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RESUMO

FANTOZZI, E. T. Estudo dos mecanismos envolvidos com os efeitos do
estradiol na inflamacé&o local e sistémica em modelo de isquemia e reperfuséo
intestinal em ratas: influéncia do sistema linfatico. 2018. 99 f. Tese (Doutorado
em: Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2018.

A isquemia intestinal pode decorrer da obstrugéo do fluxo da artéria mesentérica
superior que, em humanos, supre o pancreas, parte do colon e o intestino delgado. A
geracao de produtos téxicos durante o periodo de isquemia faz com que a reperfusao
intestinal gere lesdo em 6rgédos distantes do local onde a isquemia ocorreu. Estudos
consideram que essas lesdes sdo moduladas por mediadores inflamatoérios derivados
do trato gastrintestinal drenados pelo sistema circulatério e também o sistema linfatico
mesentérico. Visto que existem evidéncias de diferencas de suscetibilidade de
resposta imune entre géneros e que terapias especificas para prevencdo ou
tratamento das lesdes teciduais causadas pela IR intestinal ainda ndo estéo
disponiveis. Entéo, a investigacao dos efeitos da IR intestinal sobre o intestino, como
sua capacidade de gerar mediadores inflamatérios em fémeas reveste-se de
importancia adicional, mormente levando-se em consideracdo o papel do sistema
linfatico como transportador de citocinas e células considerando o efeito protetor do
estradiol. Os resultados deste relatério mostram que fémeas com ovarios removidos
apresentam maior inflamacdo local e sistémica ap6s a IR intestinal caracterizada pelo
aumento de permeabilidade macromolecular e vascular intestinal, recrutamento de
leucdcitos, principalmente neutrofilos, e geracdo de mediadores inflamatorios quando
comparado com o grupo de animais com ovarios intactos. Os tratamentos com
estradiol, 24 h antes da IR intestinal ou 30 minutos apds o inicio da isquemia,
exerceram funcBes protetoras distintas e dependentes do momento de sua
administracdo. Os estudos da participacdo do sistema linfatico na modulacdo da
resposta inflamatéria intestinal apds a IR sugerem que em fémeas, a obstrucdo do
fluxo linfatico durante o evento isquémico intestinal pode ser lesiva. Por fim, os dados
apresentados no presente relatorio reforcam a ideia do intestino como o “motor” da
inflamacéo na vigéncia da IR intestinal e, é possivel que o estradiol exergca algum

controle sobre os componentes da linfa drenada.
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ABSTRACT

FANTOZZI, E. T. Study of the mechanisms involved with the estradiol
effects on local and systemic inflammation in intestinal ischemia and
reperfusion model in female rats: influence of the lymphatic system. 2018. 99 p.
P.h.D. these (Pharmacology) — Biomedical Science Institute, University of Sao Paulo,
Sao Paulo, 2018.

Intestinal ischemia reperfusion results from obstruction of the superior artery
flow, wich in humans, supplies the pancreas, parto f the colon and the small intestine.
In reperfusion period the generation of toxic products during the ischemia cause
injuryto organs distant fromthe site where ischemia occurred. Studies consider that
such dysfunctions are modulated by the circulatory and mesenteric lympatich systems.
Since there are evidences of diferences in susceptibility of the imune response
between genders, specific therapies for the prevention or treatment of tissue damage
caused by intestinal IR are not yet available. Therefore, the investigation of the effects
generated by intestinal IR on the intestine, such as its ability to generate inflammatory
mediators in females, is of additional importance, especially considering the role of the
lymphatic system as a carrier of cytokines and cells adding the protective effect of
estradiol. The results of this report show that females with removed ovaries presente
higher local and systemic inflammation after intestinal IR characterized by increased
macromolecular and vascular permeability, recruitment of leukocytes, mainly
neutrophils, and generation of inflammatory mediators when compared to the group of
animals with intact ovaries. Treatments with estradiol, 24 h prior to intestinal IR or 30
min after onset ischemia, exerted differents protectives functions depending on the
moment of its administration. Studies around the involvement of lymphatic systemic in
the modulation of inflammatory response after intestinal IR suggest the in females, the
obstruction of lymphatic flow during the intestinal ischemic eventmay be harmful.
Finally, the data presented in this report reinforce the idea of the gut as the “motor” of
inflammation during intestinal IR, and it is possible that estradiol exerts some control

over the componentes of the drained lymph.
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INTRODUCAO

