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RESUMO 

Agostinho BVF. Avaliação dos efeitos do tratamento com progesterona nas alterações 

mesentéricas e intestinais em modelo experimental de isquemia e reperfusão por oclusão aórtica 

em ratos machos [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade  de São Paulo; 2025 

 

Introdução: A isquemia é caracterizada pela redução do fluxo sanguíneo para uma área ou 

órgão específico. O baixo fluxo leva a diminuição de oxigênio e nutrientes e a não reversão 

deste quadro pode levar à morte celular. A restauração do fluxo, reperfusão, pode agravar danos 

já estabelecidos durante a isquemia. Dentre os órgãos do sistema gastrointestinal, o intestino é 

possivelmente o mais sensível, por conter células lábeis facilmente lesadas pela isquemia. 

Estudos recentes indicam diferenças na resposta ao choque, trauma ou sepse entre machos e 

fêmeas, constatando que fêmeas são mais resistentes que machos. Trabalhos indicam que 

hormônios sexuais, como a progesterona, modulam lesões inflamatórias, reduzindo inflamação, 

estresse oxidativo e apoptose. Portanto o objetivo do projeto foi investigar o efeito do 

tratamento com progesterona na lesão mesentérica e intestinal em modelo de isquemia e 

reperfusão ocasionado por oclusão aórtica. Métodos: Ratos Wistar machos foram 

randomizados em quatro grupos: Sham (falso operados, n=12), IR (isquemia por 30 min e 

reperfusão por 2h, n=12), Pré P4 (progesterona 2 mg/kg, i.v., 30 min antes da isquemia, n=12) 

e Pós P4 (progesterona 2 mg/kg, i.v., na desoclusão, n=12). Foram avaliados: motilidade, 

permeabilidade intestinal e microvascular, atividade de mieloperoxidase, morfometria 

intestinal, mediadores inflamatórios séricos, interação leucócito-endotélio por microscopia 

intravital, expressão proteica (imunohistoquímica) e gênica (PCR em tempo real) de moléculas 

relacionadas à inflamação. Resultados: Os animais do grupo Pós P4 apresentaram redução 

significativa da quimiocina CINC-1 no soro em relação ao grupo IR (P<0,001). Observamos a 

diminuição do trânsito gastrointestinal no grupo IR em comparação ao Sham, que foi 

restabelecida no grupo Pós P4 em relação ao IR (P= 0,005). A permeabilidade da barreira 

intestinal aumentou no grupo IR em relação ao Sham e foi reduzida no grupo Pré P4 em 

comparação ao IR (P=0,004). Já em relação à permeabilidade microvascular, os animais do 

grupo Pós P4 exibiram um menor extravasamento em comparação ao IR (P= 0,250). No 

mesentério, observamos que o número de leucócitos aderidos e migrados aumentou no grupo 

IR em relação ao Sham (P<0,001) e foi reduzido nos grupos tratados com progesterona. A 

expressão de P-selectina nos vasos mesentéricos diminuiu no grupo Pós P4 em relação ao IR 



  

(P= 0,037). Ainda, a atividade de MPO intestinal foi menor no grupo Pré P4 (P= 0,064) e sua 

expressão proteica foi reduzida nos dois grupos tratados (P< 0,001). Houve uma redução de 

Caspase-3 nos animais do grupo Pré P4 em relação ao IR (P=0,004). A expressão de eNOS 

mesentérica no grupo Pré P4 aumentou comparativamente ao IR (P = 0,002). Conclusão: A 

administração de progesterona apresentou benefícios no trânsito gastrointestinal, preservando 

a barreira intestinal e a perfusão microcirculatória mesentérica. Também modulou a inflamação, 

reduzindo a interação leucócito-endotélio e a liberação de mediadores inflamatórios. A 

progesterona não mostrou impacto significativo nas alterações morfométricas da mucosa 

intestinal, entretanto, foi capaz de reduzir os marcadores apoptóticos. Finalmente, a variação 

dos efeitos conforme o momento da administração destaca a necessidade de estudos futuros 

otimizando os protocolos terapêuticos. 

 

Palavras chaves: Progesterona. Isquemia miocárdia. Reperfusão. 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 São 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 INTRODUÇÃO 

 

As doenças do sistema circulatório permanecem como uma das principais causas de 

mortalidade no mundo. No Brasil em 2023 (DATASUS/Ministério da saúde), foram registradas 

386.086 mortes relacionadas a essas patologias, sendo as doenças isquêmicas do coração 

responsáveis por 117.192 óbitos e outras doenças cardíacas por 79.423. As doenças das artérias, 

arteríolas e capilares, incluindo aneurismas e dissecções da aorta (15.695 e 8.673, 

respectivamente), totalizaram 24.368 mortes. Esses dados destacam a relevância de 

investigações contínuas para aprimorar as estratégias terapêuticas e preventivas, visando 

reduzir a mortalidade associada a essas condições; especialmente em cirurgias que requerem a 

interrupção do fluxo aórtico, tal como transplantes de órgãos, correções de aneurismas aórticos, 

substituições valvares, dissecções de aorta e revascularização miocárdica, onde a manipulação 

da aorta é frequentemente necessária. 

No entanto, essa abordagem pode resultar em transtornos isquêmicos, não apenas em 

órgãos próximos à área de oclusão, mas também naqueles mais distantes, podendo comprometer 

o suprimento de oxigênio e nutrientes para os tecidos, levando assim, à consequências 

isquêmicas em diferentes regiões do corpo. (Netala et al., 2024). A oclusão aórtica tem efeitos 

significativos nos órgãos do sistema gastrointestinal, levando rapidamente à hipóxia aguda nos 

tecidos, devido à súbita diminuição do suprimento sanguíneo nas artérias celíaca, mesentérica 

superior ou mesentérica inferior. Essa privação de oxigênio pode gerar complicações e 

consequências graves para a função desses órgãos (Katseni et al., 2015; Mallick et al., 2004).  

A ausência de oxigênio impede a fosforilação oxidativa na mitocôndria, de modo que 

a glicólise anaeróbica torna-se o meio de obtenção de energia, sendo entretanto, menos eficiente 

para a reposição do trifosfato de adenosina (ATP). O déficit de ATP prejudica o transporte ativo 

de íons através da membrana, levando a um acúmulo de sódio e água no interior da célula 

(edema) e aumento da permeabilidade ao cálcio para dentro da célula. Este, por sua vez, é 

potencializado pela diminuição de seu transporte ativo para o meio extracelular, processo 

dependente de ATP (Blikslager, 2008). A não formação de ATP e o acúmulo de ADP 

(adenosina difosfato) apresenta vários efeitos deletérios, incluindo alteração da forma da célula, 

por contração de seu esqueleto; ativação de fosfolipases, com consequente liberação de 

metabólitos do ácido araquidônico a partir da membrana celular e das organelas. Todos estes 

efeitos contribuem para a possibilidade de morte celular, caso não haja a reversão deste quadro 

tornando, essencial, o restabelecimento do fluxo sanguíneo para a área afetada (Ikhlas e 
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Atherton 2023). Porém apesar de ser crucial para interromper os efeitos deletérios, a restauração 

do fluxo sanguíneo após um quadro isquêmico também pode agravar os danos já estabelecidos 

durante a isquemia. Durante a reperfusão, ocorre a disseminação sistêmica de produtos tóxicos 

gerados durante a fase de isquemia tecidual, quando há o restabelecimento da circulação e 

consequente oxigenação (Yao et al., 2019; Zhang et al., 2024).  

Entre os órgãos do sistema gastrointestinal, o intestino é possivelmente o mais 

sensível, pois é composto por células lábeis que são facilmente lesadas por episódios de 

isquemia. Durante a fase de reperfusão, o intestino é significativamente afetado, especialmente 

em suas camadas mucosa e submucosa. Essa sequência de eventos pode resultar na ativação de 

vias inflamatórias sistêmicas (Clair & Beach, 2016). Evidências experimentais indicam que a 

isquemia mesentérica está associada a danos na mucosa intestinal e à diminuição da função da 

barreira intestinal, que sob condições fisiológicas normais, protege o organismo contra a 

translocação de bactérias do lúmen intestinal para a circulação (Bala et al., 2020; Brandt et al., 

2021). 

Os eventos mais importantes que induzem a lesão intestinal após o processo de 

isquemia e reperfusão (I/R), são a geração de espécies reativas de oxigênio, prostaglandinas e 

ativação de neutrófilos, além da ativação estimulação dos mecanismos inflamatórios através da 

migração de leucócitos. (Eltzsching & Collard, 2004; Cerqueira et al., 2005). As espécies 

reativas de oxigênio atuam promovendo a peroxidação lipídica lesando as membranas celulares, 

promovendo a ativação e migração de leucócitos e liberando o ácido araquidônico, que é 

transformado em tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos. (Portugal-Cohen & Kohen R 

2009). 

O processo de I/R provoca disfunção endotelial, na qual as células endoteliais liberam 

moduladores da resposta vascular, como o óxido nítrico (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 agregação de plaquetas e a adesão de neutrófilos às células 

endoteliais, contribuindo para a proteção vascular (Durakbasa et al., 1998; Mallick et al., 2004). 

Por outro lado, as endotelinas são peptídeos produzidos pelo endotélio que atuam como potentes 

vasoconstritores, regulando o tônus vascular, a pressão sanguínea e promovendo a proliferação 

celular nos vasos (Mallick et al., 2004; Girn et al., 2007). O equilíbrio entre esses mediadores 

é essencial para a manutenção da homeostase vascular.  

Como parte da resposta inflamatória, há um aumento na produção e liberação de 

moléculas de adesão celular (CAMs) e quimiocinas, que promovem maior interação entre 

leucócitos e outras células. Este processo leva ao recrutamento sequencial dos leucócitos, 
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incluindo captura, rolamento, adesão ao endotélio e diapedese, que são mediadas por moléculas 

como as selectinas, membros da superfamília das imunoglobulinas, e integrinas (Danese et al., 

2005). A ativação dessas moléculas de adesão e o subsequente recrutamento de leucócitos 

contribuem para a amplificação da resposta inflamatória, exacerbando a lesão tecidual, o que 

sublinha a complexidade da resposta imune associada à I/R e sua repercussão sistêmica em 

múltiplos órgãos. Os neutrófilos são as células efetoras da lesão de I/R e análises de tecidos 

expostos à lesão de isquemia e reperfusão, por técnica de microscopia intravital, revelam 

resposta inflamatória aguda caracterizada pelo aumento da aderência e migração de leucócitos 

polimorfonucleares a nível de vênulas pós-capilares, associado a aumento da permeabilidade 

vascular à proteínas (Granger & Korthuis, 1995; Mallick et al., 2004). Os neutrófilos contêm 

enzimas que reduzem o oxigênio molecular a íon superóxido e produzem ácido hipocloroso, 

fornecendo fonte adicional de metabólitos reativos do oxigênio (Nalini et al., 1993; Mallick et 

al., 2004). 

