemia tecidual, quando ha o restabelecimento da circulagéo e
consequente oxigenacdo (Yao et al., 2019; Zhang et al., 2024).

Entre os 6rgdos do sistema gastrointestinal, o intestino é possivelmente o mais
sensivel, pois é composto por células labeis que sdo facilmente lesadas por episodios de
isquemia. Durante a fase de reperfusdo, o intestino é significativamente afetado, especialmente
em suas camadas mucosa e submucosa. Essa sequéncia de eventos pode resultar na ativacdo de
vias inflamatorias sistémicas (Clair & Beach, 2016). Evidéncias experimentais indicam que a
isquemia mesentérica esta associada a danos na mucosa intestinal e a diminuicdo da funcédo da
barreira intestinal, que sob condicBes fisioldgicas normais, protege o organismo contra a
translocacdo de bactérias do limen intestinal para a circulacdo (Bala et al., 2020; Brandt et al.,
2021).

Os eventos mais importantes que induzem a lesdo intestinal apds o processo de
isquemia e reperfusdo (I/R), sdo a geracao de espécies reativas de oxigénio, prostaglandinas e
ativacdo de neutrdéfilos, além da ativacdo estimulacdo dos mecanismos inflamatorios através da
migracdo de leucdcitos. (Eltzsching & Collard, 2004; Cerqueira et al., 2005). As espécies
reativas de oxigénio atuam promovendo a peroxidacdo lipidica lesando as membranas celulares,
promovendo a ativacdo e migracao de leucdcitos e liberando o &cido araquidbnico, que é
transformado em tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos. (Portugal-Cohen & Kohen R
2009).

O processo de I/R provoca disfuncdo endotelial, na qual as células endoteliais liberam
moduladores da resposta vascular, como o 6xido nitrico (NO) e a endotelina (ET). O NO é uma
molécula presente naturalmente no organismo e desempenha um papel fundamental como
vasodilatador, além de inibir a agregacdo de plaquetas e a adesdo de neutréfilos as células
endoteliais, contribuindo para a protecao vascular (Durakbasa et al., 1998; Mallick et al., 2004).
Por outro lado, as endotelinas sao peptideos produzidos pelo endotélio que atuam como potentes
vasoconstritores, regulando o ténus vascular, a presséo sanguinea e promovendo a proliferagdo
celular nos vasos (Mallick et al., 2004; Girn et al., 2007). O equilibrio entre esses mediadores
é essencial para a manutengdo da homeostase vascular.

Como parte da resposta inflamatéria, ha um aumento na producgdo e liberagdo de
moléculas de adesdo celular (CAMSs) e quimiocinas, que promovem maior interacdo entre

leucdcitos e outras células. Este processo leva ao recrutamento sequencial dos leucocitos,
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incluindo captura, rolamento, adesdo ao endotélio e diapedese, que sdo mediadas por moléculas
como as selectinas, membros da superfamilia das imunoglobulinas, e integrinas (Danese et al.,
2005). A ativacdo dessas moléculas de adesdo e o subsequente recrutamento de leucocitos
contribuem para a amplificacdo da resposta inflamatoria, exacerbando a lesdo tecidual, o que
sublinha a complexidade da resposta imune associada a I/R e sua repercussdo sistémica em
maltiplos 6rgdos. Os neutrdfilos séo as celulas efetoras da lesdo de I/R e analises de tecidos
expostos a lesdo de isquemia e reperfusdo, por técnica de microscopia intravital, revelam
resposta inflamatodria aguda caracterizada pelo aumento da aderéncia e migracéo de leucécitos
polimorfonucleares a nivel de vénulas pos-capilares, associado a aumento da permeabilidade
vascular & proteinas (Granger & Korthuis, 1995; Mallick et al., 2004). Os neutr6filos contém
enzimas que reduzem o oxigénio molecular a ion superoxido e produzem &cido hipocloroso,
fornecendo fonte adicional de metabolitos reativos do oxigénio (Nalini et al., 1993; Mallick et
al., 2004).

Durante a I/R, h&4 também uma intensificacdo na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como interleucina (IL)-1p, fator de necrose tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-
v, produzidas por leucdcitos e células endoteliais. Esses mediadores inflamatérios
desempenham um papel crucial na fisiopatologia da lesdo tecidual associada a I/R,
evidenciando a complexidade da interagdo entre mecanismos vasodilatadores, vasoconstritores
e a ativacdo imunoldgica, que levam a alteracdo endotelial nesse contexto. A producdo de
citocinas apds a lesdo de I/R desempenha um papel crucial na modulacdo da funcdo e
integridade tanto dos 6rgaos diretamente afetados quanto de érgdos distantes do local do dano
(Durakbasa et al., 1998; Mallick et al., 2004; Flessas et al., 2011).

Em modelos de I/R mesentérica, observa-se que diversas células, incluindo células
musculares lisas, células gliais entéricas e neurdnios, podem sofrer deterioracdo significativa ao
longo do processo. Dentre essas, destacam-se 0s neurdnios do Sistema Nervoso Entérico (SNE),
especialmente aqueles localizados nos plexos mioentéricos, que demonstram alta sensibilidade
ao estresse oxidativo e podem ser irreversivelmente danificados pela agdo da forma induzivel da
sintase do 6xido nitrico (iNOS) (Filpa et al., 2017). O SNE € organizado de maneira complexa e
desempenha um papel critico na regulacdo da motilidade intestinal, fluxo sanguineo, absorcao
de nutrientes, secrecdo, além de participar de processos imunolégicos e inflamatorios locais
(Grisham et al., 1999; Furness, 2000). A leséo resultante do processo de I/R intestinal ndo apenas
induz inflamacdo, mas também provoca alteracfes significativas nos neurénios mioentéricos,
comprometendo a fungdo motora intestinal e levando a uma redugédo da motilidade, o que pode

ter consequéncias sistémicas importantes (Filpa et al., 2017). Esses efeitos sdo fundamentais para
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compreender as disfungdes gastrointestinais associadas a I/R e o impacto na homeostase do trato
gastrointestinal.

Desta forma a inflamacéo intestinal esta associada a dismotilidade gastrointestinal que
pode persistir, prejudicando a qualidade de vida de pacientes e contribuir para morbidade em
diversas patologias (Spear & Mawe, 2019). Estudos experimentais mostraram alteracbes no
tamanho e na forma de neurdnios mioentéricos e da parede intestinal, associadas ao aumento da
permeabilidade vascular, disfuncdo da barreira mucosa e inflamacdo (Rivera et al., 2009;
Thacker et al., 2011). Nesse contexto, receptores especificos desempenham papéis importantes
na regulacdo dessas respostas. A familia dos receptores purinérgicos P2X, presente em cerca de
80 a 90% dos neurbnios do plexo mioentérico (Baraja-Lopez et al., 1996), esta intimamente
relacionada ao controle da motilidade intestinal (Galligan et al., 2000;) e pode ser influenciada
por alteracBes na homeostase celular decorrentes da isquemia e reperfusdo.Os receptores P2X
quando interagem com ATP podem determinar eventos associados a ativacdo da inflamacéo
(Booth et al., 2012; Li et al., 2012), como a liberagéo de IL- 1B e TNF-a e ativacdo do fator de
transcricdo NF-Kappa B (Hide et al., 2000; Di Virgiglio et al., 2017). Este receptor de membrana
¢ ativado por altas concentracGes de ATP é expresso por células que compdem a imunidade
adaptativa e exerce um importante papel em doencas do sistema nervoso, bem como doencas
cardiovasculares (Wei et al., 2008; Chen et al., 2018) e sua inibi¢do pode levar a diminuicdo da
inflamacdo em lesdo de I/R pulmonar reduzindo citocinas pro-inflamatérias (Duan et al., 2018),
bem como reduzir a lesdo de I/R cerebral em ratos (Chen et al., 2018). Assim, alternativas
terapéuticas que modulem a expressao destes receptores na regido mesentérica podem contribuir
reduzindo o processo inflamatério gerado pela I/R.

Desta forma, € apontado na literatura que tipos de traumas e choques graves,
potencialmente iniciam uma cascata de eventos intestinais como a intensa producao de citocinas,
aumento da permeabilidade intestinal, translocacdo de bactérias, liberagdo de endotoxinas
intestinais e apoptose (Grotz et al., 1999; Chen. et al., 2008). Além disso, sdo descritos danos
acentuados na estrutura da mucosa intestinal, que inclui a lesdo de células epiteliais e das
vilosidades, ulceracdo focal, fusdo de vilosidades adjacentes, atrofia da mucosa e diminuicdo das
juncdes de adesao dos enterdcitos (Chen. et al., 2008).

Nos ultimos anos, uma serie de estudos tém evidenciado diferencas na resposta entre 0s
sexos em situacdes de choque hemorragico, trauma e sepse, com fémeas apresentando uma maior
resisténcia comparada aos machos. Essa variagdo na resisténcia tem sido associada a influéncia
dos hormonios sexuais no curso da lesdo inflamatoria. Evidéncias clinicas e experimentais

demonstram que a administracdo de hormdnios femininos em ratos machos resulta em uma
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significativa reducgéo da inflamacdo e na preservagéo da integridade intestinal (Rocha de Sousa
et al., 2018). Este efeito protetor dos esterdides sexuais tém sido corroborado em diversos
modelos experimentais, incluindo estudos com ratos castrados e intactos, especificamente em
modelos de lesdo intestinal (Homma et al., 2005; Deitch et al., 2006; Proctor, 2008; Doucet et
al., 2010). Estes achados sugerem que 0s hormonios sexuais desempenham um papel crucial na
modulacdo da resposta inflamatdria e na protecdo do tecido intestinal durante eventos de
isquemia e reperfusao.

Portanto, tem se observado o papel protetor e regenerador de esterdides sexuais que
influenciam o processo da lesdo inflamatéria com destaque para a progesterona (P4), onde
trabalhos sugerem que sua administracdo em pdés-trauma encefélico poderia suprimir a
inflamacdo intestinal, proteger a estrutura da mucosa, reduzir a apoptose (Chen. et al., 2008);
bem como agir com suas potentes propriedades neuroprotetoras em modelos experimentais de
lesdo medular, lesdo cerebral e isquemia (Pettus et al., 2005; Vandenberk et al., 2013).

A progesterona € um hormdnio esteroide produzido principalmente pelo corpo liteo nos
ovarios, além de ser secretada pelas adrenais e pela placenta durante a gestacdo. Em homens, a
progesterona é sintetizada principalmente pelas glandulas adrenais e, em menor extensdo, pelos
testiculos, desempenhando um papel importante na regulacdo da producédo de testosterona e em
varias funcdes do sistema nervoso. Ela modula diversos processos fisioldgicos por meio de sua
interacdo com receptores especificos. Existem dois principais tipos de receptores de
progesterona, PR-A e PR-B, que sdo produtos do mesmo gene, mas apresentam diferentes
funcBes na regulacdo da resposta tecidual (Pang et al., 2015; You Y et al., 2020). O receptor PR-
A estd relacionado principalmente & modulacdo de atividades inflamatérias e efeitos
antiproliferativos, enquanto o PR-B estd envolvido na estimulacdo da proliferacdo e
diferenciacéo celular em tecidos alvo, como o endométrio e as glandulas mamarias. Além disso,
a progesterona também se liga a receptores ndo-genémicos, como o receptor de membrana da
progesterona (mPR), que medeia respostas rapidas em diferentes tipos celulares, inclusive no
sistema nervoso central e em células do sistema imunologico. Em estudos de leséo tecidual, a
progesterona tem demonstrado efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, modulando a apoptose
e a resposta ao estresse oxidativo, o que sugere um potencial terapéutico em situacfes de lesao
induzida por I/R (Li et al., 2012; Giile¢ Baser et al., 2018).