Isquemia e Reperfuséo (IR) intestinal e suas repercussoes

A isquemia é definida como a obstru¢édo do suprimento de sangue e de oxigénio
para um determinado 6rgdo por diminuicdo da luz de artérias, arteriolas ou capilares.
Por consequéncia, este 6rgdo sofre diversas alteracdes do metabolismo, resultando
no acumulo de metabdlitos toxicos, reducao de reservas energéticas e eventualmente
necrose tecidual (KALOGERIS et al., 2016; SCARABELLI et al., 2002). A obstrugao
do fluxo da artéria mesentérica superior (AMS) é considerada como um evento
isquémico com alto potencial lesivo. Em humanos, a AMS é responsavel pelo
suprimento de sangue para o0 pancreas, parte do célon e principalmente o intestino
delgado como pode ser observado na figura 1. Vale ressaltar que a circulagao
esplancnica representa 75% do volume sanguineo do organismo, justificando,
portanto, que a obstrucdo da AMS cause profundos efeitos deletérios sobre a
homeostasia da regido esplancnica (VOLLMAR; MENGER, 2011).

Figura 1 - A artéria mesentérica superior e seus ramos. Observe que esta artéria irriga o intestino,
desde a metade inferior da por¢cdo descendente do duodeno até o tergo distal do célon transverso

(indicado pela seta).
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A oclusdo da AMS produz uma isquemia com intensidade gradiente ao longo do
intestino. Sendo mais severa na regido do intestino delgado e a porc¢ao inicial do
intestino grosso (RAMOS et al., 2016; CERQUEIRA et al., 2005). A IR intestinal afeta
as ligacdes entre as células epiteliais da mucosa intestinal, o que pode permitir o
deslocamento de bactérias ou toxinas do limen intestinal para o espaco intersticial e,
posteriormente, para a circulacdo sanguinea e linfatica. (KINROSS et al., 2009;
SOUZA et al., 2004).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido se apenas a isquemia, ou se em
associacao a reperfuséo, € condicdo suficiente para a inducdo de lesédo tecidual. De
fato, a hipoxia tecidual e a reducdo de nutrientes causadas pela isquemia levam ao
dano celular, sendo que a posterior fase de reperfusdo pode ser considerada como
fator de contribuicdo para a ativacdo celular possivelmente causada pela
disseminacdo de produtos toxicos e mediadores inflamatérios gerados durante a
isquemia (SITUMORANG; SHEERIN, 2018).

Com respeito a hipoxia causada pela isquemia intestinal, existem dados
indicando que durante esta condi¢cdo ocorre a geracao e ativacdo de amplo espectro
de mediadores inflamatérios. No intestino é sabido que ocorre a ativagdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) nas células do epitélio intestinal. Como resultado desta
ativacao pode ocorrer nova onda de geracéao de citocinas, entre elas o fator de necrose
tumoral tipo alfa (TNF-a). No contexto dos efeitos do TNF-a, sabe-se que a
concentracéo desta citocina pode se elevar no soro, acumular na mucosa intestinal e
estimular a apoptose das células do epitélio do intestino (CHEN et al., 2003). Contudo,
o periodo de reperfuséo parece ser também crucial para o desenvolvimento de lesédo
tecidual no intestino. Estudos conduzidos por Parks e Granger (1986) mostraram que
o0 intestino de animais submetidos a 3 h de isquemia e 1 h de reperfusao se torna mais
comprometido que o intestino de animais submetidos somente a isquemia (neste caso
de 4 h) por meio da analise da lesdo das vilosidades intestinais. Estes achados foram
explicados considerando a geracao de espécies reativas de oxigénio que, quando em
excesso geram estresse oxidativo celular, disfuncé&o mitocondrial e, iniciam o processo
de morte celular (ZHOU et al., 2018). Admite-se que esses radicais sdo gerados
durante a hipdxia e disseminados sistemicamente quando ocorre estabelecimento da
reperfusao, isto é, quando o sangue retorna a circular no intestino (CADENAS, 2018).
Nestas condi¢cdes poderia ocorrer a ativacdo e adesédo de leucdécitos ao endotélio

vascular (STURTZEL, 2017). Em consequéncia h4 aumento de permeabilidade



microvascular, perda da integridade endotelial, formacdo de edema intersticial com
aumento da pressao intersticial. Tal aumento de pressao nao permite que o conteudo
microvascular retorne ao vaso gerando, assim, hemoconcentracdo, trombose,
disfuncdo vasomotora, alteracdo das células endoteliais e edema (MENGER et al.,
1997).