Durante a I/R, há também uma intensificação na produção de citocinas pró-

inflamatórias, como interleucina (IL)-1β, fator de necrose tumoral (TNF)-α e interferon (IFN)-

γ, produzidas por leucócitos e células endoteliais. Esses mediadores inflamatórios 

desempenham um papel crucial na fisiopatologia da lesão tecidual associada à I/R, 

evidenciando a complexidade da interação entre mecanismos vasodilatadores, vasoconstritores 

e a ativação imunológica, que levam a alteração endotelial nesse contexto. A produção de 

citocinas após a lesão de I/R desempenha um papel crucial na modulação da função e 

integridade tanto dos órgãos diretamente afetados quanto de órgãos 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 neurônios, podem sofrer deterioração significativa ao 

longo do processo. Dentre essas, destacam-se os neurônios do Sistema Nervoso Entérico (SNE), 

especialmente aqueles localizados nos plexos mioentéricos, que demonstram alta sensibilidade 

ao estresse oxidativo e podem ser irreversivelmente danificados pela ação da forma induzível da 

sintase do óxido nítrico (iNOS) (Filpa et al., 2017). O SNE é organizado de maneira complexa e 

desempenha um papel crítico na regulação da motilidade intestinal, fluxo sanguíneo, absorção 

de nutrientes, secreção, além de participar de processos imunológicos e inflamatórios locais 

(Grisham et al., 1999; Furness, 2000). A lesão resultante do processo de I/R intestinal não apenas 

induz inflamação, mas também provoca alterações significativas nos neurônios mioentéricos, 

comprometendo a função motora intestinal e levando a uma redução da motilidade, o que pode 

ter consequências sistêmicas importantes (Filpa et al., 2017). Esses efeitos são fundamentais para 
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compreender as disfunções gastrointestinais associadas à I/R e o impacto na homeostase do trato 

gastrointestinal.  

Desta forma a inflamação intestinal está associada à 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 alterações no 

tamanho e na forma de neurônios mioentéricos e da parede intestinal, associadas ao aumento da 

permeabilidade vascular, disfunção da barreira mucosa e inflamação (Rivera et al., 2009; 

Thacker et al., 2011). Nesse contexto, receptores específicos desempenham papéis importantes 

na regulação dessas respostas. A família dos receptores purinérgicos P2X, presente em cerca de 

80 a 90% dos neurônios do plexo mioentérico (Baraja-López et al., 1996), está intimamente 

relacionada ao controle da motilidade intestinal (Galligan et al., 2000;) e pode ser influenciada 

por alterações na homeostase celular decorrentes da isquemia e reperfusão.Os receptores P2X 

quando interagem com ATP podem determinar eventos associados à ativação da inflamação 

(Booth et al., 2012; Li et al., 2012), como a liberação de IL- 1β e TNF-α e ativação do fator de 

transcrição NF-Kappa B (Hide et al., 2000; Di Virgiglio et al., 2017). Este receptor de membrana 

é ativado por altas concentrações de ATP é expresso por células que compõem a imunidade 

adaptativa e exerce um importante papel em doenças do sistema nervoso, bem como doenças 

cardiovasculares (Wei et al., 2008; Chen et al., 2018) e sua inibição pode levar a diminuição da 

inflamação em lesão de I/R pulmonar reduzindo citocinas pró-inflamatórias (Duan et al., 2018), 

bem como reduzir a lesão de I/R cerebral em ratos (Chen et al., 2018).  Assim, alternativas 

terapêuticas que modulem a expressão destes receptores na região mesentérica podem contribuir 

reduzindo o processo inflamatório gerado pela I/R.  

Desta forma, é apontado na literatura que tipos de traumas e choques graves, 

potencialmente iniciam uma cascata de eventos intestinais como a intensa produção de citocinas, 

aumento da permeabilidade intestinal, translocação de bactérias, liberação de endotoxinas 

intestinais e apoptose (Grotz et al., 1999; Chen. et al., 2008). Além disso, são descritos danos 

acentuados na estrutura da mucosa intestinal, que inclui a lesão de células epiteliais e das 

vilosidades, ulceração focal, fusão de vilosidades adjacentes, atrofia da mucosa e diminuição das 

junções de adesão dos enterócitos (Chen. et al., 2008). 

Nos últimos anos, uma série de estudos têm evidenciado diferenças na resposta entre os 

sexos em situações de choque hemorrágico, trauma e sepse, com fêmeas apresentando uma maior 

resistência comparada aos machos. Essa variação na resistência tem sido associada à influência 

dos hormônios sexuais no curso da lesão inflamatória. Evidências clínicas e experimentais 

demonstram que a administração de hormônios femininos em ratos machos resulta em uma 
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significativa redução da inflamação e na preservação da integridade intestinal (Rocha de Sousa 

et al., 2018). Este efeito protetor dos esteróides sexuais têm sido corroborado em diversos 

modelos experimentais, incluindo estudos com ratos castrados e intactos, especificamente em 

modelos de lesão intestinal (Homma et al., 2005; Deitch et al., 2006; Proctor, 2008; Doucet et 

al., 2010). Estes achados sugerem que os hormônios sexuais desempenham um papel crucial na 

modulação da resposta inflamatória e na proteção do tecido intestinal durante eventos de 

isquemia e reperfusão.  

Portanto, tem se observado o papel protetor e regenerador de esteróides sexuais que 

influenciam o processo da lesão inflamatória com destaque para a progesterona (P4), onde 

trabalhos sugerem que sua administração em pós-trauma encefálico poderia suprimir a 

inflamação 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 

lesão medular, lesão cerebral e isquemia (Pettus et al., 2005; Vandenberk et al., 2013). 

A progesterona é um hormônio esteroide produzido principalmente pelo corpo lúteo nos 

ovários, além de ser secretada pelas adrenais e pela placenta durante a gestação. Em homens, a 

progesterona é sintetizada principalmente pelas glândulas adrenais e, em menor extensão, pelos 

testículos, desempenhando um papel importante na regulação da produção de testosterona e em 

várias funções do sistema nervoso. Ela modula diversos processos fisiológicos por meio de sua 

interação com receptores específicos. Existem dois principais tipos de receptores de 

progesterona, PR-A e PR-B, que são produtos do mesmo gene, mas apresentam diferentes 

funções na regulação da resposta tecidual (Pang et al., 2015; You Y et al., 2020). O receptor PR-

A está relacionado principalmente à modulação de atividades inflamatórias e efeitos 

antiproliferativos, enquanto o PR-B está envolvido na estimulação da proliferação e 

diferenciação celular em tecidos alvo, como o endométrio e as glândulas mamárias. Além disso, 

a progesterona também se liga a receptores não-genômicos, como o receptor de membrana da 

progesterona (mPR), que medeia respostas rápidas em diferentes tipos celulares, inclusive no 

sistema nervoso central e em células do sistema imunológico. Em estudos de lesão tecidual, a 

progesterona tem demonstrado efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes, modulando a apoptose 

e a resposta ao estresse oxidativo, o que sugere um potencial terapêutico em situações de lesão 

induzida por I/R (Li et al., 2012; Güleç Başer et al., 2018). 

Os efeitos da progesterona são amplamente observados em diversos modelos 

experimentais, destacando sua ação através de diferentes mecanismos. Em modelos de I/R 

cardíaca, a administração de progesterona tem demonstrado efeito cardioprotetor, caracterizado 

por uma redução da inflamação, neutralização dos radicais livres e aprimoramento da função 
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contrátil miocárdica (Dhote & Balaraman, 2007). Além disso, estudos revelam que a 

progesterona promove proteção cardíaca por meio do aumento da expressão do gene anti-

apoptótico Bcl-xl, evidenciando seu papel na prevenção da morte celular programada (Morrissy 

et al., 2010). Em modelos de I/R ovariana, o tratamento pré-operatório com progesterona tem 

demonstrado efeitos protetores, atuando na redução da apoptose e na mitigação do estresse 

oxidativo. Este efeito é mediado pela modulação dos níveis de status antioxidante total (TAS) e 

status oxidante total (TOS), apontando o potencial da progesterona na preservação da integridade 

tecidual (Başer et al., 2018). Esses achados ressaltam a progesterona como um agente terapêutico 

promissor em estratégias de proteção tecidual contra danos gerados pela I/R.  

Reforçando o papel protetor da progesterona, Hend Jarras e colaboradores (2019) 

investigaram seu impacto no modelo da Doença de Parkinson em ratos, evidenciando a 

capacidade da progesterona de atuar como um agente anti-inflamatório e neuroprotetor. A 

administração de progesterona resultou na diminuição do número de macrófagos e na 

consequente redução da liberação de óxido nítrico e fator de necrose tumoral α (TNF-α), além 

de promover um aumento nos níveis de BDNF (Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro) e na 

supressão do Fator Kappa B (NF-κB). Esses resultados indicam que a progesterona pode 

modular a resposta inflamatória, tanto no plexo mioentérico quanto no cérebro, exercendo 

efeitos anti-inflamatórios e neuroprotetores significativos. Com base nessas evidências, este 

trabalho investigou os efeitos do tratamento com progesterona nas alterações mesentéricas e 

intestinais provocadas pela isquemia e reperfusão, utilizando um modelo experimental de 

oclusão aórtica em ratos machos. 

 

2 OBJETIVO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O estudo tem por objetivo avaliar os efeitos do tratamento com progesterona nas 

alterações mesentéricas e intestinais em modelo experimental de isquemia e reperfusão por 

oclusão aórtica em ratos machos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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

barreira intestinal; 

2.1.2 Estudar as alterações da microcirculação mesentérica e as interações leucócito-
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endotélio; 

2.1.3 Avaliar o efeito na reação inflamatória local e sistêmica;  

2.1.4 Investigar as alterações morfológicas e celulares no intestino; 

2.1.5 Avaliar o impacto nos neurônios do plexo mioentérico. 

 

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

 

● Grupo Sham (falso-operado) - animais submetidos à manipulação cirúrgica, porém sem 

indução da lesão de isquemia e reperfusão e sem infusão intravenosa de progesterona 

(n=12). 

● Grupo IR - animais submetidos à manipulação cirúrgica, e à isquemia aórtica por 30 

minutos (n=12).  

● Grupo Pré P4 (progesterona pré-isquemia) - 30 minutos antes da isquemia aórtica foi 

administrada, por via intravenosa, a dose de 2mg/kg de progesterona (n=12). 

● Grupo Pós P4 (progesterona pós-isquemia) - foi administrada, por via intravenosa, a 

dose de 2mg/kg de progesterona no momento do despinçamento aórtico (reperfusão) 

(n=12).  

 

Figura 1: Delineamento experimental.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

O presente projeto de estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso Animal 

(CEUA) da Coordenadoria de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (SDC: 4989/20/018 CEUA: 1425/2020). Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Investigação Médica (LIM)-11 do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Os animais foram manipulados de acordo com a 

Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de 

Pesquisa Científica – DBCA (2016) do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal). Neste estudo foram utilizados 56 ratos machos Wistar, provenientes 

do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, pesando entre 250 e 350 

g. Os animais foram mantidos a 23 ± 2°C, período de claro e escuro de 12 h, sem restrições à 

ingestão de água e ração. Os experimentos foram divididos em duas etapas compostas de 7 

animais por grupo para coleta de material biológico e 5 animais por grupo para microscopia 

intravital. 

   

4.2  Anestesia e preparo dos animais 

 

A anestesia foi induzida em câmara fechada com isoflurano a 5 %, seguida de 

intubação e ventilação mecânica através de ventilador para roedores (Harvard 683, Harvard 

Apparatus, Inc, EUA). O plano anestésico foi mantido com isoflurano a 2 %. A ventilação foi 

realizada com FiO2 de 60 %, volume corrente de 10 mL/kg e frequência de 70 ciclos por minuto. 