Os efeitos da progesterona sdo amplamente observados em diversos modelos
experimentais, destacando sua acdo através de diferentes mecanismos. Em modelos de I/R
cardiaca, a administracdo de progesterona tem demonstrado efeito cardioprotetor, caracterizado

por uma reducdo da inflamacdo, neutralizacdo dos radicais livres e aprimoramento da funcao
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contratil miocardica (Dhote & Balaraman, 2007). Além disso, estudos revelam que a
progesterona promove protecdo cardiaca por meio do aumento da expressdo do gene anti-
apoptotico Bcl-xl, evidenciando seu papel na prevencdo da morte celular programada (Morrissy
et al., 2010). Em modelos de I/R ovariana, o tratamento pré-operatorio com progesterona tem
demonstrado efeitos protetores, atuando na reducdo da apoptose e na mitigacdo do estresse
oxidativo. Este efeito é mediado pela modulacdo dos niveis de status antioxidante total (TAS) e
status oxidante total (TOS), apontando o potencial da progesterona na preservacao da integridade
tecidual (Baser et al., 2018). Esses achados ressaltam a progesterona como um agente terapéutico
promissor em estratégias de protecdo tecidual contra danos gerados pela I/R.

Reforgando o papel protetor da progesterona, Hend Jarras e colaboradores (2019)
investigaram seu impacto no modelo da Doenca de Parkinson em ratos, evidenciando a
capacidade da progesterona de atuar como um agente anti-inflamatério e neuroprotetor. A
administracdo de progesterona resultou na diminuicdo do ndmero de macréfagos e na
consequente reducédo da liberacao de 6xido nitrico e fator de necrose tumoral o (TNF-a), além
de promover um aumento nos niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) e na
supressdo do Fator Kappa B (NF-kB). Esses resultados indicam que a progesterona pode
modular a resposta inflamatoria, tanto no plexo mioentérico quanto no cérebro, exercendo
efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores significativos. Com base nessas evidéncias, este
trabalho investigou os efeitos do tratamento com progesterona nas alteracdes mesentéricas e
intestinais provocadas pela isquemia e reperfusdo, utilizando um modelo experimental de

oclusdo adrtica em ratos machos.

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O estudo tem por objetivo avaliar os efeitos do tratamento com progesterona nas
alteracbes mesentéricas e intestinais em modelo experimental de isquemia e reperfusdo por

oclusdo adrtica em ratos machos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Investigar as repercussdes sobre o quadro funcional do intestino e a integridade da

barreira intestinal;

2.1.2 Estudar as alteragdes da microcirculacdo mesentérica e as interacfes leucocito-
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endotélio;
2.1.3 Avaliar o efeito na reagdo inflamatdria local e sistémica;
2.1.4 Investigar as alteracGes morfoldgicas e celulares no intestino;

2.1.5 Avaliar o impacto nos neur6nios do plexo mioenteérico.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

e Grupo Sham (falso-operado) - animais submetidos a manipulagdo cirdrgica, porém sem
inducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo e sem infusdo intravenosa de progesterona
(n=12).

e Grupo IR - animais submetidos a manipulacdo cirurgica, e a isquemia adrtica por 30
minutos (n=12).

e Grupo Pré P4 (progesterona pré-isquemia) - 30 minutos antes da isquemia adrtica foi
administrada, por via intravenosa, a dose de 2mg/kg de progesterona (n=12).

e Grupo Pds P4 (progesterona pos-isquemia) - foi administrada, por via intravenosa, a
dose de 2mg/kg de progesterona no momento do despingcamento aortico (reperfuséo)
(n=12).

Figura 1: Delineamento experimental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

O presente projeto de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Coordenadoria de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (SDC: 4989/20/018 CEUA: 1425/2020). Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM)-11 do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram manipulados de acordo com a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica — DBCA (2016) do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal). Neste estudo foram utilizados 56 ratos machos Wistar, provenientes
do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, pesando entre 250 e 350
g. Os animais foram mantidos a 23 + 2°C, periodo de claro e escuro de 12 h, sem restri¢bes a
ingestdo de agua e racdo. Os experimentos foram divididos em duas etapas compostas de 7
animais por grupo para coleta de material biolégico e 5 animais por grupo para microscopia

intravital.

4.2 Anestesia e preparo dos animais

A anestesia foi induzida em camara fechada com isoflurano a 5 %, seguida de
intubacdo e ventilacdo mecanica através de ventilador para roedores (Harvard 683, Harvard
Apparatus, Inc, EUA). O plano anestésico foi mantido com isoflurano a 2 %. A ventilacéo foi
realizada com FiO2 de 60 %, volume corrente de 10 mL/kg e frequéncia de 70 ciclos por minuto.
Os animais foram colocados em decubito dorsal horizontal, passaram por tricotomia e
antissepsia da regido cervical ventral e na regido ventral proximo a inser¢do da cauda no
abdome. Em seguida, os animais foram posicionados em plataforma cirdrgica com aquecimento
local, para manutencdo da temperatura (37°C). Foi realizada a dissecc¢do e cateterizagdo da
artéria caudal com um cateter tipo politetrafluoretileno (PE) 10 para monitorizacdo da pressao
arterial distal. O controle da pressao arterial proximal foi feito de maneira indireta através da
disseccéo e cateterizacdo da artéria cardtida comum esquerda com um cateter tipo PE 50.

4.3 Inducédo da isquemia e reperfuséo
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Para a inducdo da isquemia, utilizamos o modelo descrito por Rocha de Sousa e
colaboradores (2018). O procedimento consistiu na introducdo de um cateter de Fogarty® 2F
(Edwards Lifesciences LLC, EUA) pela artéria carétida comum esquerda, aproveitando a
mesma incisdo realizada para a monitorizacdo da pressdo arterial proximal. O cateter foi
avancado cerca de 10 a 12 mm em sentido caudal até a aorta descendente proximal. Em seguida,
realizou-se a insuflacdo parcial do baldo com 0,04 mL de solug&o fisioldgica a 0,9%, seguida
de uma leve tracdo em sentido cranial, posicionando corretamente o baldo no 6stio da artéria
carotida comum esquerda. Nessa posicdo consegue-se, também, a oclusdo do Ostio da artéria
subclavia esquerda — importante via de circulagdo colateral — o baldo foi completamente
insuflado até a oclusdo total da aorta (aproximadamente 0,08 a 0,1 mL de solucdo fisioldgica a
0,9%). A aorta permaneceu ocluida por um periodo total de 30 minutos sem corre¢éo adicional
da presséo arterial proximal. Para a eficiéncia da oclusdo da aorta, observou-se uma imediata e
sustentada perda de qualquer deteccdo de pressdo arterial distal (proximo de zero). Foram
realizadas, ainda, mensuragdes pressoricas seriadas durante a oclusdo da aorta (isquemia) e
durante a reperfuséo (desinsuflacdo/retirada do cateter de Fogarty) (Figura 2). Os animais foram

mantidos e monitorados em reperfusao durante 2 horas.

Figura 2: Procedimento cirdrgico.
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4.4 Parametros hemodinamicos

Para a avaliagdo dos pardmetros hemodindmicos, a artéria carétida direita e a artéria
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caudal foram canuladas e os cateteres ligadas ao transdutor de pressdo (P23XL, Viggo-
Spectramed Inc., EUA), conectados a um sistema de multicanal de aquisicdo de dados
bioldgicos (Acgknowledge — Biopac Systems Inc., EUA). Os parametros hemodindmicos

foram obtidos continuamente ao longo do experimento.

4.5 Determinacdo do namero total e diferencial de leucécitos e plaquetas circulantes

Amostras de sangue (20 pl) foram coletadas da cauda dos animais, ao inicio do
procedimento cirurgico ap6s a intubacéo (basal), apds o periodo de isquemia (isquemia) e ao
término do periodo de reperfusdo (final). Contagens total e diferencial das células foram

realizadas com auxilio de um analisador hematoldgico (BC-2800vet, Mindray, China).

4.6 Determinacdo do namero total de células na medula 6ssea

Apds o periodo de 2 h de reperfusdo, os animais foram submetidos a eutanasia e o
fémur esquerdo foi cirurgicamente removido. Ambas as extremidades foram abertas e o canal
medular foi perfundido a partir da extremidade distal, pela introducéo de uma agulha acoplada
a uma seringa contendo 10 mL de PBS. As amostras foram centrifugadas durante 15 min a 453
X g, 0 pellet foi suspendido em 1 mL de PBS. Aliquotas de 20 pl da suspensao foram submetidas
a contagem em analisador hematologico (BC-2800vet, Mindray, China) e expressas como
celulas x109/L.

4.7 Determinacdo das concentragdes plasmaticas de mediadores inflamatérios e

hormonios

Apos o fim do experimento, a quantificagdo dos mediadores inflamatorios (TNF-a,
IL1-B, IL-6, IL-10 e HIF-1) foi realizada com a utilizag&o de kits comerciais (Duo SET, R&D
Systems® EUA). Os ensaios foram conduzidos seguindo as especificacdes do fabricante e a
densidade dptica obtida em espectrofotémetro (SpectraMax®, Molecular Devices, EUA). A
quantificacdo dos hormdnios (corticosterona e progesterona) também foi realizada com a
utilizacdo de kits comerciais (Cayman Chemical, EUA). Os ensaios foram conduzidos
seguindo as especificacbes do fabricante e a densidade Optica obtida em espectrofotémetro
(SpectraMax®, Molecular Devices, EUA).
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4.8 Estudo do transito intestinal

Os animais receberam imediatamente antes do procedimento anestésico por gavagem
0 volume de 1 mL da suspensdo de carvdo ativo a 20% (Lafan Quimica Fina LTDA, BR).
Decorrido o periodo de IR intestinal, os animais foram submetidos a eutanasia e um segmento
compreendido do piloro até o inicio do ceco foi removido para avaliacdo da distancia percorrida
pelo carvao (Ruwart et al,. 1980). A distancia foi determinada do piloro até o ceco, ou seja, do
intestino delgado, que contiver pelo menos 1 cm continuo de carvdo. A distancia foi calculada
em relagdo ao comprimento total do intestino delgado e expressa em porcentagem.

4.9 Estudo de permeabilidade da mucosa intestinal

Animais destinados ao estudo da microscopia intravital receberam, antes do
procedimento anestésico, por gavagem, o volume de 1 mL de salina tamponada com fosfato
(PBS) contendo 50mg/kg de Dextran-FITC (4kD, Sigma-Aldrich, EUA). Ao final do
experimento os animais foram exsanguinados e amostras de soro foram obtidas, protegidas da
luz e armazenadas a -80°C, para posterior leitura em espectrometria de fluorescéncia (495nm).
As concentracdes de Dextran-FITC nas amostras foram obtidas através de uma curva padrdo
2000-0.24 ng/mL na diluicdo seriada de 1:2. Objetivo desta técnica é quantificar quanto do

Dextran-FITC extravasa do sistema gastrointestinal para a corrente sanguinea.