Portanto, as alteracbes microcirculatérias causadas pela IR no intestino sao
elementos importantes para as repercussdes locais e sistémicas da IR intestinal
(VOLLMAR; MENGER, 2011). Ainda no contexto das altera¢des teciduais no intestino
€ interessante notar que o desencadeamento da leséo intestinal € precedido por
alteracdes funcionais da microcirculacdo mesentérica. Tais alteracbes ocorrem
durante periodos de hipoperfusdo que se sobrepbem aos mecanismos
compensatorios intestinais que mantém a homeostasia (BULKLEY et al., 1985).
Existem estudos caracterizando topograficamente a regido submucosa como sendo a
mais sensivel a faléncia da perfuséo da parede intestinal (BEUK et al., 2000). Quando
nao ocorre a restauracao completa do fluxo sanguineo intestinal observa-se disfuncao
epitelial e endotelial, além de aumento de permeabilidade microvascular e intestinal
(GUAN et al., 2009). Assim, embora possa ser paradoxal, ainda que a reperfusdo seja
essencial para controlar os efeitos deletérios da isquemia, ela pode ser considerada
fator de contribuicdo para a lesdo intestinal. O aumento da permeabilidade
microvascular intestinal esta associado com faléncia multipla de érgaos, aumento na
incidéncia de complicacdes e morte em pacientes criticos (PEOC’H et al., 2018; DE
JONG et al., 2016).

Papel do sistema linfatico na inflamacéo gerada pela IR intestinal

Uma vez que a homeostase intestinal é abalada pela IR intestinal pode-se
observar a progressao da inflamacéo sistémica, podendo culminar na faléncia maltipla
de 6rgaos e Obito. Dentre os eventos, observa-se a hipoperfusdo, alteracdo da
motilidade e quebra da barreira intestinal com translocacdo de conteudos presentes
no lumen. Devido a ruptura da barreira intestinal, também observamos a invasao de
patdogenos e ceélulas circulantes bem como, o encaminhamento do processo
inflamatorio para outros 6rgéos como figado, pancreas e pulméo, o que resultara na
exacerbacéo da resposta imune local e sistémica (DE JONG et al., 2016). Estudos

consideram que a disfuncdo pulmonar, a inflamacdo sistémica e a insuficiéncia



multipla de 6rgéos e sistemas (IMOS) séo parcialmente decorrentes dos efeitos dos
mediadores inflamatorios derivados do trato gastrintestinal drenados pelo sistema
linfatico mesentérico (DEITCH et al., 2001; MAGNOTTI et al., 1998; MAGNOTTI et al.,
1999). Por causa disso, considera-se que a microcirculacdo mesentérica exerca
relevante papel sobre a inflamacéo sistémica e por extensao no estado funcional de
fagdcitos envolvidos com a inflamacéo (DEITCH et al., 1994; SHENKAR et al., 1994;
WELBORN et al., 2000).

Essencialmente, o sistema linfatico, além de regular o balanco fluidico tecidual
€ uma das principais vias de transporte de células do sistema imunolégico. Nesta linha
de pensamento e dentro do contexto da drenagem linfatica intestinal, vale lembrar que
o pulmao é o primeiro 6rgdo exposto a linfa mesentérica. Desta forma, a qualidade do
conteudo da linfa pode interferir com a homeostasia do pulméo. Assim, em modelo de
inflamacédo pulmonar causada por choque hemorragico experimental, condicdo que
induz o estabelecimento de isquemia intestinal ao longo do tempo, os estudos de
Magnotti et al. (1998), mostraram que a inflamacdo pulmonar depende de fatores
humorais contidos na linfa mesentérica intestinal.

Estudos do nosso laboratério revelam importante participacdo da linfa nas
repercussdes pulmonares da IR intestinal (BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2012;
BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2009; CAVRIANI et al., 2007; COELHO et al., 2007;
CAVRIANI et al., 2005). Ainda, a linfa proveniente do leito mesentérico € rica em
citocinas e eicosanoides (BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2012; CAVRIANI et al.,
2007). A obstrucdo do fluxo linfatico leva a reducdo da inflamacé&o pulmonar,
inflamacéo sistémica, e da permeabilidade microvascular intestinal (CAVRIANI et al.,
2005). A partir desses dados, estabelecemos uma hipétese segundo a qual o intestino
e pulmao comunicam-se, por meios de células e mediadores transportados pela linfa.
Desta interacdo advém a inflamacdo pulmonar e a inflamacédo sistémica que,
adicionalmente, pode afetar mais 6rgdos e sistemas. De fato, a obstrucdo do ducto
linfatico, em animais IR intestinal com periodo de reperfusado de 2 horas, reduz nédo sé
o recrutamento de neutréfilos no pulmédo, como também a permeabilidade vascular
(CAVRIANI et al., 2005), e a reatividade brénquica (COELHO et al., 2007). Além disso,
a linfa desses animais contém niveis elevados de citocinas (BREITHAUPT-FALOPPA
et al., 2009; CAVRIANI et al., 2007). Em conjunto, os dados permitem inferir que em
ratos, o intestino, apos a lesdo isquémica e a reperfusdo, mantém um estado pro-