Os animais foram colocados em decúbito dorsal horizontal, passaram por tricotomia e 

antissepsia da região cervical ventral e na região ventral próximo à inserção da cauda no 

abdome. Em seguida, os animais foram posicionados em plataforma cirúrgica com aquecimento 

local, para manutenção da temperatura (37°C). Foi realizada a dissecção e cateterização da 

artéria caudal com um cateter tipo politetrafluoretileno (PE) 10 para monitorização da pressão 

arterial distal. O controle da pressão arterial proximal foi feito de maneira indireta através da 

dissecção e cateterização da artéria carótida comum esquerda com um cateter tipo PE 50. 

 

 

4.3  Indução da isquemia e reperfusão 
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Para a indução da isquemia, utilizamos o modelo descrito por Rocha de Sousa e 

colaboradores (2018). O procedimento consistiu na introdução de um cateter de Fogarty® 2F 

(Edwards Lifesciences LLC, EUA) pela artéria carótida comum esquerda, aproveitando a 

mesma incisão realizada para a monitorização da pressão arterial proximal. O cateter foi 

avançado cerca de 10 a 12 mm em sentido caudal até a aorta descendente proximal. Em seguida, 

realizou-se a insuflação parcial do balão com 0,04 mL de solução fisiológica a 0,9%, seguida 

de uma leve tração em sentido cranial, posicionando corretamente o balão no óstio da artéria 

carótida comum esquerda. Nessa posição consegue-se, também, a oclusão do óstio da artéria 

subclávia esquerda – importante via de circulação colateral – o balão foi completamente 

insuflado até a oclusão total da aorta (aproximadamente 0,08 a 0,1 mL de solução fisiológica a 

0,9%). A aorta permaneceu ocluída por um período total de 30 minutos sem correção adicional 

da pressão arterial proximal. Para a eficiência da oclusão da aorta, observou-se uma imediata e 

sustentada perda de qualquer detecção de pressão arterial distal (próximo de zero). Foram  

realizadas, ainda, mensurações pressóricas seriadas durante a oclusão da aorta (isquemia) e 

durante a reperfusão (desinsuflação/retirada do cateter de Fogarty) (Figura 2). Os animais foram 

mantidos e monitorados em reperfusão durante 2 horas.  

Figura 2: Procedimento cirúrgico. 

 

 

4.4  Parâmetros hemodinâmicos 

 

Para a avaliação dos parâmetros hemodinâmicos, a artéria carótida direita e a artéria 
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caudal foram canuladas e os cateteres ligadas ao transdutor de pressão (P23XL, Viggo-

Spectramed Inc., EUA), conectados a um sistema de multicanal de aquisição de dados 

biológicos (Acqknowledge – Biopac Systems  Inc., EUA). Os parâmetros hemodinâmicos 

foram obtidos continuamente ao longo do experimento. 

 

4.5  Determinação do número total e diferencial de leucócitos e plaquetas circulantes 

 

Amostras de sangue (20 µl) foram coletadas da cauda dos animais, ao início do 

procedimento cirúrgico após a intubação (basal), após o período de isquemia (isquemia) e ao 

término do período de reperfusão (final). Contagens total e diferencial das células foram 

realizadas com auxílio de um analisador hematológico (BC-2800vet, Mindray, China). 

 

4.6  Determinação do número total de células na medula óssea 

 

Após o período de 2 h de reperfusão, os animais foram submetidos à eutanásia e o 

fêmur esquerdo foi cirurgicamente removido. Ambas as extremidades foram abertas e o canal 

medular foi perfundido a partir da extremidade distal, pela introdução de uma agulha acoplada 

a uma seringa contendo 10 mL de PBS. As amostras foram centrifugadas durante 15 min a 453 

x g, o pellet foi suspendido em 1 mL de PBS. Alíquotas de 20 µl da suspensão foram submetidas 

a contagem em analisador hematológico (BC-2800vet, Mindray, China) e expressas como 

células x109/L. 

 

4.7 Determinação das concentrações plasmáticas de mediadores inflamatórios e 

hormônios 

 

Após o fim do experimento, a quantificação dos mediadores inflamatórios (TNF-α, 

IL1-β, IL-6, IL-10 e HIF-1) foi realizada com a utilização de kits comerciais (Duo SET, R&D 

Systems® EUA). Os ensaios foram conduzidos seguindo as especificações do fabricante e a 

densidade óptica obtida em espectrofotômetro (SpectraMax, Molecular Devices, EUA). A 

quantificação dos hormônios (corticosterona e progesterona) também foi realizada com a 

utilização de kits comerciais (Cayman Chemical,  EUA). Os ensaios foram conduzidos 

seguindo as especificações do fabricante e a densidade óptica obtida em espectrofotômetro 

(SpectraMax, Molecular Devices, EUA). 
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4.8  Estudo do trânsito intestinal 

 

Os animais receberam imediatamente antes do procedimento anestésico por gavagem 

o volume de 1 mL da suspensão de carvão ativo a 20% (Lafan Química Fina LTDA, BR). 

Decorrido o período de IR intestinal, os animais foram submetidos à eutanásia e um segmento 

compreendido do piloro até o início do ceco foi removido para avaliação da distância percorrida 

pelo carvão (Ruwart et al,. 1980). A distância foi determinada do piloro até o ceco, ou seja, do 

intestino delgado, que contiver pelo menos 1 cm contínuo de carvão. A distância foi calculada 

em relação 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 -80ºC, para posterior leitura em espectrometria de fluorescência (495nm). 

As concentrações de Dextran-FITC nas amostras foram obtidas através de uma curva padrão 

2000-0.24 ng/mL na diluição seriada de 1:2. Objetivo desta técnica é quantificar quanto do 

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

 

4.10  Ensaio de permeabilidade vascular 
 

 

A quantificação da permeabilidade vascular, para a avaliação do edema no intestino, 

foi realizada por meio da determinação da concentração do corante azul de Evans (AE), 

conforme técnica descrita por Sirois e colaboradores (1988). Para tanto, solução contendo 25 

mg/kg do corante foram injetados por via endovenosa, no início da reperfusão. Ao final do 

experimento, fragmentos do intestino foram retirados, incubados em formamida (4 mL/g de 

peso do tecido), à temperatura ambiente por 24 horas, enquanto outros fragmentos, do mesmo 

animal, foram mantidos em estufa a 37ºC por 3 dias consecutivos, para a determinação posterior 

de seu peso seco. A densidade óptica (DO) das amostras de AE extraído com formamida foi 

obtida em espectrofotômetro (SpectraMax, Molecular Devices EUA) em comprimento de 

onda de 620 nm. A concentração de AE das amostras foi determinada com base na curva padrão 

de absorbância do corante. Os valores foram expressos em μg de AE/g de peso seco de tecido. 
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4.11  Análise histomorfométrica 

 

Fragmentos do intestino foram fixados em solução de formaldeído (10%). Os tecidos 

foram então processados, emblocados em parafina, cortados (4 µm) e corados 

(hematoxilina/eosina) para análise histopatológica em microscópio óptico. Análises 

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 relação altura-

profundidade das vilosidades foram avaliadas por histomorfometria em 10 áreas adquiridas 

aleatoriamente de cada corte e dois observadores realizaram as avaliações, foi utilizado 

Software NIS Elements (Nikon, Tóquio, Japão) e os valores médios de cada um foram 

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

 

4.12  Microscopia intravital in situ de mesentério e análise do fluxo sanguíneo 

Para a observação da microcirculação mesentérica após o final do período de 

reperfusão, foi realizada uma incisão cutânea e muscular na porção lateral direita do abdome 

para a exteriorização do leito vascular mesentérico, conforme descrito anteriormente por 

Nakagawa e colaboradores (2006). Os animais foram mantidos em decúbito lateral direito sobre 

uma placa acrílica aquecida a 37°C. A preparação foi mantida úmida e aquecida por superfusão 

com solução de Krebs-Henseleit (pH 7,2 a 7,4) com a seguinte composição (mM): 113 NaCl; 

4,7 KCl; 2,5 CaCl2.2H2O; 25 NaHCO3; 1,1 MgSO4; 1,1 KH2PO4 e 5 glicose, saturada com 

uma mistura de gases (95% N2 5% CO2). O sistema consiste de microscópio triocular 

(Axioplan 2, Carl Zeiss Co., Alemanha) acoplado a uma câmara digital para captura de imagens 

em movimento (Axiocam-HSB, Carl Zeiss Co., Alemanha) e microcomputador. O aumento é 

de 425x. A interação dos leucócitos com a superfície luminal do endotélio venular (vênulas 

pós-capilares de 20 a 25 µm de diâmetro) foi estudada em segmento escolhido do vaso, 

conforme descrito anteriormente (Farsky et al., 1995). O número de leucócitos que se movem 

na periferia, em contato com o endotélio, foi determinado durante 10 minutos. O número de 

células que permanecerem aderidas ao endotélio, por mais de 30 segundos, foi determinado em 

extensão de 100 µm da vênula. Leucócitos migrados para o tecido perivascular foram contados 

em áreas equivalentes a 5.000 µm2. O percentual de perfusão da microcirculação mesentérica 

foi determinado pela quantificação de vasos (<30 μm de diâmetro) com fluxo normal, dividido 

pelo número total de vasos em uma área de 1,0 cm2.     
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A determinação do fluxo sanguíneo na microcirculação mesentérica in situ e in vivo 

foi avaliada pela utilização de probe (MNP110XP Fine Needle Probe) de 25 mm de extensão e 

0.48 mm de diâmetro acoplado a fluxômetro a laser (IN191 Laser Doppler Flowmetry, AD 

Instruments, EUA). O sinal captado é proporcional ao fluxo de células sanguíneas através da 

microvasculatura. Portanto, a perfusão microvascular é o produto da velocidade média das 

células sanguíneas e do número médio de células sanguíneas presentes no tecido sob incidência 

do laser. Os sinais são registados como unidades de perfusão sanguínea. 

 

4.13  Determinação da presença de neutrófilos pela atividade da mieloperoxidase 

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no intestino foi baseada na 

metodologia descrita em Goldblum et al. (1985). Decorrido o período de reperfusão, os animais 

foram submetidos à laparotomia mediana e exsanguinados pela secção da aorta abdominal. 

Fragmentos de intestino foram removidos e congelados. Os tecidos foram pesados e 

homogeneizados em 1 mL de tampão fosfato salina (PBS), pH 6,0, contendo 0,5% de brometo 

de hexadecil-tri-metil-amônio (HTAB) e 5 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

(gentleMACS™ Dissociator, Miltenyi Biotec, Alemanha). As amostras foram centrifugadas a 

80 x g durante 15 minutos a 4ºC, e o sobrenadante utilizado para determinar a atividade da 

MPO. O ensaio foi conduzido adicionando a placas de 96 poços: 185 μL de PBS, pH 6.0, 50 

μL de H2O2 (0,0005%), 50 μL de orto-dianisidina (1,75 mg/mL) e 20 μL das amostras. 

Decorrido o tempo de 10 minutos, a reação foi interrompida pela adição de 50 μL de azida 

sódica (1,3%). A leitura foi feita em espectrofotômetro (SpectraMax®, Molecular Devices, 

EUA) em comprimento de onda de 450 nm.  