4.10 Ensaio de permeabilidade vascular

A quantificagdo da permeabilidade vascular, para a avaliagdo do edema no intestino,
foi realizada por meio da determinacdo da concentracdo do corante azul de Evans (AE),
conforme técnica descrita por Sirois e colaboradores (1988). Para tanto, solucdo contendo 25
mg/kg do corante foram injetados por via endovenosa, no inicio da reperfusdo. Ao final do
experimento, fragmentos do intestino foram retirados, incubados em formamida (4 mL/g de
peso do tecido), a temperatura ambiente por 24 horas, enquanto outros fragmentos, do mesmo
animal, foram mantidos em estufa a 37°C por 3 dias consecutivos, para a determinacao posterior
de seu peso seco. A densidade dptica (DO) das amostras de AE extraido com formamida foi
obtida em espectrofotémetro (SpectraMax®, Molecular Devices EUA) em comprimento de
onda de 620 nm. A concentracdo de AE das amostras foi determinada com base na curva padréo

de absorbancia do corante. Os valores foram expressos em ug de AE/g de peso seco de tecido.
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4.11 Analise histomorfométrica

Fragmentos do intestino foram fixados em solucéo de formaldeido (10%). Os tecidos
foram entdo processados, emblocados em parafina, cortados (4 um) e corados
(hematoxilina/eosina) para andlise histopatologica em microscopio O6ptico. Analises
morfométricas convencionais foram realizadas em um corte por animal (n=5 por grupo). A
espessura total da mucosa, altura das vilosidades, profundidade da cripta e relacdo altura-
profundidade das vilosidades foram avaliadas por histomorfometria em 10 areas adquiridas
aleatoriamente de cada corte e dois observadores realizaram as avaliacGes, foi utilizado
Software NIS Elements (Nikon, Téquio, Japdo) e os valores médios de cada um foram

analisados por testes de correlacdo para determinar a variabilidade entre os observadores.

4.12 Microscopia intravital in situ de mesentério e analise do fluxo sanguineo

Para a observacdo da microcirculacdo mesentérica apés o final do periodo de
reperfusdo, foi realizada uma incisdo cutanea e muscular na porc¢éo lateral direita do abdome
para a exteriorizacdo do leito vascular mesentérico, conforme descrito anteriormente por
Nakagawa e colaboradores (2006). Os animais foram mantidos em decubito lateral direito sobre
uma placa acrilica aquecida a 37°C. A preparacao foi mantida imida e aquecida por superfusao
com solucdo de Krebs-Henseleit (pH 7,2 a 7,4) com a seguinte composicdo (mM): 113 NacCl;
4,7 KCI; 2,5 CaCl2.2H20; 25 NaHCO3; 1,1 MgS04; 1,1 KH2PO4 e 5 glicose, saturada com
uma mistura de gases (95% N2 5% CO2). O sistema consiste de microscépio triocular
(Axioplan 2, Carl Zeiss Co., Alemanha) acoplado a uma camara digital para captura de imagens
em movimento (Axiocam-HSB, Carl Zeiss Co., Alemanha) e microcomputador. O aumento é
de 425x. A interacdo dos leucdcitos com a superficie luminal do endotélio venular (vénulas
pos-capilares de 20 a 25 um de diametro) foi estudada em segmento escolhido do vaso,
conforme descrito anteriormente (Farsky et al., 1995). O nimero de leucdcitos que se movem
na periferia, em contato com o endotélio, foi determinado durante 10 minutos. O nimero de
células que permanecerem aderidas ao endotelio, por mais de 30 segundos, foi determinado em
extensdo de 100 um da vénula. Leucdcitos migrados para o tecido perivascular foram contados
em areas equivalentes a 5.000 um?. O percentual de perfusdo da microcirculagio mesentérica
foi determinado pela quantificagdo de vasos (<30 pm de diametro) com fluxo normal, dividido

pelo nimero total de vasos em uma area de 1,0 cm?.
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A determinacdo do fluxo sanguineo na microcirculacdo mesentérica in situ e in vivo
foi avaliada pela utilizagdo de probe (MNP110XP Fine Needle Probe) de 25 mm de extenséo e
0.48 mm de diametro acoplado a fluxémetro a laser (IN191 Laser Doppler Flowmetry, AD
Instruments, EUA). O sinal captado é proporcional ao fluxo de células sanguineas atraves da
microvasculatura. Portanto, a perfusdo microvascular é o produto da velocidade média das
células sanguineas e do numero médio de células sanguineas presentes no tecido sob incidéncia

do laser. Os sinais séo registados como unidades de perfusdo sanguinea.

4.13 Determinacdo da presenca de neutrofilos pela atividade da mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no intestino foi baseada na
metodologia descrita em Goldblum et al. (1985). Decorrido o periodo de reperfusdo, os animais
foram submetidos a laparotomia mediana e exsanguinados pela sec¢do da aorta abdominal.
Fragmentos de intestino foram removidos e congelados. Os tecidos foram pesados e
homogeneizados em 1 mL de tampao fosfato salina (PBS), pH 6,0, contendo 0,5% de brometo
de hexadecil-tri-metil-amoénio (HTAB) e 5 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(gentleMACS™ Dissociator, Miltenyi Biotec, Alemanha). As amostras foram centrifugadas a
80 x g durante 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante utilizado para determinar a atividade da
MPO. O ensaio foi conduzido adicionando a placas de 96 pocos: 185 pL de PBS, pH 6.0, 50
uL de H202 (0,0005%), 50 pL de orto-dianisidina (1,75 mg/mL) e 20 pL das amostras.
Decorrido o tempo de 10 minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 50 uL de azida
sodica (1,3%). A leitura foi feita em espectrofotdmetro (SpectraMax®, Molecular Devices,

EUA) em comprimento de onda de 450 nm.

4.14 Imunohistoquimica para pesquisa de sintases do 6xido nitrico e moléculas de adeséo,
endotelina 1, MPO, Bcl-2 e Caspase-3

Ao término do experimento, 0 mesentério foi cuidadosamente removido, imerso em
hexano, submetido ao congelamento em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C, preservando
suas caracteristicas para analises posteriores. Foram realizados cortes em série do mesentério
(10 pm), colocados sobre laminas silanizadas (Starfrost®, Knitellglass, Alemanha)
posteriormente fixados em acetona fria durante 10 min. As laminas foram lavadas com solucao
tampdo TRIS salina-tween (TBS-T), seguido de bloqueio de sitios inespecificos com tampéao

de bloqueio (2% BSA em TBS-T) e bloqueio da peroxidase enddgena (solucéo de H2O2 2%).



36

Para a imunodeteccdo, os anticorpos primarios anti-iNOS, anti-eNOS, anti-ICAM-1, anti-
VCAM-1, anti-Pselectina, anti-PECAM (1:100; Abcam; EUA), em solucéo de 2% BSA em
TBS-T e os cortes foram incubados overnight a 4°C. As laminas foram lavadas com TBS-T e
incubadas com solucdo 1:200 de anticorpo secundario anti-camundongo ou anti-coelho 1gGs
associados a HRP (Abcam e Boster, respectivamente, EUA) por 1 h a 37°C). Como substrato
para coloracao foi utilizado AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, Vector Laboratories, Burlingame,
EUA). Nas reacbes com marcagdes fluorescentes utilizou-se um anticorpo secundario
biotinilado (ICAM-1) ou conjugado com TRITC (P-selectina) 1:400 em solucdo TBS-T
contendo 1% de BSA durante 2 horas a 37°C. As laminas foram lavadas com TBS-T, incubadas
com 1:200 de estreptavidina-FITC (ICAM-1) (Southern Technologies), durante 2 h a 37°C.
Apdbs a lavagem com TBS-T, as laminas foram tratadas com meio de montagem contendo
iodeto de propidio (Vectashield®, Vector Laboratories, EUA).

Para investigar a expressdo da mieloperoxidase (MPO), Caspase-3 e Bcl-2 do intestino
delgado, os tecidos foram embebidos em parafina e seccionados a 4 mm, reidratados e
incubados com tampao citrato (pH 6,0) por 20 minutos a 100°C para recuperag@o do antigeno.
Posteriormente, os cortes foram lavados, blogueados e enxaguados conforme descrito
anteriormente, e incubados por 12 horas em temperatura ambiente com anticorpos de coelho
para MPO e Bcl-2 de rato (1:100; BosterBio) e anticorpos de coelho para Caspase-3 de rato
(1:100; Abcam). Apo6s a lavagem com TBS-T, as se¢des foram incubadas por 1 hora a 37°C
com anticorpos secundarios anti-coelho ligados a HRP (1:100; Boster), lavadas, coradas com
AEC (Vector Laboratories) por 5 a 10 minutos e contracoradas com hematoxilina. A marcacgéo
no tecido mesentérico foi identificada e a analise foi realizada através de sistema de aquisi¢do
de imagens com cadmera digital DS-Ri1 (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscdpio (Nikon)
e auxilio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Como controle negativo foram utilizadas
imagens de cortes incubadas na auséncia do anticorpo primario. Foram utilizados 5 animais por

grupo, 1 corte por animal e 10 imagens analisadas.

4.15 Real time PCR para expressdo génica de iNOS, eNOS e endotelina-1

Os genes foram quantificados quanto a expressdo através de PCR em tempo real, em
aparelho StepOne Plus® (Applied Biosystem, EUA). A extracdo de RNA do mesentério foi
realizada com a utilizacdo de kit comercial (Mirvana®, EUA), seguindo o protocolo do
fabricante. O cDNA foi transcrito (High capacity Reversetranscriptase kit, Applied Biosystem,

EUA) e a reagdo de PCR em tempo real realizada. Os primers utilizados foram Tagman
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(Applied Biosystem, EUA): GAPDH (Rn01775763 gl), p-actin (Rn00667869_m1%*), iINOS
(Rn00561646_m1*), eNOS (Rn02132634 s1*), endothelin-1 (Rn00561129 m1*). As
condicdes de ciclagem sdo de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 15

segundos 95°C e 1 minuto a 60°C.

4.16 Estudo do receptor P2X7 e nNOS no tecido intestinal

4.16.1 Preparacdo do material para imunohistoquimica

Os seguimentos intestinais foram obtidos dos animais submetidos aos procedimentos
descritos no item 3. Os segmentos do intestino foram colocados em PBS 0,01M. Os segmentos
foram limpos de seus conteudos, abertos ao longo da borda mesentérica e colocados em balsas
de isopor com a mucosa voltada para baixo, e esticados por meio de alfinetes. A fixacdo foi
realizada em solucdo 4% de paraformaldeido em 0,1M de tampéo fosfato de sddio, pH 7,0 a
4°C, por uma noite. A seguir, os tecidos foram clareados através de 3 lavagens de 10 minutos
cada, em dimetilsuféxido, seguido de 3 lavagens de 10 minutos cada em PBS. Os tecidos foram

armazenados em PBS contendo sddio-azida (0,1%) e mantidos a 4°C.

4.16.2 Método de Imunofluorescéncia

Segmentos do ileo, foram coletados e lavados em PBS 0,1 M (pH 7,4) seguida por
fixacdo de 3 horas em solucéo de paraformaldeido a 4% (pH 7,4). Ap6s a fixacdo e clareamento
dos tecidos, o material foi seccionado em fragmentos de cerca de 1cm?2 com o auxilio da lamina
de bisturi. Para o procedimento de dissec¢do, foi utilizado microscépio e para obtencdo dos
preparados de membrana os tecidos foram dissecados em camadas, removendo as camadas
mucosa, submucosa, e a camada muscular, mantendo somente a camada muscular longitudinal
com o plexo mioentérico. O preparado de membrana foi cortado ao meio, resultando em 2
preparados por animal, de 0,5cm?2 cada. Foram utilizados 5 animais para cada um dos grupos:
Sham, IR, Pré P4 e Pds P4, para cada imunoreatividade, para detectar a subpopulacdo de
neurodnios nitrérgicos (NNOS+) e o receptor de membrana da familia do P2X7.