reativo gerando mediadores inflamatérios os quais sdo transportados pelo sistema



linfatico. Vale ressaltar que de forma geral os nossos dados (CAVRIANI et al., 2005)
e de outros (HE et al., 2012) mostram que a obstrucéo do fluxo linfatico exerce efeito
protetor sobre as repercussdes inflamatorias intestinais e sistémicas. E digno de nota
que neste contexto o papel do sistema linfatico difere entre os géneros. De fato,
nossos estudos preliminares, conduzidos em ratas com o fluxo linfatico toracico
interrompido, revelaram que tal obstrucdo, diferentemente do observado nos ratos
machos, exacerba a inflamagéo pulmonar e intestinal apés a IR intestinal (dados nédo
publicados). No conjunto, sugerimos que a resposta local a IR intestinal pode ser

modulada pelos horménios sexuais femininos.

Hormonios sexuais femininos

Embora existam evidéncias de que o perfil dominante da resposta imune (Thl
ou Th2) dependa da variacdo hormonal durante o ciclo sexual feminino e que a
modulacdo da resposta imune (inata e adaptativa) difira entre homens e mulheres, o
dimorfismo sexual ndo recebe atencdo merecida como fator para o entendimento
dessas diferencas (FISH, 2008). Assim, estudos que visem a esclarecer qual o efeito
ou acBes dos hormdnios sexuais femininos nesses perfis sdo de interesse.

De acordo com Fish (2008), o perfil Thl da resposta tende a ser dominante
durante a menstruacao e na fase latea do ciclo sexual. Por outro lado, na fase folicular,
0 padrao Th2 se sobrep8e ao Thl. Com esta percepcao sugere-se que os hormoénios
sexuais femininos, ao exercerem atividade moduladora do sistema imune, podem
interferir com o curso da resposta inflamatéria. De fato, estudos clinicos revelam que
mulheres apresentam menor incidéncia de pneumonia, sepse e faléncia de multiplos
orgaos em relacdo a homens (SINGH, et al., 2018; KNOOP et al., 2017; SPERRY et
al., 2008; DEITCH et al., 2007).

Sado varios os estudos que relatam a participacdo dos horménios sexuais
femininos na mediac&o das repercussdes causadas pelo trauma seguido de choque
hemorragico (FRINK et al., 2007; MOENINPOUR et al., 2007; ANGELE et al., 2006;
HILDEBRAND et al., 2006; MELDRUM, 2006; CHAUDRY et al., 2003; KNOFERL et
al., 2001; KNOFERL et al., 2002; ANGELE et al., 2000). Por exemplo, Moeninpour et
al. (2007) observaram que apos o trauma seguido de choque hemorragico, o estradiol
normaliza a expressdao do receptor toll-like 4 reduzindo a inflamacdo dos

gueratindécitos epidérmicos. Ja os estudos de Knoferl et al. (2001) mostram que uma



Unica dose de estradiol previne a lesao peritoneal e do baco apds choque seguido por
trauma hemorragico.

Evidéncias clinicas mostram que mulheres sob trauma intestinal geram
menores concentracdes séricas de citocinas inflamatorias e que isso reduz o indice
de faléncia mdltipla de 6rgdos (FRINK et al., 2007). E interessante notar que em
modelo experimental de choque hemorragico, roedores machos, sob tratamento com
estradiol desenvolvem lesées menos intensas (DEITCH et al., 2001). Nesse contexto,
fémeas também preservam melhor os parametros hemodindmicos apds o choque
hemorragico (DEITCH et al., 2008a; DEITCH et al., 2008b). De acordo com estes
autores é possivel que o estradiol exerca efeitos protetores por meio da preservacao
da circulacdo sanguinea intestinal.