 

4.14  Imunohistoquímica para pesquisa de sintases do óxido nítrico e moléculas de adesão, 

endotelina 1, MPO, Bcl-2 e Caspase-3 

 

Ao término do experimento, o mesentério foi cuidadosamente removido, imerso em 

hexano, submetido ao congelamento em nitrogênio líquido e armazenado a -80°C, preservando 

suas características para análises posteriores. Foram realizados cortes em série do mesentério 

(10 μm), colocados sobre lâminas silanizadas (Starfrost®, Knitellglass, Alemanha) 

posteriormente fixados em acetona fria durante 10 min. As lâminas foram lavadas com solução 

tampão TRIS salina-tween (TBS-T), seguido de bloqueio de sítios inespecíficos com tampão 

de bloqueio (2% BSA em TBS-T) e bloqueio da peroxidase endógena (solução de H2O2 2%). 
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Para a imunodetecção, os anticorpos primários anti-iNOS, anti-eNOS, anti-ICAM-1, anti-

VCAM-1, anti-Pselectina, anti-PECAM (1:100; Abcam; EUA), em solução de 2% BSA em 

TBS-T e os cortes foram incubados overnight a 4°C. As lâminas foram lavadas com TBS-T e 

incubadas com solução 1:200 de anticorpo secundário anti-camundongo ou anti-coelho IgGs 

associados a HRP (Abcam e Boster, respectivamente, EUA) por 1 h a 37ºC). Como substrato 

para coloração foi utilizado AEC (3-amino-9-ethylcarbazole, Vector Laboratories, Burlingame, 

EUA). Nas reações com marcações fluorescentes utilizou-se um anticorpo secundário 

biotinilado (ICAM-1) ou conjugado com TRITC (P-selectina) 1:400 em solução TBS-T 

contendo 1% de BSA durante 2 horas a 37ºC. As lâminas foram lavadas com TBS-T, incubadas 

com 1:200 de estreptavidina-FITC (ICAM-1) (Southern Technologies), durante 2 h a 37ºC. 

Após a lavagem com TBS-T, as lâminas foram tratadas com meio de montagem contendo 

iodeto de propídio (Vectashield®, Vector Laboratories, EUA). 

Para investigar a expressão 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 tampão citrato (pH 6,0) por 20 minutos a 100˚C para recuperação do antígeno. 

Posteriormente, os cortes foram lavados, bloqueados 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). Após a lavagem com TBS-T, as seções foram incubadas por 1 hora a 37˚C 

com anticorpos secundários anti-coelho ligados a HRP (1:100; Boster), lavadas, coradas com 

AEC (Vector Laboratories) por 5 a 10 minutos e contracoradas com hematoxilina. A marcação 

no tecido mesentérico foi identificada e a análise foi realizada através de sistema de aquisição 

de imagens com câmera digital DS-Ri1 (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscópio (Nikon) 

e auxílio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Como controle negativo foram utilizadas 

imagens de cortes incubadas na ausência do anticorpo primário. Foram utilizados 5 animais por 

grupo, 1 corte por animal e 10 imagens analisadas. 

 

4.15  Real time PCR para expressão gênica de iNOS, eNOS e endotelina-1 

 

Os genes foram quantificados quanto à expressão através de PCR em tempo real, em 

aparelho StepOne Plus® (Applied Biosystem, EUA). A extração de RNA do mesentério foi 

realizada com a utilização de kit comercial (Mirvana®, EUA), seguindo o protocolo do 

fabricante. O cDNA foi transcrito (High capacity Reversetranscriptase kit, Applied Biosystem, 

EUA) e a reação de PCR em tempo real realizada. Os primers utilizados foram Taqman 
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(Applied Biosystem, EUA): GAPDH (Rn01775763_g1), β-actin (Rn00667869_m1*), iNOS 

(Rn00561646_m1*), eNOS (Rn02132634_s1*), endothelin-1 (Rn00561129_m1*). As 

condições de ciclagem são 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  Preparação do material para imunohistoquímica 

 

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 conteúdos, 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 fixação foi 

realizada em solução 4% de paraformaldeído em 0,1M de tampão fosfato de sódio, pH 7,0 a 

4°C, por uma noite. A seguir, os tecidos foram clareados através de 3 lavagens de 10 minutos 

cada, em dimetilsufóxido, seguido de 3 lavagens de 10 minutos cada em PBS. Os tecidos foram 

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

  

 4.16.2  Método de Imunofluorescência 

 

Segmentos do íleo, foram coletados e lavados em PBS 0,1 M (pH 7,4) seguida por 

fixação de 3 horas em solução de paraformaldeído a 4% (pH 7,4). Após a fixação e clareamento 

dos tecidos, o material foi seccionado em fragmentos de cerca de 1cm² com o auxílio da lâmina 

de bisturi. Para o procedimento de dissecção, foi utilizado microscópio e para obtenção 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 0,5cm² cada. Foram utilizados 5 animais para cada um dos grupos: 

Sham, IR, Pré P4 e Pós P4, para cada imunoreatividade, para detectar a subpopulação de 

neurônios nitrérgicos (nNOS+) e o receptor de membrana da família do P2X7. 

As membranas foram lavadas três vezes em PBS 0,1 M (pH 7,4) com Triton a 0,5% e 

durante o processo mantidos sob agitação, após as lavagens os segmentos foram submetidos ao 

bloqueio de ligações inespecíficas. Para este fim, foram incubadas por uma hora na solução 

constituída por PBS com Triton-X100 0,5%, albumina de soro bovino a 2% e soro de cabra não 

imune a 10%. Seguido disso, as membranas foarm submetidas a incubação com os anticorpos 
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primários, sendo eles: anti-nNOS (Boster, EUA) e P2X7 (Novus Biologicals, EUA), diluídos 

em PBS com Triton-X100 0,1%, 2% de BSA e 2% de soro de cabra (1:1000; e 1:200) , sob 

agitação durante 48 horas em temperatura ambiente. Após a incubação com anticorpos 

primários, as membranas foram lavadas novamente por três vezes por 5 minutos cada lavagem 

em PBS 0,1 M (pH 7,4) com Triton-X100 a 0,1% e incubadas em anticorpo secundário 

biotinilados: anti-rabbit (Boster, EUA) em diluição 1:400, durante 2 horas. Após a lavagem, as 

lâminas foram incubadas com estreptoavidina FITC 1:200, por 20 minutos. Após nova lavagem, 

foram montadas com Vectashild® (Vector, EUA), e armazenadas sob refrigeração, protegidas 

da luz. 

 

4.16.3  Análises morfoquantitativas dos neurônios mioentéricos 

 

Para a análise da densidade dos neurônios imunorreativos a nNOS e P2X7, foram 

capturadas 30 imagens de cada animal dos preparados de membrana do plexo mioentérico. A 

marcação no tecido intestinal foi identificada e a análise através de sistema de aquisição de 

imagens com câmera digital DS-Ri1 (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscópio (Nikon) e 

analisadas com auxílio do software NIS-Elements-BR (Nikon). Foram contados todos os 

neurônios presentes nas 30 imagens e os resultados estão expressos como neurônios/cm2. Com 

a ajuda deste mesmo programa a análise morfométrica foi realizada através da medida do perfil 

de 100 corpos de neurônios de cada animal. Os resultados morfométricos foram expressos em 

μm2. 

 

4.17  Análise dos resultados 

 

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média (EPM) ou mediana e 

intervalos interquartis. Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) de uma 

ou duas vias, seguida dos testes de Tukey ou Bonferroni para comparações múltiplas ou teste 

de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para comparações múltiplas. As análises 

estatísticas foram conduzidas utilizando GraphPad Prism Software v.9.0. 

 

5   RESULTADOS  

5.1  Parâmetros Hemodinâmicos 
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A indução da isquemia deu-se pela oclusão da aorta descendente, na altura da subclávia 

esquerda, por um período de 30 minutos, podendo-se observar que houve um aumento 

transitório desta pressão nos grupos submetidos a isquemia. A efetiva oclusão pode ser 

observada pela imediata e sustentada diminuição da PAM distal (+/- 10 mmHg), durante os 30 

minutos de isquemia. No momento da oclusão há uma inversão das pressões, sendo que a PAM 

proximal se elevou, enquanto a PAM distal diminui. Ao desinsuflar do balão (reperfusão), as 

PAM´s invertem-se novamente (Figura 3).  Durante todo o período de estudo, houve diferenças 

entre as pressões do grupo I/R em relação aos animais do grupo Sham. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais 

submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com 

Progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com Progesterona (P4, 2mg/kg) 

no momento da desoclusão aórtica. A seta preta indica o momento da oclusão da aorta e a seta branca o início da 

reperfusão. Os valores representam a média±EPM (n=7). *P<0,05 em relação ao grupo Sham. 

5.2  Concentração sérica de Progesterona e Corticosterona 

 

Foi analisada a concentração de progesterona ao término das 2 horas de reperfusão 

para a confirmação do tratamento, como mostrado na Figura 4. Os animais do grupo Sham e 
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animais submetidos a I/R apresentaram baixa concentração sérica de progesterona. Entretanto, 

os animais dos grupos tratados que receberam a progesterona Pré P4 e Pós P4 apresentaram 

aumento na concentração sérica do hormônio. Paralelamente, foi quantificada a concentração 

sérica de corticosterona. Como todos os grupos foram submetidos ao estresse cirúrgico e à 

ventilação mecânica, não evidenciamos diferenças significativas entre eles. 

 

 

 

 

 

Figura 4: Concentrações séricas de progesterona e corticosterona dos grupos: Sham, animais submetidos apenas 

aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos 

seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da 

isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM (n=7). P ANOVA Progesterona 0,003 e P Kruskal-Wallis Corticosterona 0,343. 

 

 

5.3  Alterações leucocitárias na circulação e celularidade de medula 

 

Foram analisados os números totais de leucócitos circulantes e paralelamente, foi 

realizada a análise diferencial. Os resultados são observados na Tabela 1. Observamos aumento 

significativo no número total de leucócitos circulantes após a manipulação cirúrgica (Final - 

Sham) bem como em comparação com o grupo IR, predominantemente essa diferença se dá 

pelo número de granulócitos. Observamos também, a diminuição da quantidade de leucócitos 

totais e monócitos no tempo final quando comparado com o inicial (basal), em todos os grupos 

que passaram pelo processo de I/R. 

Adicionalmente, todos os grupos submetidos ao processo de I/R apresentaram redução 

no número de plaquetas no decorrer do experimento. No presente estudo, o componente celular 

da inflamação foi investigado inicialmente no compartimento sistêmico (sangue e medula). Não 

foram encontradas alterações no número de células presentes na medula óssea (Figura 5). 
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Tabela 1 - Número total e diferencial de leucócitos e de plaquetas circulantes 

                               Leucócitos/cm
3
 

  

  Plaquetas 

x 10
6

/mL 
 

  
      Total         Linfócitos Monócitos Granulócitos  

  

    Sham 

  

Basal                 19800 ± 2275,75   13557,14±1462,68  1028,57±112,78   5414,28±987,16 555,85±39,05 

       Isquemia                     16028,57±1904,09    8271,42±1104,69  771,42±101,68 6 985,71±1437,16 500,71±27,51 

Final 35457,14±3238,59 *α     6042,85±535,79*  1628,57±385,89  28200±2798,12*α 497,42±62,02 

  

IR 

  

  Basal               26600±2645,571    15957,14±1355,21  1471,42±189,88  8342,85±1888,16 522,28±58,75 

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* 

Pré P4 

 

Basal                 24828,57±2319,45   16114,28±1621,49  1257,14±161,62  7457,14±904,71 520,42±30,67 

    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* 

 

Pós P4 

 

Basal                  20085,71±646,39     11714,28±665,27  1257,14±61,16 7114,28±472,79 686,71±48,57 

   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* 

P 2-way 
ANOVA 

Ptempo / 

Pisquemia/ 

Pinteração 

      0,325 

        0,030 

         <0,001 

<0,001 

0,030 

0,129 

0,043 

0,478 

0,001 

<0,001 

<0,001 

<0,001 

0,001 

0,090 

0,706 

 
Tabela 1: Número total e diferencial de leucócitos e de plaquetas circulantes dos grupos: Sham, animais 

submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos 

procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da 

desoclusão aórtica. 7 animais por grupo. P tempo *p<0,05 em relação ao valor basal (inicial) do mesmo grupo, αp 

<0,05 em relação ao grupo IR.  