As membranas foram lavadas trés vezes em PBS 0,1 M (pH 7,4) com Triton a 0,5% e
durante o processo mantidos sob agitagdo, apos as lavagens os segmentos foram submetidos ao
bloqueio de ligagdes inespecificas. Para este fim, foram incubadas por uma hora na solugéo
constituida por PBS com Triton-X100 0,5%, albumina de soro bovino a 2% e soro de cabra ndo

imune a 10%. Seguido disso, as membranas foarm submetidas a incubagdo com os anticorpos
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primarios, sendo eles: anti-nNOS (Boster, EUA) e P2X7 (Novus Biologicals, EUA), diluidos
em PBS com Triton-X100 0,1%, 2% de BSA e 2% de soro de cabra (1:1000; e 1:200) , sob
agitacdo durante 48 horas em temperatura ambiente. Apds a incubacdo com anticorpos
primarios, as membranas foram lavadas novamente por trés vezes por 5 minutos cada lavagem
em PBS 0,1 M (pH 7,4) com Triton-X100 a 0,1% e incubadas em anticorpo secundario
biotinilados: anti-rabbit (Boster, EUA) em dilui¢do 1:400, durante 2 horas. Apds a lavagem, as
laminas foram incubadas com estreptoavidina FITC 1:200, por 20 minutos. Ap6s nova lavagem,
foram montadas com Vectashild® (Vector, EUA), e armazenadas sob refrigeracdo, protegidas

da luz.

4.16.3 Anélises morfoquantitativas dos neurénios mioentéricos

Para a andlise da densidade dos neurdnios imunorreativos a nNOS e P2X7, foram
capturadas 30 imagens de cada animal dos preparados de membrana do plexo mioentérico. A
marcacdo no tecido intestinal foi identificada e a andlise atraves de sistema de aquisicdo de
imagens com camera digital DS-Ril (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscépio (Nikon) e
analisadas com auxilio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Foram contados todos os
neurdnios presentes nas 30 imagens e os resultados estdo expressos como neurdnios/cm?. Com
a ajuda deste mesmo programa a analise morfomeétrica foi realizada através da medida do perfil
de 100 corpos de neurdnios de cada animal. Os resultados morfométricos foram expressos em

pm?,

4.17 Andlise dos resultados

Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) ou mediana e
intervalos interquartis. Os dados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias, seguida dos testes de Tukey ou Bonferroni para compara¢des multiplas ou teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para compara¢Ges multiplas. As analises

estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Prism Software v.9.0.

5 RESULTADOS

5.1 Parametros Hemodinamicos
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A inducéo da isquemia deu-se pela ocluséo da aorta descendente, na altura da subcléavia
esquerda, por um periodo de 30 minutos, podendo-se observar que houve um aumento
transitorio desta pressao nos grupos submetidos a isquemia. A efetiva oclusdo pode ser
observada pela imediata e sustentada diminui¢do da PAM distal (+/- 10 mmHg), durante os 30
minutos de isquemia. No momento da oclus&o hd uma inversdo das pressées, sendo que a PAM
proximal se elevou, enquanto a PAM distal diminui. Ao desinsuflar do baléo (reperfuséo), as
PAM’s invertem-se novamente (Figura 3). Durante todo o periodo de estudo, houve diferencas

entre as pressdes do grupo I/R em relacdo aos animais do grupo Sham.
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Figura 3: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirirgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais
submetidos aos procedimentos cirlrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com
Progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia; Pos P4, animais tratados com Progesterona (P4, 2mg/kg)
no momento da desoclusdo adrtica. A seta preta indica 0 momento da oclusdo da aorta e a seta branca o inicio da
reperfusdo. Os valores representam a média£EPM (n=7). *P<0,05 em relacéo ao grupo Sham.

5.2 Concentracdo sérica de Progesterona e Corticosterona

Foi analisada a concentracdo de progesterona ao término das 2 horas de reperfuséo

para a confirmacdo do tratamento, como mostrado na Figura 4. Os animais do grupo Sham e
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animais submetidos a I/R apresentaram baixa concentracéo sérica de progesterona. Entretanto,
0s animais dos grupos tratados que receberam a progesterona Pré P4 e Pds P4 apresentaram
aumento na concentracao sérica do hormonio. Paralelamente, foi quantificada a concentragédo
sérica de corticosterona. Como todos os grupos foram submetidos ao estresse cirurgico e a

ventilagdo mecanica, ndo evidenciamos diferengas significativas entre eles.
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Figura 4: Concentraces séricas de progesterona e corticosterona dos grupos: Sham, animais submetidos apenas
aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos
seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indugdo da
isquemia; P6s P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo aértica. Os valores
representam a médiaxEPM (n=7). P ANOVA Progesterona 0,003 e P Kruskal-Wallis Corticosterona 0,343.

5.3 Alterac0es leucocitarias na circulacéo e celularidade de medula

Foram analisados os numeros totais de leucdécitos circulantes e paralelamente, foi
realizada a analise diferencial. Os resultados s&o observados na Tabela 1. Observamos aumento
significativo no nimero total de leucécitos circulantes apds a manipulacdo cirargica (Final -
Sham) bem como em comparacdo com o grupo IR, predominantemente essa diferenca se da
pelo nimero de granulécitos. Observamos também, a diminuigdo da quantidade de leucdcitos
totais e mondcitos no tempo final quando comparado com o inicial (basal), em todos 0s grupos
que passaram pelo processo de I/R.

Adicionalmente, todos os grupos submetidos ao processo de I/R apresentaram reducao
no numero de plaquetas no decorrer do experimento. No presente estudo, o0 componente celular
da inflamacaéo foi investigado inicialmente no compartimento sistémico (sangue e medula). N&o

foram encontradas alteragcdes no numero de células presentes na medula 0ssea (Figura 5).



Tabela 1 - Numero total e diferencial de leucécitos e de plaquetas circulantes
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3
Leucécitos/cm

Plaquetas
6
x10 /mL

Total

Linfécitos

Mondcitos

Granuldcitos

Basal 19800 + 2275,75 13557,14+1462,68 | 1028,57+112,78 | 5414,28+987,16 555,85+39,05
Sham Isquemia 16028,57+1904,09 8271,42+1104,69 | 771,42+101,68 |6985,71+1437,16 | 500,71+27,51
Final 35457,14+3238,59 *¢ 6042,85+535,79* | 1628,57+385,89 | 28200+2798,12** | 497,42+62,02
Basal 26600+2645,571 15957,14+1355,21 | 1471,42+189,88 | 8342,85+1888,16 | 522,28+58,75
IR Isquemia 24071,42+3750,09 12057,14+1576,29 | 1585,71+305,05 |10428,57+2226,54 495,7+56
Final 19042,85+1677,84 * | 10728,57+2131,58 | 828,57+106,26* | 7485,71+1338,51 | 344,28+89,28"
Basal 24828,57+2319,45 | 16114,28+1621,49 | 1257,14+161,62 | 7457,14+904,71 520,42+30,67
Pré P4 Isquemia 22000 +2858,82 14157,14+2121,64 | 1157,14+259,90 6700+1221,24 438,28+52,96
Final 15200+1917,46 * 7942,85+719,74* | 671,42+96,89° | 6585,71+1906,30 |304,14+100,84"
Basal 20085,71+646,39 11714,28+665,27 | 1257,14+61,16 | 7114,28+472,79 686,71+48,57
Pés P4 Isquemia 19600+1078,35 12228,57+969,22 | 1300+87,28 6342,85+428,09 550,85+51,83
Final 14985,71+1598,42* | 9142,85+1216,72 | 657,14+102,02* | 5185,71+1396,32 | 441,71+88,41"
pr— 0,325 <0,001 0,043 <0,001 0,001
P 2-way
ANOVA Pisquemia/ 0,030 0,030 0,478 <0,001 0,090
Pinteracio <0,001 0,129 0,001 <0,001 0,706

Tabela 1: Numero total e diferencial de leuctcitos e de plaquetas circulantes dos grupos: Sham, animais
submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos
procedimentos cirtrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; P6s P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da
desoclusdo adrtica. 7 animais por grupo. P tempo “p<0,05 em relagdo ao valor basal (inicial) do mesmo grupo, %p
<0,05 em relacédo ao grupo IR.
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Figura 5: Contagem do nimero total de leucocitos na medula dssea dos grupos: Sham, animais submetidos apenas
aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos
seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da
isquemia; P6s P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo aortica. Os valores
representam a médiaxEPM (n=7). P ANOVA 0 464,

5.4 Concentracao sérica de mediadores inflamatérios TNF-a; IL10 e IL-6 ,HIF-1 e CINC-
1

Podemos observar na tabela 2 as concentra¢fes de mediadores inflamat6rios apds a
I/R. Notamos que houve aumento na quantidade de TNF- a e IL-6 nos animais do grupo IR
guando comparados aos animais do grupo Sham, contudo, os tratamentos com progesterona
(grupos Pré P4 e Pds P4) ndo foram capazes de reduzir a quantidade dessas citocinas pro-
inflamatorias.

Na analise de IL-10 vemos um aumento nos animais do grupo IR em relacdo ao grupo
Sham, mas sem diferenca nos grupos que receberam tratamento com progesterona antes e apos
0 processo de isquemia (Pré P4 e Pos P4). Ao analisarmos a quantificacdo de HIF-1 (fator
induzivel por hipoxia) também ndo observamos diferencas nas concentragdes, em nenhum dos
nossos grupos experimentais. Por fim, analisando CINC-1, uma quimiocina analoga a IL-8 nos
observamos valores semelhantes dos animais Sham e IR e uma redu¢do no grupo P6s P4 quando

comparado ao grupo IR.
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Tabela 2 - Quantificacdo da concentracéo sérica dos mediadores inflamatorios TNF-a;
IL-6; IL-10; CINC-1e HIF-1

Mediadores Inflamatorios
TNF-a IL-6 IL-10 CINC-1 HIF-1

Grupos pg/mL

Sham 4,26+2,49 193,5+86,5 6,9+3,4 453,1+83,65 61,42+9,12
IR 15,5+6,02 2230046575  942,8+253" 235,6£32,42  109,5+25,29
Pré P4 18,03+7,02 5535047116  457,3+74,6 157,1+8,339  141,8+60,25
Pos P4 7,63+2,64 38443+8903  376,3+91,1 86,04+8,356*  54,53+10,14
P anova 0,145 0,0003 0,0004 0,0001 0,5232

* representa IR versos Sham (TNF-o P=0,043; IL-6 P=0,031 e IL-10 P=<0,0001).
# representa IR versos P4 Pgs (CINC-1 P=0,004)
Q representa IR versos Pré (1L-6 P=0,046)

Tabela 2: Quantificagdo da concentragdo sérica dos mediadores inflamatorios TNF-a; IL-6; IL-10; CINC-1 e
HIF-1 dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirurgicos; Isquemia e Reperfuséo (IR),
animais submetidos aos procedimentos cirlrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados
com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. 7 animais por grupo.

5.5 Alterag0es do transito intestinal

Analisamos de modo indireto a motilidade gastrointestinal, avaliando o transito de
particulas de carvao ativado. Podemos observar na Figura 6, que os animais submetidos ao
processo de isquemia e reperfusdo, grupo IR, apresentaram reducéo do transito gastrointestinal
guando comparados aos animais do grupo Sham. J& os animais tratados com progesterona do
grupo Pos P4 tiveram uma melhora neste parametro em relacdo ao grupo IR. N&o observamos

diferenca no grupo Pré P4,
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Figura 6: Alteracdo da motilidade intestinal dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos
cirurgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirurgicos seguidos por isquemia
e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia; Pés P4,

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores representam a
médiaxEPM (n=7). P ANOVA 0,005.