 

 



 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Contagem do número total de leucócitos na medula óssea dos grupos: Sham, animais submetidos apenas 

aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos 

seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da 

isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM (n=7). P ANOVA 0,464. 

 

 

5.4  Concentração sérica de mediadores inflamatórios TNF-α; IL10 e IL-6 ,HIF-1 e CINC-

1 
 

Podemos observar na tabela 2 as concentrações de mediadores inflamatórios após a 

I/R. Notamos que houve aumento na quantidade de TNF- α e IL-6 nos animais do grupo IR 

quando comparados aos animais do grupo Sham, contudo, os tratamentos com progesterona 

(grupos Pré P4 e Pós P4) não foram capazes de reduzir a quantidade dessas citocinas pró- 

inflamatórias.     

Na análise de IL-10 vemos um aumento nos animais do grupo IR em relação ao grupo 

Sham, mas sem diferença nos grupos que receberam tratamento com progesterona antes e após 

o processo de isquemia (Pré P4 e Pós P4). Ao analisarmos a quantificação de HIF-1 (fator 

induzível por hipóxia) também não observamos diferenças nas concentrações, em nenhum dos 

nossos grupos experimentais. Por fim, analisando CINC-1, uma quimiocina análoga a IL-8 nós 

observamos valores semelhantes dos animais Sham e IR e uma redução no grupo Pós P4 quando 

comparado ao grupo IR. 
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Tabela 2 - Quantificação da concentração sérica dos mediadores inflamatórios TNF-α;  

IL-6; IL-10; CINC-1 e  HIF-1  

         

 

       * representa IR versos Sham (TNF-α P=0,043; IL-6 P=0,031 e IL-10 P=<0,0001). 

        # representa IR versos P4 Pós (CINC-1 P= 0,004) 
        Ω representa IR versos Pré (IL-6 P= 0,046)  
 

Tabela 2: Quantificação da concentração sérica dos mediadores inflamatórios TNF-α;  IL-6; IL-10; CINC-1 e  

HIF-1 dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), 

animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados 

com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. 7 animais por grupo. 

 

 

5.5  Alterações do trânsito intestinal  

 

Analisamos de modo indireto a motilidade gastrointestinal, avaliando o trânsito de 

partículas de carvão ativado. Podemos observar na Figura 6, que os animais submetidos ao 

processo de isquemia e reperfusão, grupo IR, apresentaram redução do trânsito gastrointestinal 

quando comparados aos animais do grupo Sham. Já os animais tratados com progesterona do 

grupo Pós P4 tiveram uma melhora neste parâmetro em relação ao grupo IR. Não observamos 

diferença no grupo Pré P4. 

 

 

 

 

 

 

 

  Mediadores Inflamatórios 

  
TNF-α 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 22300±6575* 942,8±253* 235,6±32,42 109,5±25,29 

Pré P4 18,03±7,02 55350±7116 Ω 457,3±74,6 157,1±8,339 141,8±60,25 

Pós 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 
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Figura 6: Alteração da motilidade intestinal dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos 

cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia 

e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, 

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a 

média±EPM (n=7). P ANOVA 0,005. 

 

 

5.6  Permeabilidade da barreira intestinal 

 

Para a avaliação da permeabilidade da barreira intestinal durante o processo de IR, foi 

administrado aos animais antes do início do procedimento o polissacarídeo Dextran (4kD) 

associado ao isotiocianato de fluoresceína (FITC) por meio de gavagem. Podemos observar 

(Figura 7), o aumento da quantidade deste marcador fluorescente no soro dos animais do grupo 

IR, quando comparado ao grupo Sham, e a diminuição da quantidade do marcador no soro dos 

animais do grupo Pré P4, mas não no grupo Pós P4. 
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Figura 7: Quantificação da permeabilidade intestinal dos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos 

procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM (n=5). P ANOVA 0,004 

 

 

5.7  Alterações 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 Pós P4 apresentaram valores 

menores de AE em comparação com os animais do grupo IR, indicando que o tratamento com 

progesterona após a isquemia e reperfusão modulou positivamente as alterações na 

permeabilidade microvascular gerada pelo processo. Não observamos diferenças nos animais 

do grupo Pré P4. 
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Figura 8: Avaliação da permeabilidade vascular medida em ug/mg, na relação peso úmido/seco, entre os grupos: 

Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos 

aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da 

desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM (n=7). P Kruskal-Wallis 0,250. 

 

 

5.8  Análise do fluxo sanguíneo no leito mesentérico 

 

O percentual de perfusão da microcirculação mesentérica foi observado a partir de um 

fluxômetro e nossos resultados destacados na Figura 9, mostram a diminuição da porcentagem 

de fluxo nos vasos perfundidos nos animais do grupo IR em comparação com o grupo Sham. 

Porém, nós também observamos que nenhum dos nossos tratamentos (Pré P4 e Pós P4) foram 

capazes de influenciar no restabelecimento do fluxo sanguíneo no leito mesentérico, uma vez 

que não foram observadas diferenças significantes com o grupo IR. 
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Figura 9: Análise do fluxo sanguíneo mesentérico dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos 

procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM (n=5). P Kruskal-Wallis 0,023. 

 

 

5.9  Análise da perfusão microcirculatória 

 

Para a análise da microcirculação mesentérica foi utilizada a técnica de microscopia 

intravital e como demonstrado na Figura 10, observamos uma diminuição na porcentagem de 

vasos perfundidos nos animais que passaram pelo processo de I/R (grupo IR), em comparação 

com os animais do grupo Sham. Entretanto, observamos o aumento na porcentagem desses 

vasos nos animais que receberam o tratamento com progesterona previamente à lesão (Pré P4). 

Não observamos diferenças significativas nos animais do grupo Pós P4. Na Figura 10 estão as 

fotomicrografias representativas de vasos no leito mesentérico. 
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Figura 10: Análise da perfusão microcirculatória dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos 

procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM (n=5). P Kruskal-Wallis 0,081. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Imagens representativas do leito mesentérico dos animais: Sham, animais submetidos apenas aos 

procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão;  Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. 
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5. 10  Expressão proteica das isoformas da sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS) e 

induzida (iNOS), e Endotelina-1 (ET-1)nos vasos do mesentério 

 

 Quantificamos a expressão proteica das isoformas das sintases do NO e ET-1 por 

imunohistoquímica. Conforme mostrado na Figura 12, podemos observar um aumento na 

expressão de eNOS (A) nos vasos do mesentério dos animais do grupo Pós P4 em relação aos 

animais do grupo IR. Não encontramos diferenças nos animais do grupo P4 Pré. Em relação à 

iNOS (B), notamos o aumento na porcentagem de células positivas nos animais do grupo IR 

em relação aos animais do grupo Sham. Os tratamentos com progesterona não tiveram nenhum 

efeito sobre a iNOS. Observamos também, um aumento de (ET-1) (C) nos vasos do mesentério 

dos animais do grupo Pós P4 quando comparados aos animais do grupo IR. Nenhuma diferença 

foi observada nos animais do grupo Pré P4. 
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Figura 12: Expressão protéica das isoformas da sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS) (A), induzida (iNOS) 

(B) e ET-1 (C) nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e 

Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão;  Pré P4, 

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com 

progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM de 5 animais 

por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis eNOS 0,002, iNOS 0,006 e  ET-1 0,248. 
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5.11  Expressão Gênica Relativa das isoformas da sintase do óxido nítrico endotelial 

(eNOS) e induzida (iNOS), e Endotelina-1 (ET-1) no mesentério  

 

Complementarmente à análise da expressão proteica de eNOS, iNOS, e ET-1, foi 

observada a expressão gênica relativa destas moléculas através da técnica de PCR. Os nossos 

dados demonstram não haver diferença estatística na expressão gênica das moléculas 

analisadas, em nenhum dos nossos grupos experimentais (Figura 13). 

 

 

Figura 13: Expressão gênica relativa das isoformas da sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS) (A) induzido 

(iNOS) (B) e de Endotelina-1 (C) nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; 

Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e 

reperfusão;  Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, 

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a 

média±EPM (n=5). P Kruskal-Wallis eNOS 0,733; iNOS 0,970 e ET-1 0,174. 
 

 

5.12  Interação leucócito-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 não 

houve diferença significativa na quantidade de leucócitos em rolamento (Rollers, A) nos vasos 

mesentéricos em nenhum dos grupos experimentais. Apesar disso, encontramos um aumento 
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na quantidade de leucócitos aderidos nos vasos dos animais do grupo IR quando comparados 

ao grupo Sham (B). Também é possível observar que tanto os animais do grupo Pré P4 quanto 

do grupo Pós P4, apresentaram diminuição na quantidade desses leucócitos aderidos em relação 

ao IR.  Adicionalmente vemos o aumento do número de leucócitos migrados (C) nos animais 

do grupo IR em comparação com o grupo Sham e também notamos, que os animais que 

receberam ambos os tratamentos (Pré P4 e Pós P4), tiveram uma diminuição na quantidade 

destes leucócitos migrados em relação ao grupo IR. 

 

Figura 14: Contagem de leucócitos rolantes (rollers) (A), aderidos (B) e migrados (C) nos vasos mesentéricos: 

Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos 

aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão;  Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da 

desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM (n=5). P Kruskal-Wallis rollers 0,332; P ANOVA aderidos 

<0,001 e migrados <0,001. 
 

 

5.13  Análise da atividade e expressão de mieloperoxidase 

 

 Com o objetivo de avaliar a presença/ativação de neutrófilos no intestino avaliamos a 
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estão apresentadas na Figura 15 . Nossos dados indicam aumento da atividade (A) de MPO no 

íleo dos animais do grupo IR, apontando que houve recrutamento ou ativação de neutrófilos em 

decorrência da isquemia e reperfusão. Por outro lado, observamos o efeito positivo da 

progestero nos dois grupos tratados, prevenindo o aumento de atividade de MPO. Na expressão, 

vemos um aumento nos animais do grupo IR em comparação com o grupo Sham e a diminuição 

nos dois grupos que receberam a progesterona em comparação com o grupo IR. 

 

 

 

 

Figura 15: Análise da atividade (A) e expressão (B) de mieloperoxidase no intestino nos grupos: Sham, animais 

submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos 

procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da 

desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM de 5 animais por grupo (atividade) e expressão 5 animais 

por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis Atividade: 0,073 e Expressão p <0,001. 

 

5.14  Análise de Moléculas de Adesão Intercelular  

 

 Foram avaliadas as moléculas ICAM-1(molécula de adesão intercelular-1), VCAM-1 

(molécula de adesão de célula vascular-1), PECAM-1 (molécula de adesão celular endotelial 

plaquetária) e P-selectina. Os resultados expostos na Figura 16, mostram não haver diferenças 

na expressão de VCAM-1(B) em nenhum dos nossos grupos experimentais. Na análise de 

ICAM-1(A) notamos o aumento na expressão desta molécula nos animais do grupo IR quando 

comparados ao grupo Sham, mas nenhuma diferença dos grupos tratados com progesterona em 

relação ao IR. 

Contudo, ao analisarmos a expressão de P-selectina (C), vemos um aumento no grupo 

dos animais que passaram pelo processo de IR em comparação com os animais Sham, e que o 

tratamento após a IR (grupo Pós P4) foi capaz de diminuir a expressão da molécula nas células 
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endoteliais, não havendo diferença no grupo tratado previamente (Pré P4). Resultados 

semelhantes foram encontrados na análise de PECAM-1 (D), em que vemos nos animais do 

grupo Pré P4 uma diminuição na expressão desta molécula de adesão, quando comparada ao 

grupo IR, mas não no grupo Pós P4. Na figura 17 estão as fotomicrografias representativas da 

imunohistoquímica para as moléculas de adesão. 
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Figura 16: Quantificação da expressão das moléculas ICAM-1(A), VCAM-1(B), P-selectina e (C) PECAM-1 (D) 

nos vasos da microcirculação mesentérica nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos 

cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia 

e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, 

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a 

média±EPM de 5 animais por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P ANOVA ICAM-1 0,050; VCAM-

1 0,859; P-selectina 0,037 e PECAM-1 0,122. 
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Figura 17: Imagens ilustrativas de imunohistoquímica das moléculas de adesão ICAM-1(A), VCAM-1(B), P-

selectina (C) e PECAM-1 (D) nos vasos da microcirculação mesentérica nos grupos: Sham, animais submetidos 

apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da 

indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. 

 

5.15  Análise histológica 

 

A análise histomorfométrica do intestino permitiu avaliar o comprometimento da 

mucosa intestinal em nosso modelo. Nossos dados estão ilustrados na Figura 18 em que 

podemos observar que os ratos submetidos à lesão de I/R apresentam diminuição da altura das 

vilosidades (A), da espessura total da mucosa (C), e também na razão da altura das vilosidades 

e cripta (D), quando comparados aos animais do grupo Sham. Não encontramos diferença na 

profundidade das criptas (B). Contudo, não foram observados efeitos positivos da progesterona 

em nenhum dos grupos tratados. Na Figura 19 estão as fotomicrografias representativas de 

intestino, aumento final de 100x. 
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Figura 18: Análise histomorfométrica de intestino: (A) representa altura das vilosidades; (B) profundidade de 

cripta; (C) espessura total da mucosa e (D) relação altura da vilosidade/profundidade de cripta, nos grupos: : Sham, 

animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos 

procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 

2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da 

desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM 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; razão 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 cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Aumento final de 100x.
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5.16  Análise de moléculas envolvidas na morte celular por apoptose 

 

Analisamos as proteínas Bcl-2 e Caspase-3 e observamos um aumento significativo na 

expressão de Caspase-3 nos animais do grupo IR quando comparados ao grupo Sham. Nos 

animais do grupo Pré P4, houve uma redução de Caspase-3 comparado ao grupo IR (Figura 

20). No entanto, no grupo Pós P4, essa diminuição não foi observada. Ao analisar a Bcl-2, não 

encontramos diferenças em sua expessão, em nenhum dos nossos grupos experimentais. 
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Figura 20: Expressão protéica de Bcl-2 e Caspase-3 nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos 

procedimentos cirúrgicos; Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos 

por isquemia e reperfusão; Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; 

Pós P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores 

representam a média±EPM de 5 animais por grupo, 1 corte por animal, 10 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis 

Caspase-3 0,004 e Bcl-2 0,325. 

 

 

5.17 Expressão de nNOS e receptor P2X7 nos neurônios do plexo mioentérico 
 

A análise da expressão de nNOS  (Figura 21), nos neurônios do plexo mioentérico, 

avaliada pela densidade (A) e pelo perfil celular (B), não mostrou diferenças significativas entre 

os grupos. 
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Figura 21: Imunofluorescência para a expressão proteica de óxido nítrico síntase neuronal (nNOS), densidade 

(A), perfil celular (B) e fotomicrografias representativas (400x) das reações realizadas nas células neuronais do 

plexo miontérico, nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; Isquemia e 

Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão; Pré P4, 

animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados com 

progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM de 5 animais 

por grupo, 1 corte por animal, 30 imagens analisadas. P ANOVA densidade 0,960 e perfil 0,042. 

 

 

A análise da expressão de P2X7 nos neurônios mioentéricos do tecido intestinal não 

revelou diferenças entre os grupos estudados (Figura 22).  
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Figura 22: Imunofluorescência para a expressão proteica do receptor P2X7 nas células neuronais do plexo 

miontérico, análise da densidade nos grupos: Sham, animais submetidos apenas aos procedimentos cirúrgicos; 

Isquemia e Reperfusão (IR), animais submetidos aos procedimentos cirúrgicos seguidos por isquemia e reperfusão;  

Pré P4, animais tratados com progesterona (P4, 2mg/kg) antes da indução da isquemia; Pós P4, animais tratados 

com progesterona (P4, 2mg/kg) no momento da desoclusão aórtica. Os valores representam a média±EPM de 5 

animais por grupo, 1 corte por animal, 30 imagens analisadas. P Kruskal-Wallis 0,866. 
 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo oferece uma nova perspectiva sobre o uso terapêutico de hormônios na 

evolução do quadro de I/R aórtica em um modelo experimental. Obtivemos resultados positivos 

nos grupos que receberam o tratamento com progesterona (P4) como a melhora do trânsito 

gastrointestinal e a prevenção do aumento da permeabilidade da barreira intestinal (mucosa), 

impactando na formação do edema. O tratamento também foi capaz de reduzir o infiltrado 

leucocitário no intestino, modulando a liberação de mediadores inflamatórios sistêmicos. É bem 

estabelecido que a circulação gastrointestinal é comprometida pela I/R aórtica, desencadeando 

importantes alterações metabólicas que resultam em lesão tecidual, com a liberação de 

mediadores inflamatórios e aumento da expressão de moléculas de adesão endotelial (Rocha de 

Souza et al., 2018). Em relação à microcirculação, o tratamento com progesterona foi capaz de 

manter a perfusão nos microvasos mesentéricos, diferentemente dos animais não tratados que 

passaram pela I/R e apesar de uma alteração pouco expressiva das moléculas de adesão, houve 

redução na quantidade de leucócitos aderidos e migrados. Embora a análise histológica tenha 

indicado danos na mucosa intestinal e ausência de efeitos significativos com os tratamentos 

propostos, foi observada uma redução nos marcadores apoptóticos sob ação da progesterona. 

Deste modo, os achados indicam que a administração de progesterona tanto anteriormente 
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quanto após a oclusão aórtica, exercem efeitos positivos para atenuar o desenvolvimento da 

lesão. 

Em nosso trabalho, administramos a progesterona tanto em um contexto preventivo 

quanto terapêutico (antes e após 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 análises. A determinação de 2 horas como 

período de reperfusão reproduz trabalhos anteriores do grupo com este modelo. (Rocha de 

Sousa et al., 2018; Sobral et al., 2022). Os resultados obtidos revelaram queda da pressão 

arterial sistêmica devido à oclusão aórtica em todos os animais que passaram pela lesão de I/R, 

o que confirma a eficácia do modelo experimental utilizado. Em relação à dosagem sérica de 

progesterona, nos grupos que receberam o tratamento observamos o aumento na concentração 

em relação aos demais grupos, confirmando a efetividade da administração. 

 Diversos autores relatam aumento de corticosterona após a lesão de isquemia e 

reperfusão, porém, acreditamos que o estresse causado pela gavagem, com os animais 

acordados, somado ao estresse cirúrgico possam ser fatores determinantes para não 

conseguirmos identificar diferenças em nossos grupos experimentais. Adicionalmente foram 

avaliados os números totais de leucócitos circulantes, acompanhados de uma análise 

diferencial, encontrando-se aumento significativo no número total de leucócitos circulantes 

após a manipulação cirúrgica (Final – Sham) em comparação com o grupo IR, principalmente 

atribuído ao aumento de granulócitos. Nossos dados podem indicar influência do estresse 

cirúrgico associado à ventilação mecânica, favorecendo a mobilização leucocitária para o 

compartimento vascular, com o predomínio de granulócitos. Observamos também redução nos 

leucócitos totais e monócitos no tempo final em relação ao basal, em todos os grupos 

submetidos à I/R. Além disso, todos os grupos expostos à IR apresentaram diminuição no 

número de plaquetas ao longo do experimento, como já descrito por Sobral et al. (2022). 

É sabido que a ação anti-inflamatória e imunomoduladora da progesterona está 

associada com a redução da síntese e liberação de citocinas pró inflamatórias bem como a 

inibição da ativação e migração de células imunes (Pettus et al., 2005; Raghupathy & Szekeres-

Bartho; 2022). Por conseguinte, avaliamos a expressão de mediadores inflamatórios que 

desempenham um papel fundamental na resposta inflamatória durante a lesão de I/R, sendo 

mediadoras na comunicação celular e modulação da inflamação. Durante o processo de 

reperfusão, a privação de oxigênio e nutrientes geradas durante a isquemia, causa danos 

teciduais que desencadeiam a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-6, que 

são rapidamente produzidas por células endoteliais, macrófagos e outras células 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 concentrações séricas de mediadores inflamatórios, como 

IL-1β, IL-6 e IL-10 encontram-se elevadas (Sobral et al., 2022).  

Em nossos resultados, observamos que a I/R elevou as concentrações de TNF-α IL-6 

e IL-10, e também que a redução observada de CINC-1 nos animais do grupo Pós P4 pode ser 

importante para reduzir o número de leucócitos no tecido intestinal e na circulação mesentérica, 

uma vez que as quimiocinas ativam os leucócitos para desencadear a resposta imune por meio 

da mobilização celular. Experimentos com células humanas demonstraram que a redução dos 

níveis de progesterona levou a um aumento da expressão de IL-8 (análoga a CINC-1) (Zhao et 

al., 2013). Ademais, estudos apontam que a progesterona possui efeitos benéficos em quadros 

de sepse, promovendo a redução de citocinas inflamatórias, como IL-6 e TNF-α, e restaurando 

as atividades das enzimas antioxidantes em diferentes tecidos. Ademais, a progesterona 

apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, atenuando a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) bem como reduzindo a apoptose celular no tecido intestinal (Aksoy 

et al., 2014). Em modelos experimentais, o tratamento com progesterona resultou em níveis 

significativamente mais baixos de marcadores inflamatórios e oxidativos, como malondialdeído 

(MDA), óxido nítrico (NO), além de preservar de forma significativa a integridade da mucosa 

intestinal (Karatepe et al., 2012). 

Adicionalmente, o processo de I/R levou a diminuição do trânsito 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 após a isquemia foi capaz de reverter a redução da motilidade gerada pela I/R.  