5.6 Permeabilidade da barreira intestinal

Para a avaliacdo da permeabilidade da barreira intestinal durante o processo de IR, foi
administrado aos animais antes do inicio do procedimento o polissacarideo Dextran (4kD)
associado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) por meio de gavagem. Podemos observar
(Figura 7), 0 aumento da quantidade deste marcador fluorescente no soro dos animais do grupo
IR, quando comparado ao grupo Sham, e a diminuicdo da quantidade do marcador no soro dos

animais do grupo Pré P4, mas ndo no grupo Pos P4.
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Figura 7: Quantificacdo da permeabilidade intestinal dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusédo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirirgicos seguidos
por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indugdo da isquemia;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores
representam a médiaxEPM (n=5). P ANOVA 0,004

5.7 Alteragdes na permeabilidade microvascular

A permeabilidade vascular foi avaliada por meio da técnica do extravasamento do
corante azul de evans (AE) (Figura 8). Os animais do grupo P6s P4 apresentaram valores
menores de AE em comparag¢do com 0s animais do grupo IR, indicando que o tratamento com
progesterona apds a isquemia e reperfusdo modulou positivamente as alteracBes na
permeabilidade microvascular gerada pelo processo. Ndo observamos diferencas nos animais

do grupo Pré P4,
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Figura 8: Avaliacdo da permeabilidade vascular medida em ug/mg, na relacdo peso Umido/seco, entre 0s grupos:
Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos
aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; PGs P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da
desoclusdo adrtica. Os valores representam a média+EPM (n=7). P Kruskal-Wallis g 550,

5.8 Analise do fluxo sanguineo no leito mesentérico

O percentual de perfusdo da microcirculacdo mesentérica foi observado a partir de um
fluxdmetro e nossos resultados destacados na Figura 9, mostram a diminuicdo da porcentagem
de fluxo nos vasos perfundidos nos animais do grupo IR em comparagdo com o grupo Sham.
Porém, nés também observamos que nenhum dos nossos tratamentos (Pré P4 e Pds P4) foram
capazes de influenciar no restabelecimento do fluxo sanguineo no leito mesentérico, uma vez

gue ndo foram observadas diferencas significantes com o grupo IR.
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Figura 9: Andlise do fluxo sanguineo mesentérico dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos seguidos
por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducéo da isquemig;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores
representam a média£EPM (n=5). P Kruskal-Wallis 0,023.

5.9 Andlise da perfusdo microcirculatdria

Para a analise da microcirculacdo mesentérica foi utilizada a técnica de microscopia
intravital e como demonstrado na Figura 10, observamos uma diminui¢do na porcentagem de
vasos perfundidos nos animais que passaram pelo processo de I/R (grupo IR), em comparacédo
com 0s animais do grupo Sham. Entretanto, observamos o aumento na porcentagem desses
Vasos nos animais que receberam o tratamento com progesterona previamente a lesao (Pré P4).
Né&o observamos diferencas significativas nos animais do grupo Pés P4. Na Figura 10 estdo as

fotomicrografias representativas de vasos no leito mesentérico.
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Figura 10: Andlise da perfusdo microcirculatéria dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirlrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirlrgicos seguidos
por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducéo da isquemia;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo aortica. Os valores
representam a médiaxEPM (n=5). P Kiuskal-Wallis 081

Figura 11: Imagens representativas do leito mesentérico dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirrgicos seguidos
por isquemia e reperfuséo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indug&o da isquemia;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica.
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5.10 Expressdo proteica das isoformas da sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) e
induzida (iNOS), e Endotelina-1 (ET-1)nos vasos do mesentério

Quantificamos a expressao proteica das isoformas das sintases do NO e ET-1 por
imunohistoquimica. Conforme mostrado na Figura 12, podemos observar um aumento na
expressdo de eNOS (A) nos vasos do mesentério dos animais do grupo Pos P4 em relacdo aos
animais do grupo IR. Ndo encontramos diferencas nos animais do grupo P4 Pré. Em relagdo a
INOS (B), notamos 0 aumento na porcentagem de células positivas nos animais do grupo IR
em relacdo aos animais do grupo Sham. Os tratamentos com progesterona nao tiveram nenhum
efeito sobre a INOS. Observamos também, um aumento de (ET-1) (C) nos vasos do mesentério
dos animais do grupo Po6s P4 quando comparados aos animais do grupo IR. Nenhuma diferenca

foi observada nos animais do grupo Pré P4.
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Figura 12: Expressdo protéica das isoformas da sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) (A), induzida (iNOS)
(B) e ET-1 (C) nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirlrgicos; Isquemia e
Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4,
animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducgdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com
progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desocluséo aortica. Os valores representam a médiatEPM de 5 animais
por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis eNOS 0,002, iNOS 0,006 e ET-10,248.
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5.11 Expressdo Génica Relativa das isoformas da sintase do 6xido nitrico endotelial
(eNOS) e induzida (iNOS), e Endotelina-1 (ET-1) no mesentério

Complementarmente a analise da expressdo proteica de eNOS, iNOS, e ET-1, foi
observada a expressdo génica relativa destas moléculas através da técnica de PCR. Os nossos
dados demonstram ndo haver diferenca estatistica na expressdo génica das moléculas

analisadas, em nenhum dos nossos grupos experimentais (Figura 13).
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Figura 13: Expressdo génica relativa das isoformas da sintase do dxido nitrico endotelial (eNOS) (A) induzido
(iNOS) (B) e de Endotelina-1 (C) nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirurgicos;
Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia e
reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia; Pos P4,
animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores representam a
média+EPM (n=5). P Kruskal-Wallis aNOS 0,733; INOS 0,970 e ET-1 0,174.

5.12 Interacgdo leuctcito-endotélio

Com o intuito de avaliar o comportamento celular nos vasos do mesentério, utilizamos
microscopia intravital. Conforme mostrado na Figura 14, nossos resultados indicam que nao
houve diferenca significativa na quantidade de leucdcitos em rolamento (Rollers, A) nos vasos

mesentéricos em nenhum dos grupos experimentais. Apesar disso, encontramos um aumento
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na quantidade de leucdcitos aderidos nos vasos dos animais do grupo IR quando comparados
ao grupo Sham (B). Também é possivel observar que tanto os animais do grupo Pré P4 quanto
do grupo Pés P4, apresentaram diminuicéo na quantidade desses leucécitos aderidos em relagédo
ao IR. Adicionalmente vemos o aumento do nimero de leucocitos migrados (C) nos animais
do grupo IR em comparacdo com o grupo Sham e também notamos, que 0s animais que
receberam ambos os tratamentos (Pré P4 e P6s P4), tiveram uma diminui¢do na quantidade

destes leucdcitos migrados em relacdo ao grupo IR.
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Figura 14: Contagem de leucdcitos rolantes (rollers) (A), aderidos (B) e migrados (C) nos vasos mesentéricos:
Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusao (IR), animais submetidos
aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da
desoclusdo adrtica. Os valores representam a médiazEPM (n=5). P Kruska-Wallis rglers 0,332; P ANOVA aderidos
<0,001 e migrados <0,001.

5.13 Analise da atividade e expressao de mieloperoxidase

Com o objetivo de avaliar a presenca/ativacao de neutrofilos no intestino avaliamos a

enzima mieloperoxidase. A andlise da atividade de MPO, bem como sua expressao proteica,
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estdo apresentadas na Figura 15 . Nossos dados indicam aumento da atividade (A) de MPO no
ileo dos animais do grupo IR, apontando que houve recrutamento ou ativacao de neutréfilos em
decorréncia da isquemia e reperfusdo. Por outro lado, observamos o efeito positivo da
progestero nos dois grupos tratados, prevenindo o aumento de atividade de MPO. Na expressao,
vemos um aumento nos animais do grupo IR em comparagdo com o grupo Sham e a diminuigéo

nos dois grupos que receberam a progesterona em comparagéo com o grupo IR.
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Figura 15: Andlise da atividade (A) e expressao (B) de mieloperoxidase no intestino nos grupos: Sham, animais
submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos
procedimentos cirtrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da
desoclusdo adrtica. Os valores representam a médiaxEPM de 5 animais por grupo (atividade) e expressao 5 animais
por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruska-Wallis Atividade: 0,073 e Expressédo p <0,001.

5.14 Andlise de Moléculas de Adesao Intercelular

Foram avaliadas as moléculas ICAM-1(molécula de adesdo intercelular-1), VCAM-1
(molécula de adesdo de célula vascular-1), PECAM-1 (molécula de adesdo celular endotelial
plaquetéria) e P-selectina. Os resultados expostos na Figura 16, mostram n&o haver diferencas
na expressdo de VCAM-1(B) em nenhum dos nossos grupos experimentais. Na anélise de
ICAM-1(A) notamos 0 aumento na expressao desta molécula nos animais do grupo IR quando
comparados ao grupo Sham, mas nenhuma diferenca dos grupos tratados com progesterona em
relacdo ao IR.

Contudo, ao analisarmos a expressao de P-selectina (C), vemos um aumento no grupo
dos animais que passaram pelo processo de IR em compara¢do com os animais Sham, e que o

tratamento apds a IR (grupo P6s P4) foi capaz de diminuir a expressdo da molécula nas células
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endoteliais, ndo havendo diferenca no grupo tratado previamente (Pré P4). Resultados
semelhantes foram encontrados na anélise de PECAM-1 (D), em que vemos nos animais do
grupo Pré P4 uma diminuicdo na expressao desta molécula de adesdo, quando comparada ao
grupo IR, mas ndo no grupo Pds P4. Na figura 17 estdo as fotomicrografias representativas da

imunohistoquimica para as moléculas de adesdo.
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Figura 16: Quantificacdo da expressdo das moléculas ICAM-1(A), VCAM-1(B), P-selectina e (C) PECAM-1 (D)
nos vasos da microcirculagdo mesentérica nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos
cirtrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia
e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia; Pés P4,
animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores representam a
média+EPM de 5 animais por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P AN°VA |CAM-1 0,050; VCAM-
10,859; P-selectina 0,037 e PECAM-1 0,122,
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Figura 17: Imagens ilustrativas de imunochistoquimica das moléculas de adesdo ICAM-1(A), VCAM-1(B), P-
selectina (C) e PECAM-1 (D) nos vasos da microcirculagdo mesentérica nos grupos: Sham, animais submetidos
apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos
cirtrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da
inducdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica.

5.15 Analise histologica

A anélise histomorfométrica do intestino permitiu avaliar o comprometimento da
mucosa intestinal em nosso modelo. Nossos dados estdo ilustrados na Figura 18 em que
podemos observar que os ratos submetidos a lesdo de I/R apresentam diminuicéo da altura das
vilosidades (A), da espessura total da mucosa (C), e também na razdo da altura das vilosidades
e cripta (D), quando comparados aos animais do grupo Sham. N&o encontramos diferenca na
profundidade das criptas (B). Contudo, ndo foram observados efeitos positivos da progesterona
em nenhum dos grupos tratados. Na Figura 19 estdo as fotomicrografias representativas de

intestino, aumento final de 100x.
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Figura 18: Analise histomorfométrica de intestino: (A) representa altura das vilosidades; (B) profundidade de
cripta; (C) espessura total da mucosa e (D) relacdo altura da vilosidade/profundidade de cripta, nos grupos: : Sham,
animais submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos
procedimentos cirtrgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4,
2mg/kg) antes da indugdo da isquemia; Pds P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da
desoclusdo adrtica. Os valores representam a média+tEPM de 5 animais por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens
analisadas. P ANOVA altura das vilosidades 0,002; profundidade da cripta 0,980; altura da mucosa 0,123; razdo da
altura da vilosidade e cripta p< 0,001.
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Figura 19: Fotomicrografias representativas de intestino dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirurgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirirgicos seguidos
por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Aumento final de 100x.
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5.16 Andlise de moléculas envolvidas na morte celular por apoptose

Analisamos as proteinas Bcl-2 e Caspase-3 e observamos um aumento significativo na
expressao de Caspase-3 nos animais do grupo IR quando comparados ao grupo Sham. Nos
animais do grupo Pré P4, houve uma reducdo de Caspase-3 comparado ao grupo IR (Figura
20). No entanto, no grupo Pos P4, essa diminuigdo ndo foi observada. Ao analisar a Bcl-2, ndo

encontramos diferengas em sua expessdo, em nenhum dos nossos grupos experimentais.
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Figura 20: Expressdo protéica de Bcl-2 e Caspase-3 nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos
procedimentos cirdrgicos; Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirirgicos seguidos
por isquemia e reperfusdo; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducéo da isquemig;
Pés P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusdo adrtica. Os valores
representam a média+EPM de 5 animais por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruska-Wallis
Caspase-3 0,004 e Bcl-2 0,325.