Este efeito pode estar associado às propriedades anti-inflamatórias da progesterona no músculo 

liso intestinal, que auxiliam na restauração da motilidade normal. A modulação das contrações 

do músculo liso pelo óxido nítrico (NO), mediada por neurônios não-adrenérgicos e não 

colinérgicos, é essencial. Portanto, alterações no nível basal de NO ou na sua geração induzida 

pela I/R podem impactar significativamente a motilidade intestinal (Li et al., 2022). 

Estudos apontam que a progesterona exerce um papel inibitório nas células musculares 

lisas intestinais, em parte por elevar a síntese de óxido nítrico, o que induz o relaxamento do 

músculo liso, contribuindo para um efeito inibitório na motilidade gastrointestinal. Esse efeito 

ocorre pela inibição de vias de sinalização que levam à contração, como a Rho quinase 

(Alqudah et al., 2022), ou pelo aumento de NO, promovendo a produção 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 à 

inflamação, fatores cruciais na disfunção intestinal pós-isquemia. Por meio de suas 

propriedades anti-inflamatórias, a progesterona desempenha efeitos neuroprotetores em 

neurônios do sistema nervoso central, periférico e entérico, sendo esses últimos essenciais para 

a regulação da motilidade intestinal (Stein et al., 2008; Stegemann et al., 2023). 

Consideramos em nosso modelo que o processo de I/R aórtica resultou em aumento 

da permeabilidade da barreira intestinal nos animais do grupo IR quando comparados ao Sham, 

evidenciada por danos estruturais e possivelmente disfunção de junções epiteliais. A literatura 

mostra que um evento crucial na cascata fisiopatológica da I/R intestinal é a ruptura da barreira 

intestinal, decorrente da privação de oxigênio e nutrientes ao tecido. Essa condição resulta em 

danos teciduais, acompanhados pela geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), ativação 

de vias de morte celular e desencadeamento de uma resposta inflamatória subsequente à 

reperfusão 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 à capacidade da progesterona 

de reduzir a inflamação e o estresse oxidativo, reforçando as junções entre as células epiteliais 

e impedindo a translocação de endotoxinas e microrganismos para a circulação sistêmica (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 expressão de ocludina, uma proteína integrante das junções oclusivas. Além disso, 

outros estudos evidenciam o papel benéfico da progesterona na preservação das barreiras 

intestinal e hematoencefálica, utilizando diferentes modelos experimentais, como na doença 

inflamatória intestinal e no trauma encefálico. (Si et al., 2014; van der Giessen et al., 2019;). 

Foi descrito também que o estrogênio e a progesterona aliviam o estresse do retículo 

endoplasmático, diminuem a produção de citocinas pró-inflamatórias, estimulam a cicatrização 

de feridas e aumentam a função de barreira das células epiteliais em modelos de doença 

inflamatória intestinal (van der Giessen et al., 2019). 

Outro aspecto avaliado neste estudo, foi a alteração da permeabilidade microvascular, 

em que vimos a diminuição nos animais do grupo tratado após a lesão de isquemia em 

comparação ao grupo IR. A lesão de I/R resulta em aumento da permeabilidade vascular, 

conforme observado em modelos de choque hemorrágico e trauma (in vivo e in vitro) 

(Bernardo-Castro et al., 2023). Kimizuka et al., (2004) mostraram que durante a reperfusão de 
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enxerto intestinal, há geração de espécies reativas de oxigênio, que são amplamente 

responsáveis pela fisiopatologia do dano celular direto associado à lesão de I/R, causando danos 

e morte das células endoteliais. Esse processo resulta na disfunção da microcirculação e na 

ativação de potentes cascatas inflamatórias, como liberação de citocinas, expressão de 

moléculas de adesão e ativação de fatores de ativação plaquetária. No contexto do trauma 

encefálico, embora os mecanismos pelos quais a progesterona reduz o edema não estejam 

completamente elucidados, sabe-se que a progesterona pode reduzir os níveis de aquaporina 4, 

uma proteína de canal de água da membrana, e modular o edema cerebral, além de inibir a 

captação ativa de íons via Na/K-ATPase, o que também pode ser relevante para a regulação da 

permeabilidade microvascular (Wei & Xiao, 2013). 

O processo de isquemia leva à restrição do fluxo sanguíneo e a diminuição da perfusão 

dos vasos mesentéricos. Em trabalho anterior, com modelo de isquemia e reperfusão 

observamos a redução significativa do fluxo sanguíneo intestinal no grupo IR em comparação 

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 típico dessas condições (Guan et al., 2008; Hörer et al., 2014). 

A redução no fluxo pode ser explicada pelo aumento da resistência vascular, inflamação e 

formação de microtrombos que frequentemente acompanham a reperfusão. Embora nossos 

tratamentos com progesterona não tenham influenciado no fluxo sanguíneo mesentérico, 

trabalhos mostram a progesterona como sendo um hormônio vasoativo modulando canais de 

cálcio e recuperando o fluxo sanguíneo após isquemia, que poderia ser um dos mecanismos 

associados a este quadro. (Barbagallo et al. 2001).  

Ao analisarmos a perfusão na microcirculação mesentérica, observamos que a 

administração de progesterona contribuiu para uma melhor perfusão nos animais que receberam 

tratamento prévio a isquemia quando comparados com os animais do grupo IR, sugerindo um 

papel na modulação da microcirculação após o evento isquêmico. Esse efeito pode ser atribuído 

à capacidade da progesterona de reduzir o estresse oxidativo e a inflamação local, modulando 

a síntese de NO (Omar et al., 1995; Smith et al., 2009; Aller et al., 2014), aumentando a 

quantidade de vasos sanguíneos perfundidos e promovendo a recuperação da função vascular. 

Assim, a progesterona pode representar uma estratégia terapêutica para minimizar danos 

vasculares após a I/R que provavelmente contribuem também com alterações no trânsito 

intestinal observadas neste estudo. 

Neste cenário, o aumento da expressão proteica de eNOS e endotelina-1 nos animais 

do grupo que receberam o tratamento com progesterona após a isquemia sugere uma modulação 
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favorável do equilíbrio vasomotor. A endotelina é reconhecida como um potente vasoconstritor, 

desempenhando um papel crucial na regulação do tônus vascular durante a resposta 

inflamatória, especialmente no cenário do processo de I/R, o qual pode levar a lesão endotelial 

e estresse oxidativo (Serracino-Inglott et al., 2001). O NO atua como uma molécula de 

sinalização celular; modula o tônus muscular sendo um potente vasodilatador, regula a secreção 

de insulina e modula o tônus das vias aéreas e o peristaltismo intestinal (Andrabi et al., 2023; 

Bu et al., 2022). No âmbito da I/R, é observado que a ET e o NO exercem controle mútuo por 

meio de mecanismos de feedback autócrino, o que impacta a expressão tanto de endotelina 

quanto das sintases de NO: eNOS e iNOS (Ozel et al., 2001). Diversos estudos apontam que o 

processo de I/R pode aumentar a síntese de compostos bioativos, incluindo a endotelina, o que 

se reflete no aumento dos níveis plasmáticos dessa molécula (Ayada et al., 2005). Nossos 

resultados demonstraram uma diminuição da marcação de ET em vasos do mesentério nos 

animais do grupo IR em relação ao grupo Pós P4, sugerindo que, em vez de se acumular 

localmente nas células endoteliais, ela pode estar sendo liberada na corrente sanguínea. Outro 

ponto relevante está relacionado à interação entre os esteróides femininos e a ET como 

demonstrado em modelos celulares, evidências indicam que a progesterona, pode inibir a 

liberação 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 Pós P4 em relação ao grupo I/R. 

Além disso, Kiprono et al. (2013) demonstraram que a progesterona pode reduzir a secreção de 

ET por células endoteliais em resposta à isquemia placentária, sinalizando também que essa 

molécula poderia se acumular no endotélio, uma observação que igualmente corrobora nossos 

dados. Tendo em vista que a progesterona poderia inibir a liberação de endotelina, se mantendo 

esta, acumulada no vasos, esses dados destacam a complexa interação da progesterona com a 

função endotelial em situações de I/R. Ainda no contexto cardiovascular, a progesterona é 

conhecida por seus efeitos benéficos, como a indução da liberação de óxido nítrico pelo 

endotélio vascular, promovendo vasodilatação (Pang et al., 2015). Em nosso estudo 

encontramos o aumento de eNOS nos animais do grupo Pós P4 em relação ao grupo IR. 

Complementarmente dados da literatura mostraram que a progesterona aumenta a expressão de 

eNOS, sugerindo que essa ação ocorre via receptor de progesterona PR-A (receptor nuclear) e 

mPR-α (receptor de membrana) (Pang et al., 2015; You Y et al., 2020). Esses achados reforçam 

a importância da progesterona na modulação das respostas vasculares no quadro de I/R. 

Levando em consideração que, neste estudo, foram encontradas diferenças entre os grupos 

apenas nas análises proteicas e não na expressão gênica de eNOS, ET-1e iNOS, propõe-se que 

os efeitos do tratamento com progesterona derivem de ações rápidas de natureza não genômica. 
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De fato, as vias de sinalização não genômicas desencadeadas pela ativação dos receptores 

hormonais presentes na membrana plasmática podem ser responsáveis pelos efeitos imediatos 

da progesterona sobre a microcirculação mesentérica (Barbagallo et al. 2001; Nilsen & Brinton, 

2002). 

O cenário sistêmico da lesão por I/R envolve interações complexas entre os sistemas 

imune e vascular. Em nossas análises utilizamos a técnica de microscopia intravital que nos 

permitiu observar em tempo real as interações dos leucócitos com o endotélio de vasos 

mesentéricos. Nossos dados mostram não haver diferenças em relação a quantidade de 

leucócitos 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 número de 

leucócitos aderidos e leucócitos migrados, encontramos aumento nos animais do grupo IR e 

uma diminuição nos animais dos dois grupos que receberam tratamento com progesterona. Este 

achado aparentemente não está relacionado ao número de leucócitos circulantes, uma vez que 

todos os grupos apresentaram leucocitose ao final do experimento, principalmente devido à 

neutrofilia. Resultados conformes foram descritos por Rocha de Sousa et al., (2018), sobre o 

aumento dos leucócitos migrados após I/R aórtica e, em modelo de I/R mesentérica, também 

foi observado um aumento significativo no número de neutrófilos firmemente aderidos ao 

endotélio (Szabó et al., 2006).  

Diversos estudos mostraram que a lesão de I/R ocorre principalmente devido às 

interações de células polimorfonucleares (PMN) com as células endoteliais em tecidos 

reperfundidos (Massberg et al., 199; Kumar et al., 2009; Szabó et al., 2006). Além disso existe 

uma ampla evidência na literatura para a regulação da função imunológica 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-inflamatório, reduzindo a infiltração de leucócitos em vários 

tecidos, incluindo músculo esquelético, útero e cérebro (St Pierre Schneider et al. 2012; Tibbetts 

et al., 1999). 

A mieloperoxidase (MPO), é uma enzima liberada por neutrófilos ativados capaz de 

produzir espécies reativas de oxigênio. Representa o componente mais abundante dos grânulos 

azurófilos presentes nos neutrófilos e é amplamente utilizada como um marcador 

histopatológico para a identificação dessas células. (Nauseef, 2014; Breckwoldt et al., 2008). 

Estudos que utilizaram modelos de I/R mostraram que o extravasamento consequente de 

neutrófilos amplifica ainda mais as reações pró-inflamatórias e as lesões 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 macrófagos ativados, nos quais criam uma produção exacerbada de NO 

representando um evento importante na cascata inflamatória aguda, levando a danos colaterais 

amplos ao tecido saudável pela geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies 

reativas de nitrogênio. (Chen et al, 2024). Em nosso estudo notamos que o processo de I/R 

provocou o aumento na porcentagem de células positivas para iNOS no mesentério dos animais 

do grupo IR quando comparado ao grupo Sham, da mesma forma vimos o aumento tanto da 

atividade quanto da expressão de MPO no íleo dos animais do grupo IR, indicando que houve 

recrutamento ou ativação de neutrófilos em decorrência da isquemia e reperfusão. Além disso, 

observamos efeito positivo da progesterona prevenindo o aumento de atividade de MPO, bem 

como a diminuição de células marcadas nos animais dos dois grupos tratados. Fundamentando 

os nossos dados, diversos modelos experimentais de doenças intestinais, pulmonares e 

neurológicas apontam para a função anti-inflamatória dos hormônios sexuais femininos como 

estrógeno e progesterona em que há uma propensão à diminuição da quantidade de marcadores 

inflamatórios como iNOS e MPO. (Dhote et al., 2022; Keshavarzi et al. 2018; Breithaupt-

Faloppa et al., 2014).  

Naturalmente o processo em várias etapas do recrutamento de neutrófilos para o local 

da lesão, requer a expressão de moléculas de adesão como, integrinas, selectinas e também da 

superfamília das imunoglobulinas (Rao et al., 2007). Desta forma, em nosso estudo avaliamos 

as moléculas de adesão e não encontramos diferenças na expressão 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 diferenças nos animais tratados com progesterona. Adicionalmente, 

observamos a diminuição de P-selectina nos animais do grupo Pós P4 quando comparado ao 

grupo IR e de PECAM-1 nos animais do grupo Pós P4 quando comparados ao IR.  

A P-selectina, expressa em células endoteliais e plaquetas, desempenha um papel 

crucial na facilitação da adesão de leucócitos às células endoteliais durante processos de 

isquemia e reperfusão, iniciando assim, a resposta inflamatória necessária para o recrutamento 

celular (Jones et al., 2015). Além da P-selectina, as glicoproteínas expressas em leucócitos e 

células endoteliais também são fundamentais para o recrutamento neutrofílico. Dentre essas 

moléculas de adesão, destaca-se a ICAM-1, uma glicoproteína de superfície celular com 

expressão basal baixa em células imunológicas, endoteliais e epiteliais, cuja expressão é 

aumentada em resposta a estímulos inflamatórios. Ela é responsável por regular o rolamento 

dos leucócitos e as interações adesivas com a parede vascular, orientando a transmigração dos 

leucócitos através da camada endotelial, promovendo uma amplificação 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, monócitos, linfócitos e células endoteliais (Lertkiatmongkol 

et al., 2016), também participa do processo de diapedese de leucócitos no âmbito do processo 

inflamatório (Liu et al., 2012). Não identificamos na literatura, trabalhos fora do contexto 

reprodutivo feminino, com foco em imunidade inata e inflamação sistêmica que abordem o 

papel da progesterona. Porém, estudos in vitro da expressão de moléculas de adesão endotelial, 

mostram que o tratamento isolado com progesterona, não é capaz de impedir o aumento da 

expressão dessas moléculas por estímulo inflamatório (Piercy et al., 2002). 

Neste cenário, estudos anteriores demonstram que as repercussões histopatológicas na 

mucosa intestinal, resultantes do clampeamento aórtico supracelíaco em ratos, são graves e 

focadas principalmente nas vilosidades (Erling et al. 2010; Rocha de Sousa et al., 2018). É 

sabido também que em modelos de I/R ocorrem lesões na mucosa intestinal como a 

degeneração nuclear e a vacuolização das células epiteliais, bem como necrose e apoptose. 

(Shimada et al., 2024; Li et al., 2022). Em nossa análise histológica do intestino observamos a 

presença de lesões significativas após a I/R aórtica independentemente do tratamento 

administrado, como diminuição na altura das vilosidades, na espessura total da mucosa e na 

razão entre altura das vilosidades e profundidade das criptas. Esses achados sugerem que, 

embora a progesterona tenha demonstrado efeitos protetores em outros parâmetros, como a 

motilidade e a permeabilidade da barreira intestinal, ela não foi capaz de prevenir os danos 

histológicos observados. Isso pode indicar que a lesão estrutural do tecido intestinal depende 

de mecanismos adicionais que não são modulados pela progesterona ou que requerem 

abordagens terapêuticas complementares. 

Adicionalmente aos efeitos da inflamação causada pelo processo de I/R, analisamos 

as moléculas relacionadas a apoptose: caspase-3, uma enzima proteolítica essencial no processo 

de apoptose, sendo considerada uma caspase efetora. Ela é ativada por cascatas de sinalização 

apoptótica que atua clivando proteínas estruturais e regulatórias (Elmore 2007), e Bcl-2 uma 

proteína antiapoptótica e um regulador central da apoptose, atuando principalmente na 

mitocôndria para inibir a morte celular programada e preservar a integridade celular (Adams, 

2003.) Encontramos o aumento da molécula proapoptótica caspase-3 nos animais do grupo IR 

quando comparados ao gruo Sham, contudo o tratamento com progesterona administrado 

previamente à isquemia foi capaz de diminuir esta expressão. Não observamos diferenças na 

expressão da proteína antiapoptótica 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 neutrófilos nas pontas das vilosidades, o que contribui para o agravamento 

da resposta inflamatória. Além disso, há um aumento considerável na apoptose de células que 
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desempenham um papel fundamental na manutenção 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 é aumentada, acompanhada por elevações nos 

níveis da caspase-3 e da proteína proapoptótica Bax, indicando uma ativação robusta das vias 

de morte celular (Li et al., 2022; Abozaid et al., 2023). Esse desequilíbrio entre fatores pró-

apoptóticos e antiapoptóticos contribui para a exacerbação do dano epitelial, favorecendo a 

disfunção da barreira intestinal, o que facilita a translocação bacteriana e amplifica a resposta 

inflamatória sistêmica. 

Estudos demonstram que os hormônios sexuais femininos desempenham múltiplos 

papéis na regulação fisiológica, incluindo a modulação da transcrição gênica (McDonnell & 

Norris, 2002) e da sinalização intracelular (Filardo et al., 2002). Além disso, possuem uma 

potente ação antioxidante (Prokai et al., 2005) e são capazes de inibir as vias apoptóticas (Dubal 

et al., 1999). Nesse contexto, a progesterona tem demonstrado eficácia na inibição da apoptose 

induzida por IL-1β em culturas celulares (Liu et al., 2018), e de forma mais ampla, seus efeitos 

antiapoptóticos e antioxidantes contribuem para uma ação protetora em modelos de lesão por 

I/R ovariana (Başer G.B. et al., 2018).  

Em modelos de lesão traumática cerebral, a progesterona mostrou capacidade de 

proteger os neurônios corticais da apoptose (Yabin et al., 2015), além de reduzir a expressão de 

marcadores de apoptose e o déficit neurológico em lesões de isquemia focal e reperfusão 

cerebral (Lin et al., 2015; Djebaili et al. 2004; Espinosa-García et al., 2014). Esses achados 

reforçam o potencial terapêutico da progesterona, particularmente no contexto de lesões que 

envolvem processos de apoptose e estresse oxidativo. Portanto, destacam o papel importante 

das vias de apoptose na fisiopatologia da lesão por I/R e sugerem que a modulação desses 

mecanismos, por meio do controle da expressão de proteínas como Bax, caspase-3 e Bcl-2, 

pode ser uma estratégia relevante para limitar o dano tecidual e preservar a função da barreira 

intestinal. 

Observando os resultados obtidos do trânsito gastrointestinal, fluxo e perfusão dos 

vasos sanguíneos, sobretudo pela vasta literatura que delineia o papel protetor da progesterona 

no sistema nervoso após lesões de I/R e doenças inflamatórias (Singh et al., 2024; Kawadkar et 

al., 2024), consideramos expandir nossas análises aos neurônios do sistema nervoso entérico 

(SNE). Trata-se de uma rede intrínseca de gânglios neuronais no tubo intestinal com cerca de 

100 milhões de neurônios localizados no plexo mioentérico e no plexo submucoso. Este sistema 

controla a motilidade, o fluxo sanguíneo, absorção de nutrientes, secreção, o sistema 

imunológico e processos inflamatórios no intestino. (Sharkey & Mawe, 2023; Salazar et al,. 
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2023). Neste cenário é importante ressaltar a ação dos receptores P2X7 no processo de I/R que 

são amplamente expressos por neurônios entéricos, envolvidos na ativação de vias 

inflamatórias e na morte celular, especialmente através da liberação de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β. A progesterona pode modular a resposta desses receptores, 

atenuando a inflamação e a apoptose ao reduzir sua ativação. (Di Virgilio et al, 2017). Além 

disso, a I/R afeta morfológica e funcionalmente o intestino e seus efeitos podem ser revertidos 

pelo tratamento com bloqueador de P2x7 sugerindo o receptor como um alvo terapêutico. 

(Palombit et al., 2019).   

Nossa análise imunoistoquímica dos neurônios entéricos não revelou diferenças 

significativas na expressão de nNOS (óxido nítrico sintase neuronal) e receptores P2X7 após o 

tratamento com progesterona. Esses resultados sugerem que, embora a progesterona tenha 

efeitos benéficos em outros aspectos da recuperação pós-isquêmica, como a motilidade 

intestinal e a perfusão mesentérica, em nosso modelo ela não altera diretamente a expressão dos 

receptores e a densidades dos neurônios específicamente, provavelmente pelo tempo de 

isquemia e de reperfusão utilizados. Isso pode indicar que nos tempos propostos o efeito 

protetor da progesterona ocorre predominantemente por meio de outros mecanismos, como a 

modulação da inflamação e da integridade da barreira intestinal.  

 Desta maneira é importante ressaltar que tomados em conjunto, os resultados 

apresentados destacam o potencial terapêutico da progesterona no contexto de lesões associadas 

a inflamação intestinal, alterações da função intestinal e vasculares relacionadas ao 

mesentérico, sugerindo seu papel na manutenção da integridade tecidual e na mitigação de 

danos inflamatórios e funcionais.  

 

7 CONCLUSÃO 

 

 

 A administração de progesterona no modelo de isquemia e reperfusão aórtica mostrou 

benefícios significativos na melhora do trânsito gastrointestinal e na preservação da 

permeabilidade da barreira intestinal; 

 A progesterona demonstrou efeitos positivos no aumento da perfusão microcirculatória 

mesentérica; 

 O tratamento com progesterona modulou a inflamação, reduzindo a interação leucócito-

endotélio e a liberação de mediadores inflamatórios; 

 A progesterona não mostrou impacto significativo nas alterações histológicas da 

mucosa intestinal, entretanto, foi capaz de reduzir os marcadores apoptóticos. 
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 Em nosso modelo, não foram identificadas alterações nos parâmetros analisados nos 

neurônios do plexo mioentérico; 

 A variação dos efeitos da progesterona conforme o momento da administração ressalta 

a necessidade de estudos futuros para otimizar dose, tempo de uso e protocolos 

terapêuticos em lesões intestinais por isquemia e reperfusão. 
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