5.17 Expressdo de nNOS e receptor P2X7 nos neur6nios do plexo mioentérico

A andlise da expressdo de nNOS (Figura 21), nos neurbnios do plexo mioentérico,
avaliada pela densidade (A) e pelo perfil celular (B), ndo mostrou diferengas significativas entre
0S grupos.
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Figura 21: Imunofluorescéncia para a expressao proteica de éxido nitrico sintase neuronal (nNOS), densidade
(A), perfil celular (B) e fotomicrografias representativas (400x) das reacdes realizadas nas células neuronais do
plexo miontérico, nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirlrgicos; Isquemia e
Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirlirgicos seguidos por isquemia e reperfusdo; Pré P4,
animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducdo da isquemia; P6s P4, animais tratados com
progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desocluséo adrtica. Os valores representam a médiazEPM de 5 animais
por grupo, 1 corte por animal, 30 imagens analisadas. P AN°VA densidade 0,960 e perfil 0,042,

A analise da expressdo de P2X7 nos neurbnios mioentéricos do tecido intestinal ndo

revelou diferencas entre os grupos estudados (Figura 22).
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Figura 22: Imunofluorescéncia para a expressdo proteica do receptor P2X7 nas células neuronais do plexo
miontérico, andlise da densidade nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirdrgicos;
Isquemia e Reperfusdo (IR), animais submetidos aos procedimentos cirdrgicos seguidos por isquemia e reperfuséo;
Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da inducéo da isquemia; Pds P4, animais tratados
com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desocluséo adrtica. Os valores representam a média+tEPM de 5
animais por grupo, 1 corte por animal, 30 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis g 866,

6 DISCUSSAO

Este estudo oferece uma nova perspectiva sobre o uso terapéutico de horménios na
evolucdo do quadro de I/R adrtica em um modelo experimental. Obtivemos resultados positivos
nos grupos que receberam o tratamento com progesterona (P4) como a melhora do transito
gastrointestinal e a prevengdo do aumento da permeabilidade da barreira intestinal (mucosa),
impactando na formacdo do edema. O tratamento também foi capaz de reduzir o infiltrado
leucocitario no intestino, modulando a liberacéo de mediadores inflamatérios sistémicos. E bem
estabelecido que a circulagdo gastrointestinal € comprometida pela I/R adrtica, desencadeando
importantes alteracdes metabdlicas que resultam em lesdo tecidual, com a liberacdo de
mediadores inflamatdrios e aumento da expressdo de moléculas de adesdo endotelial (Rocha de
Souza et al., 2018). Em relagcdo a microcirculagéo, o tratamento com progesterona foi capaz de
manter a perfusdo nos microvasos mesentéricos, diferentemente dos animais ndo tratados que
passaram pela I/R e apesar de uma alteragdo pouco expressiva das moleculas de adesdo, houve
reducdo na quantidade de leucocitos aderidos e migrados. Embora a anélise histologica tenha
indicado danos na mucosa intestinal e auséncia de efeitos significativos com os tratamentos
propostos, foi observada uma reducdo nos marcadores apoptoticos sob acdo da progesterona.

Deste modo, os achados indicam que a administracdo de progesterona tanto anteriormente
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quanto ap6s a oclusdo adrtica, exercem efeitos positivos para atenuar o desenvolvimento da
leséo.

Em nosso trabalho, administramos a progesterona tanto em um contexto preventivo
quanto terapéutico (antes e apos a isquemia, respectivamente), em grupos distintos. De modo
geral, ambos os tratamentos demonstraram a capacidade de atenuar os efeitos prejudiciais
provocados pelo processo de I/R em diferentes anélises. A determinacdo de 2 horas como
periodo de reperfusdo reproduz trabalhos anteriores do grupo com este modelo. (Rocha de
Sousa et al., 2018; Sobral et al., 2022). Os resultados obtidos revelaram queda da pressao
arterial sisttmica devido a oclusdo aortica em todos os animais que passaram pela leséo de I/R,
0 que confirma a eficacia do modelo experimental utilizado. Em relagdo a dosagem sérica de
progesterona, nos grupos que receberam o tratamento observamos 0 aumento na concentracéo
em relacdo aos demais grupos, confirmando a efetividade da administracao.

Diversos autores relatam aumento de corticosterona apds a lesdo de isquemia e
reperfusdo, porém, acreditamos que o estresse causado pela gavagem, com 0S animais
acordados, somado ao estresse cirurgico possam ser fatores determinantes para nao
conseguirmos identificar diferencas em nossos grupos experimentais. Adicionalmente foram
avaliados os numeros totais de leucdcitos circulantes, acompanhados de uma analise
diferencial, encontrando-se aumento significativo no nimero total de leucécitos circulantes
apos a manipulacéo cirdrgica (Final — Sham) em comparacdo com o grupo IR, principalmente
atribuido ao aumento de granuldcitos. Nossos dados podem indicar influéncia do estresse
cirurgico associado a ventilacdo mecanica, favorecendo a mobilizacdo leucocitaria para o
compartimento vascular, com o predominio de granuldcitos. Observamos também reducdo nos
leucdcitos totais e mondcitos no tempo final em relacdo ao basal, em todos os grupos
submetidos a I/R. Além disso, todos o0s grupos expostos a IR apresentaram diminui¢cdo no
namero de plaquetas ao longo do experimento, como ja descrito por Sobral et al. (2022).

E sabido que a acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora da progesterona esta
associada com a reducdo da sintese e liberacdo de citocinas pro inflamatorias bem como a
inibicdo da ativacdo e migracdo de células imunes (Pettus et al., 2005; Raghupathy & Szekeres-
Bartho; 2022). Por conseguinte, avaliamos a expressdo de mediadores inflamatérios que
desempenham um papel fundamental na resposta inflamatdria durante a lesdo de I/R, sendo
mediadoras na comunicacdo celular e modulacdo da inflamagdo. Durante o processo de
reperfusdo, a privagdo de oxigénio e nutrientes geradas durante a isquemia, causa danos
teciduais que desencadeiam a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a ¢ IL-6, que

sdo rapidamente produzidas por células endoteliais, macrofagos e outras celulas imunes
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(Oruckaptan et al., 2009; Zhang et al., 2010; Flessas et al., 2011). Estudo prévio de nosso grupo
mostrou que neste modelo de I/R as concentracfes séricas de mediadores inflamatdrios, como
IL-1pB, IL-6 e IL-10 encontram-se elevadas (Sobral et al., 2022).

Em nossos resultados, observamos que a I/R elevou as concentracdes de TNF-a. IL-6
e IL-10, e também que a reducdo observada de CINC-1 nos animais do grupo P6s P4 pode ser
importante para reduzir o niamero de leucdcitos no tecido intestinal e na circulagdo mesentérica,
uma vez que as quimiocinas ativam os leucdcitos para desencadear a resposta imune por meio
da mobilizacdo celular. Experimentos com células humanas demonstraram que a reducdo dos
niveis de progesterona levou a um aumento da expresséo de IL-8 (analoga a CINC-1) (Zhao et
al., 2013). Ademais, estudos apontam que a progesterona possui efeitos benéficos em quadros
de sepse, promovendo a reducdo de citocinas inflamatorias, como IL-6 e TNF-a, ¢ restaurando
as atividades das enzimas antioxidantes em diferentes tecidos. Ademais, a progesterona
apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, atenuando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) bem como reduzindo a apoptose celular no tecido intestinal (Aksoy
et al., 2014). Em modelos experimentais, o tratamento com progesterona resultou em niveis
significativamente mais baixos de marcadores inflamatorios e oxidativos, como malondialdeido
(MDA), 6xido nitrico (NO), além de preservar de forma significativa a integridade da mucosa
intestinal (Karatepe et al., 2012).

Adicionalmente, o processo de I/R levou a diminuicdo do transito gastrointestinal e
resultados semelhantes foram vistos por Ricardo da Silva et al. (2021) e Umer et al. (2020)
utilizando um modelo de I/R intestinal direta. Nossos resultados mostram que o tratamento com
progesterona apods a isquemia foi capaz de reverter a reducdo da motilidade gerada pela I/R.
Este efeito pode estar associado as propriedades anti-inflamatdrias da progesterona no musculo
liso intestinal, que auxiliam na restauracdo da motilidade normal. A modulacdo das contragdes
do musculo liso pelo 6xido nitrico (NO), mediada por neurénios ndo-adrenérgicos e ndo
colinérgicos, € essencial. Portanto, alteracdes no nivel basal de NO ou na sua gera¢do induzida
pela I/R podem impactar significativamente a motilidade intestinal (Li et al., 2022).

Estudos apontam que a progesterona exerce um papel inibitorio nas células musculares
lisas intestinais, em parte por elevar a sintese de 6xido nitrico, 0 que induz o relaxamento do
masculo liso, contribuindo para um efeito inibitorio na motilidade gastrointestinal. Esse efeito
ocorre pela inibicdo de vias de sinalizacdo que levam a contragdo, como a Rho quinase
(Alqudah et al., 2022), ou pelo aumento de NO, promovendo a producdo de cGMP a partir do
trifosfato de guanosina (Al-Shboul et al., 2018). Por outro lado, um estudo realizado por Liu et

al. (2002) demonstrou que ratos machos tratados com baixas doses de progesterona (até 3
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mg/kg) apresentaram melhora na motilidade intestinal. Esses resultados sugerem que o efeito
da progesterona pode variar conforme a dose e o contexto experimental.

Além disso, a progesterona pode modular a resposta ao estresse oxidativo e a
inflamacdo, fatores cruciais na disfuncdo intestinal pés-isquemia. Por meio de suas
propriedades anti-inflamatorias, a progesterona desempenha efeitos neuroprotetores em
neurdnios do sistema nervoso central, periférico e entérico, sendo esses Ultimos essenciais para
a regulacdo da motilidade intestinal (Stein et al., 2008; Stegemann et al., 2023).

Consideramos em nosso modelo que o processo de I/R aortica resultou em aumento
da permeabilidade da barreira intestinal nos animais do grupo IR quando comparados ao Sham,
evidenciada por danos estruturais e possivelmente disfuncéo de juncdes epiteliais. A literatura
mostra que um evento crucial na cascata fisiopatoldgica da I/R intestinal é a ruptura da barreira
intestinal, decorrente da privacdo de oxigénio e nutrientes ao tecido. Essa condicao resulta em
danos teciduais, acompanhados pela geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativacdo
de vias de morte celular e desencadeamento de uma resposta inflamatéria subsequente a
reperfusdo do tecido (Grootjans et al., 2010; Shimada et al., 2024). No entanto, o tratamento
com progesterona antes do processo de I/R demonstrou um efeito protetor, preservando a
integridade da barreira intestinal. Esse efeito pode ser relacionado a capacidade da progesterona
de reduzir a inflamacdo e o estresse oxidativo, reforcando as juncBes entre as células epiteliais
e impedindo a translocacéo de endotoxinas e microrganismos para a circulagéo sistémica (Zhou
et al., 2019; van der Giessen et al., 2019). Um estudo conduzido por Zhou et al. (2019)
demonstrou que a progesterona foi capaz de reduzir a permeabilidade intestinal, promovendo o
aumento da expressdo de ocludina, uma proteina integrante das junc@es oclusivas. Além disso,
outros estudos evidenciam o papel benéfico da progesterona na preservacao das barreiras
intestinal e hematoencefalica, utilizando diferentes modelos experimentais, como na doenca
inflamatdria intestinal e no trauma encefalico. (Si et al., 2014; van der Giessen et al., 2019;).
Foi descrito também que o estrogénio e a progesterona aliviam o estresse do reticulo
endoplasmatico, diminuem a producao de citocinas pro-inflamatorias, estimulam a cicatrizagdo
de feridas e aumentam a fungdo de barreira das células epiteliais em modelos de doenca
inflamatdria intestinal (van der Giessen et al., 2019).

Outro aspecto avaliado neste estudo, foi a alteragdo da permeabilidade microvascular,
em que vimos a diminuicdo nos animais do grupo tratado apds a lesdo de isquemia em
comparacdo ao grupo IR. A lesdo de I/R resulta em aumento da permeabilidade vascular,
conforme observado em modelos de choque hemorragico e trauma (in vivo e in vitro)

(Bernardo-Castro et al., 2023). Kimizuka et al., (2004) mostraram que durante a reperfuséo de
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enxerto intestinal, h4 geracdo de espécies reativas de oxigénio, que sdo amplamente
responsaveis pela fisiopatologia do dano celular direto associado a leséo de I/R, causando danos
e morte das células endoteliais. Esse processo resulta na disfuncdo da microcirculacéo e na
ativacdo de potentes cascatas inflamatdrias, como liberacdo de citocinas, expressdo de
moléculas de adesdo e ativacdo de fatores de ativacdo plaquetaria. No contexto do trauma
encefalico, embora 0os mecanismos pelos quais a progesterona reduz o edema ndo estejam
completamente elucidados, sabe-se que a progesterona pode reduzir os niveis de aquaporina 4,
uma proteina de canal de 4gua da membrana, e modular o edema cerebral, além de inibir a
captacdo ativa de ions via Na/K-ATPase, o que também pode ser relevante para a regulagdo da
permeabilidade microvascular (Wei & Xiao, 2013).

O processo de isquemia leva a restricao do fluxo sanguineo e a diminuicdo da perfusédo
dos vasos mesentéricos. Em trabalho anterior, com modelo de isquemia e reperfusdo
observamos a reducao significativa do fluxo sanguineo intestinal no grupo IR em comparagéo
ao grupo Sham (Rocha de Sousa et al., 2018), mesmo resultado encontrado em nosso estudo.
Outros dados da literatura corroboram este quadro (Kimizuka. 2004) que consistente no
comprometimento microvascular tipico dessas condi¢cdes (Guan et al., 2008; Horer et al., 2014).
A reducdo no fluxo pode ser explicada pelo aumento da resisténcia vascular, inflamacgéo e
formagé@o de microtrombos que frequentemente acompanham a reperfusdo. Embora nossos
tratamentos com progesterona ndo tenham influenciado no fluxo sanguineo mesentérico,
trabalhos mostram a progesterona como sendo um horménio vasoativo modulando canais de
calcio e recuperando o fluxo sanguineo ap6s isquemia, que poderia ser um dos mecanismos
associados a este quadro. (Barbagallo et al. 2001).

Ao analisarmos a perfusdo na microcirculacdo mesentérica, observamos que a
administracdo de progesterona contribuiu para uma melhor perfusdo nos animais que receberam
tratamento prévio a isquemia quando comparados com os animais do grupo IR, sugerindo um
papel na modulagdo da microcirculagdo ap6s o evento isquémico. Esse efeito pode ser atribuido
a capacidade da progesterona de reduzir o estresse oxidativo e a inflamacao local, modulando
a sintese de NO (Omar et al., 1995; Smith et al., 2009; Aller et al., 2014), aumentando a
quantidade de vasos sanguineos perfundidos e promovendo a recuperagdo da fungdo vascular.
Assim, a progesterona pode representar uma estratégia terapéutica para minimizar danos
vasculares ap6s a I/R que provavelmente contribuem também com alteragcdes no transito
intestinal observadas neste estudo.

Neste cenario, 0 aumento da expressao proteica de eNOS e endotelina-1 nos animais

do grupo que receberam o tratamento com progesterona apos a isquemia sugere uma modulacéo
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favorével do equilibrio vasomotor. A endotelina é reconhecida como um potente vasoconstritor,
desempenhando um papel crucial na regulacdo do ténus vascular durante a resposta
inflamatdria, especialmente no cenario do processo de I/R, o qual pode levar a lesdo endotelial
e estresse oxidativo (Serracino-Inglott et al., 2001). O NO atua como uma molécula de
sinalizac&o celular; modula o tonus muscular sendo um potente vasodilatador, regula a secrecédo
de insulina e modula o ténus das vias aéreas e o peristaltismo intestinal (Andrabi et al., 2023;
Bu et al., 2022). No ambito da I/R, é observado que a ET e 0 NO exercem controle mutuo por
meio de mecanismos de feedback autocrino, 0 que impacta a expressdo tanto de endotelina
quanto das sintases de NO: eNOS e iNOS (Ozel et al., 2001). Diversos estudos apontam que 0
processo de I/R pode aumentar a sintese de compostos bioativos, incluindo a endotelina, o que
se reflete no aumento dos niveis plasmaticos dessa molécula (Ayada et al., 2005). Nossos
resultados demonstraram uma diminuicdo da marcacdo de ET em vasos do mesentério nos
animais do grupo IR em relacdo ao grupo P6s P4, sugerindo que, em vez de se acumular
localmente nas células endoteliais, ela pode estar sendo liberada na corrente sanguinea. Outro
ponto relevante estd relacionado a interacdo entre os esterdides femininos e a ET como
demonstrado em modelos celulares, evidéncias indicam que a progesterona, pode inibir a
liberacdo de ET (Morey et al., 1998; Sebzda et al., 2018), o que coincide com nossos achados
em que vimos o aumento de ET nos animais tratados do grupo Pds P4 em relacdo ao grupo I/R.
Além disso, Kiprono et al. (2013) demonstraram que a progesterona pode reduzir a secrecdo de
ET por células endoteliais em resposta a isquemia placentaria, sinalizando também que essa
molécula poderia se acumular no endotélio, uma observacdo que igualmente corrobora nossos
dados. Tendo em vista que a progesterona poderia inibir a liberagdo de endotelina, se mantendo
esta, acumulada no vasos, esses dados destacam a complexa interagdo da progesterona com a
funcdo endotelial em situacBes de I/R. Ainda no contexto cardiovascular, a progesterona é
conhecida por seus efeitos benéficos, como a inducdo da liberacdo de Oxido nitrico pelo
endotélio vascular, promovendo vasodilatacdo (Pang et al., 2015). Em nosso estudo
encontramos 0 aumento de eNOS nos animais do grupo Pos P4 em relagdo ao grupo IR.
Complementarmente dados da literatura mostraram que a progesterona aumenta a expressao de
eNOS, sugerindo que essa ac¢do ocorre via receptor de progesterona PR-A (receptor nuclear) e
MPR-a (receptor de membrana) (Pang et al., 2015; You Y et al., 2020). Esses achados refor¢cam
a importancia da progesterona na modulacdo das respostas vasculares no quadro de I/R.
Levando em consideracdo que, neste estudo, foram encontradas diferengas entre 0s grupos
apenas nas analises proteicas e ndo na expressdo génica de eNOS, ET-1e iNOS, propbe-se que

os efeitos do tratamento com progesterona derivem de agdes rapidas de natureza ndo genémica.
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De fato, as vias de sinalizagdo ndo gendmicas desencadeadas pela ativacdo dos receptores
hormonais presentes na membrana plasmética podem ser responsaveis pelos efeitos imediatos
da progesterona sobre a microcirculacdo mesentérica (Barbagallo et al. 2001; Nilsen & Brinton,
2002).

O cenario sistémico da lesdo por I/R envolve interacdes complexas entre os sistemas
imune e vascular. Em nossas analises utilizamos a técnica de microscopia intravital que nos
permitiu observar em tempo real as interacbes dos leucdcitos com o endotélio de vasos
mesentéricos. Nossos dados mostram ndo haver diferencas em relacdo a quantidade de
leucdcitos em rolamento (células que interagem com o endotélio e rolam sobre o leito vascular)
em nenhum dos nossos grupos estudados, no entanto, quando analisamos o numero de
leucdcitos aderidos e leucdcitos migrados, encontramos aumento nos animais do grupo IR e
uma diminuicao nos animais dos dois grupos que receberam tratamento com progesterona. Este
achado aparentemente ndo esta relacionado ao numero de leucdcitos circulantes, uma vez que
todos os grupos apresentaram leucocitose ao final do experimento, principalmente devido a
neutrofilia. Resultados conformes foram descritos por Rocha de Sousa et al., (2018), sobre o
aumento dos leucdcitos migrados ap6s I/R aortica e, em modelo de I/R mesentérica, também
foi observado um aumento significativo no nimero de neutréfilos firmemente aderidos ao
endotélio (Szabd et al., 2006).

Diversos estudos mostraram que a lesdo de I/R ocorre principalmente devido as
interacdes de células polimorfonucleares (PMN) com as células endoteliais em tecidos
reperfundidos (Massberg et al., 199; Kumar et al., 2009; Szabd et al., 2006). Além disso existe
uma ampla evidéncia na literatura para a regulacdo da funcdo imunoldgica pela progesterona
por meio de seu efeito em células musculares lisas, estromais e perivasculares (Gotkin et al.,
2006; Hardy et al., 2006; Luk et al., 2010) e, como descrito em alguns estudos, a progesterona
pode atuar como um agente anti-inflamatério, reduzindo a infiltracdo de leucdcitos em varios
tecidos, incluindo musculo esquelético, Utero e cérebro (St Pierre Schneider et al. 2012; Tibbetts
etal., 1999).

A mieloperoxidase (MPQO), é uma enzima liberada por neutréfilos ativados capaz de
produzir espécies reativas de oxigénio. Representa o componente mais abundante dos granulos
azurofilos presentes nos neutrofilos e é amplamente utilizada como um marcador
histopatoldgico para a identificacdo dessas celulas. (Nauseef, 2014; Breckwoldt et al., 2008).
Estudos que utilizaram modelos de I/R mostraram que 0 extravasamento consequente de
neutréfilos amplifica ainda mais as reacGes pro-inflamatorias e as lesdes teciduais identificadas

por MPO. (Kimizuka et al., 2004 Margaritis et al., 2011). Da mesma forma a iNOS é fortemente
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induzida em macrofagos ativados, nos quais criam uma producdo exacerbada de NO
representando um evento importante na cascata inflamatoria aguda, levando a danos colaterais
amplos ao tecido saudavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio. (Chen et al, 2024). Em nosso estudo notamos que o processo de I/R
provocou o aumento na porcentagem de células positivas para iINOS no mesentério dos animais
do grupo IR quando comparado ao grupo Sham, da mesma forma vimos 0 aumento tanto da
atividade quanto da expressdo de MPO no ileo dos animais do grupo IR, indicando que houve
recrutamento ou ativacao de neutréfilos em decorréncia da isquemia e reperfusdo. Além disso,
observamos efeito positivo da progesterona prevenindo o aumento de atividade de MPO, bem
como a diminuicdo de células marcadas nos animais dos dois grupos tratados. Fundamentando
0s nossos dados, diversos modelos experimentais de doencas intestinais, pulmonares e
neuroldgicas apontam para a funcéo anti-inflamatéria dos hormonios sexuais femininos como
estrogeno e progesterona em que ha uma propensdo a diminui¢do da quantidade de marcadores
inflamat6rios como iINOS e MPO. (Dhote et al., 2022; Keshavarzi et al. 2018; Breithaupt-
Faloppa et al., 2014).

Naturalmente o processo em Vvarias etapas do recrutamento de neutréfilos para o local
da lesdo, requer a expressao de moléculas de adesdo como, integrinas, selectinas e também da
superfamilia das imunoglobulinas (Rao et al., 2007). Desta forma, em nosso estudo avaliamos
as moléculas de adesdo e ndo encontramos diferencas na expressao de VCAM-1 em nenhum
dos nossos grupos experimentais, por outro lado vimos o aumento de ICAM-1 nos animais do
grupo IR mas sem diferencas nos animais tratados com progesterona. Adicionalmente,
observamos a diminuicdo de P-selectina nos animais do grupo P6s P4 quando comparado ao
grupo IR e de PECAM-1 nos animais do grupo P6s P4 quando comparados ao IR.

A P-selectina, expressa em células endoteliais e plaquetas, desempenha um papel
crucial na facilitacdo da adesdo de leucdcitos as células endoteliais durante processos de
isquemia e reperfusdo, iniciando assim, a resposta inflamatdria necesséria para o recrutamento
celular (Jones et al., 2015). Além da P-selectina, as glicoproteinas expressas em leucdocitos e
células endoteliais também sdo fundamentais para o recrutamento neutrofilico. Dentre essas
moléculas de adesdo, destaca-se a ICAM-1, uma glicoproteina de superficie celular com
expressao basal baixa em células imunoldgicas, endoteliais e epiteliais, cuja expressao é
aumentada em resposta a estimulos inflamatorios. Ela é responsavel por regular o rolamento
dos leucdcitos e as interacOes adesivas com a parede vascular, orientando a transmigracdo dos
leucocitos através da camada endotelial, promovendo uma amplificacdo da resposta inicial
mediada pela P-selectina (Hubbard & Rothlein R., 2020; Bui et al., 2020). De igual forma a
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PECAM-1 expressa em plaquetas, monadcitos, linfécitos e células endoteliais (Lertkiatmongkol
et al., 2016), também participa do processo de diapedese de leucécitos no &mbito do processo
inflamatdrio (Liu et al., 2012). Ndo identificamos na literatura, trabalhos fora do contexto
reprodutivo feminino, com foco em imunidade inata e inflamacao sistémica que abordem o
papel da progesterona. Porém, estudos in vitro da expressdo de moléculas de adesdo endotelial,
mostram que o tratamento isolado com progesterona, ndo é capaz de impedir 0 aumento da
expressao dessas moléculas por estimulo inflamatorio (Piercy et al., 2002).

Neste cendrio, estudos anteriores demonstram que as repercussdes histopatoldgicas na
mucosa intestinal, resultantes do clampeamento aortico supraceliaco em ratos, sdo graves e
focadas principalmente nas vilosidades (Erling et al. 2010; Rocha de Sousa et al., 2018). E
sabido também que em modelos de I/R ocorrem lesdes na mucosa intestinal como a
degeneracdo nuclear e a vacuolizacdo das células epiteliais, bem como necrose e apoptose.
(Shimada et al., 2024; Li et al., 2022). Em nossa analise histologica do intestino observamos a
presenca de lesdes significativas apos a I/R aortica independentemente do tratamento
administrado, como diminuicdo na altura das vilosidades, na espessura total da mucosa e na
razdo entre altura das vilosidades e profundidade das criptas. Esses achados sugerem que,
embora a progesterona tenha demonstrado efeitos protetores em outros parametros, como a
motilidade e a permeabilidade da barreira intestinal, ela ndo foi capaz de prevenir os danos
histoldgicos observados. Isso pode indicar que a lesdo estrutural do tecido intestinal depende
de mecanismos adicionais que ndo sdo modulados pela progesterona ou que requerem
abordagens terapéuticas complementares.

Adicionalmente aos efeitos da inflamagdo causada pelo processo de I/R, analisamos
as moléculas relacionadas a apoptose: caspase-3, uma enzima proteolitica essencial no processo
de apoptose, sendo considerada uma caspase efetora. Ela ¢ ativada por cascatas de sinalizacédo
apoptotica que atua clivando proteinas estruturais e regulatérias (Elmore 2007), e Bcl-2 uma
proteina antiapoptdtica e um regulador central da apoptose, atuando principalmente na
mitocondria para inibir a morte celular programada e preservar a integridade celular (Adams,
2003.) Encontramos o aumento da molécula proapoptética caspase-3 nos animais do grupo IR
guando comparados ao gruo Sham, contudo o tratamento com progesterona administrado
previamente a isquemia foi capaz de diminuir esta expressao. N&o observamos diferencas na
expressao da proteina antiapoptdtica Bcl-2 em nenhum de nossos grupos experimentais. O
processo de I/R intestinal resulta em danos significativos aos tecidos, caracterizados por um
influxo acentuado de neutroéfilos nas pontas das vilosidades, o que contribui para 0 agravamento

da resposta inflamatoria. Além disso, ha um aumento consideravel na apoptose de células que
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desempenham um papel fundamental na manutencao da integridade da barreira intestinal e no
controle da microbiota (Alicehajic et al., 2024). Em modelos de I/R intestinal, foi observado
que a taxa de apoptose das células epiteliais € aumentada, acompanhada por elevacbes nos
niveis da caspase-3 e da proteina proapoptotica Bax, indicando uma ativacdo robusta das vias
de morte celular (Li et al., 2022; Abozaid et al., 2023). Esse desequilibrio entre fatores pro-
apoptdéticos e antiapoptéticos contribui para a exacerbagdo do dano epitelial, favorecendo a
disfuncéo da barreira intestinal, o que facilita a translocacdo bacteriana e amplifica a resposta
inflamatoria sistémica.

Estudos demonstram que os hormdénios sexuais femininos desempenham multiplos
papéis na regulacao fisioldgica, incluindo a modulacéo da transcricdo génica (McDonnell &
Norris, 2002) e da sinalizacao intracelular (Filardo et al., 2002). Além disso, possuem uma
potente acdo antioxidante (Prokai et al., 2005) e sdo capazes de inibir as vias apoptéticas (Dubal
et al., 1999). Nesse contexto, a progesterona tem demonstrado eficacia na inibi¢do da apoptose
induzida por IL-1B em culturas celulares (Liu et al., 2018), e de forma mais ampla, seus efeitos
antiapoptéticos e antioxidantes contribuem para uma acao protetora em modelos de lesdo por
I/R ovariana (Baser G.B. et al., 2018).

Em modelos de lesdo traumatica cerebral, a progesterona mostrou capacidade de
proteger os neurdnios corticais da apoptose (Yabin et al., 2015), além de reduzir a expressdo de
marcadores de apoptose e o déficit neurolégico em lesbes de isquemia focal e reperfuséo
cerebral (Lin et al., 2015; Djebaili et al. 2004; Espinosa-Garcia et al., 2014). Esses achados
reforcam o potencial terapéutico da progesterona, particularmente no contexto de lesdes que
envolvem processos de apoptose e estresse oxidativo. Portanto, destacam o papel importante
das vias de apoptose na fisiopatologia da lesdo por I/R e sugerem que a modulacdo desses
mecanismos, por meio do controle da expressdo de proteinas como Bax, caspase-3 e Bcl-2,
pode ser uma estratégia relevante para limitar o dano tecidual e preservar a funcdo da barreira
intestinal.

Observando os resultados obtidos do transito gastrointestinal, fluxo e perfusdo dos
vasos sanguineos, sobretudo pela vasta literatura que delineia o papel protetor da progesterona
no sistema nervoso apoés lesdes de I/R e doengas inflamatorias (Singh et al., 2024; Kawadkar et
al., 2024), consideramos expandir nossas analises aos neurdnios do sistema nervoso entérico
(SNE). Trata-se de uma rede intrinseca de ganglios neuronais no tubo intestinal com cerca de
100 milhdes de neurdnios localizados no plexo mioentérico e no plexo submucoso. Este sistema
controla a motilidade, o fluxo sanguineo, absorcdo de nutrientes, secre¢do, 0 sistema

imunologico e processos inflamatorios no intestino. (Sharkey & Mawe, 2023; Salazar et al,.
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2023). Neste cenario é importante ressaltar a acdo dos receptores P2X7 no processo de I/R que
sdo amplamente expressos por neurdnios entéricos, envolvidos na ativacdo de vias
inflamatdrias e na morte celular, especialmente através da liberacdo de citocinas pro-
inflamatdérias como IL-1B. A progesterona pode modular a resposta desses receptores,
atenuando a inflamacdo e a apoptose ao reduzir sua ativagdo. (Di Virgilio et al, 2017). Além
disso, a I/R afeta morfoldgica e funcionalmente o intestino e seus efeitos podem ser revertidos
pelo tratamento com bloqueador de P2x7 sugerindo o receptor como um alvo terapéutico.
(Palombit et al., 2019).

Nossa analise imunoistoquimica dos neur6nios entéricos ndo revelou diferengas
significativas na expressdo de nNOS (6xido nitrico sintase neuronal) e receptores P2X7 ap6s o
tratamento com progesterona. Esses resultados sugerem que, embora a progesterona tenha
efeitos benéficos em outros aspectos da recuperacdo pos-isquémica, como a motilidade
intestinal e a perfusdo mesentérica, em nosso modelo ela n&o altera diretamente a expressdo dos
receptores e a densidades dos neur6nios especificamente, provavelmente pelo tempo de
isquemia e de reperfusdo utilizados. Isso pode indicar que nos tempos propostos o efeito
protetor da progesterona ocorre predominantemente por meio de outros mecanismos, como a
modulacgéo da inflamac&o e da integridade da barreira intestinal.

Desta maneira € importante ressaltar que tomados em conjunto, 0s resultados
apresentados destacam o potencial terapéutico da progesterona no contexto de lesGes associadas
a inflamacdo intestinal, alteracbes da funcdo intestinal e vasculares relacionadas ao
mesentérico, sugerindo seu papel na manutencdo da integridade tecidual e na mitigacdo de

danos inflamatdrios e funcionais.

7 CONCLUSAO

A administracdo de progesterona no modelo de isquemia e reperfusdo adrtica mostrou

beneficios significativos na melhora do transito gastrointestinal e na preservacdo da

permeabilidade da barreira intestinal;

e A progesterona demonstrou efeitos positivos no aumento da perfusao microcirculatéria
mesentérica;

e O tratamento com progesterona modulou a inflamac&o, reduzindo a interacéo leucécito-
endotélio e a liberagdo de mediadores inflamatdrios;

e A progesterona ndo mostrou impacto significativo nas alteragfes histologicas da

mucosa intestinal, entretanto, foi capaz de reduzir os marcadores apoptoticos.
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e Em nosso modelo, ndo foram identificadas alteracbes nos parametros analisados nos
neurdnios do plexo mioentérico;

e A variacdo dos efeitos da progesterona conforme 0 momento da administracao ressalta
a necessidade de estudos futuros para otimizar dose, tempo de uso e protocolos

terapéuticos em leses intestinais por isquemia e reperfuséo.
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