Estudos conduzidos por Cavriani et al. (2005), revelaram que a obstrugcao do
fluxo linfatico atenua a inflamacdo pulmonar causada pela IR intestinal em ratos.
Assim, no contexto dos resultados obtidos em machos, € possivel que os efeitos
nocivos da hipoperfuséo intestinal sobre a inflamacgéo pulmonar sejam menos intensos
por causa de uma maior protecdo ao trauma da isquemia seguida por reperfusao do
leito intestinal em gerar mediadores inflamatorios. A percepcao é que os mediadores
inflamatorios gerados no intestino séo transportados pela linfa até os pulmdes, e por
causa disso medeiam a inflamacgédo pulmonar aguda (ADAMS et al., 2000). Assim,
uma hipétese que poderia ser levantada € que os hormdnios sexuais femininos podem
exercer papel modulador relevante no compartimento intestinal, minimizando a
geracdo de mediadores e a ativacao de células inflamatorias que seriam transportados
pelo sistema linfatico. Desta forma, poderiam controlar o desencadeamento das
lesbes em oOrgdos distantes do local de origem do trauma intestinal
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2005).

Os efeitos dos hormonios sexuais femininos resultam primariamente da sua
interacdo com receptores localizados em diversos tecidos e células. Com respeito ao
estradiol, os receptores classicos para este esteroide sao classificados em a e B. Tais
receptores podem ser encontrados na membrana celular ou no nucleo. Além destes,
um receptor ligado a proteina G (GPER) também foi descrito (PROSSNITZ et al.,
2008; REVANKAR et al., 2005; THOMAS et al., 2005). Admite-se que este receptor
seja crucial para que respostas bioldgicas do estradiol sejam geradas rapidamente
(FILARDO et al., 2000; FILARDO et al., 2011; MAGGIOLINI et al., 2004). De forma

geral, a interagcdo do estradiol com seu receptor causa ativacdo seguida por uma



dimerizacéo, que aumenta sua afinidade com o DNA. Ao se ligar ao DNA, o complexo
receptor+DNA recruta uma cascata de co-ativadores e proteinas para a regiao
promotora dos genes-alvo. Este tipo de interagdo do hormdnio com o DNA é chamado
de via gendmica (O'LONE et al., 2004). Alguns efeitos do estradiol, como por exemplo
sua acgao protetora na disfuncéo cardiaca ap0s isquemia, ocorrem por mecanismo nao
gendmico (FUKUMOTO et al.,, 2013). Tais efeitos ocorrem minutos apos sua
administrac@o, e possivelmente ndo envolvem transcricdo e sintese de proteinas
(MEYER et al., 2006).

Embora ainda néo totalmente elucidada, a distribuicdo dos receptores de
estradiol no intestino e no pulméao € heterogénea. Neste contexto, existem relatos de
que em modelo de trauma seguido de choque hemorragico, os receptores do subtipo
a e B medeiam os efeitos protetores do estradiol no intestino enquanto no pulméo
somente os receptores do subtipo B modulam suas agbes protetoras (YU &
CHAUDRY, 2009).

Tomados em conjunto, os estudos indicam que os hormonios sexuais femininos
podem interferir com o curso da resposta inflamatéria além de exercer importante
efeito na homeostasia. Todavia, ainda ndo existem dados conclusivos acerca do papel
desses horménios sobre a inflamacédo intestinal causada pelo evento isquémico
intestinal ou se os hormonios sexuais afetam a capacidade do intestino de gerar
mediadores inflamatdrios. Portanto, os mediadores gerados no intestino durante a
isquemia, na reperfusdo podem ter acesso ao pulmao e interferir, por exemplo, na
interacdo leucdcito-endotélio, na modulacdo da atividade das células do sistema
imune, na alteracdo da matriz extracelular e na geracédo adicional de mediadores
inflamatérios. Desta forma, o estudo do processo inflamatério intestinal e a producéo
desses fatores em fémeas pode contribuir para a compreensdo dos efeitos dos
horménios sexuais femininos na manutencdo da homeostasia pulmonar. Uma
possibilidade € que a geracdo de mediadores inflamatérios e a consequente lesédo
intestinal causada pela IR pode ser modulada pelos horménios sexuais femininos. De
fato, existem evidéncias de que o estradiol aumenta a producéo de oxido nitrico (NO)
por meio do aumento da expressao da éxido nitrico sintase constitutiva (cCNOS) no
sistema cardiovascular (MENDELSOHN & KARAS, 1999). Vale lembrar que estudos
em andamento do nosso grupo revelam efeito protetor do estrégeno sobre o aumento
de permeabilidade microvascular pulmonar em ratos apos a IR intestinal. Tal efeito

decorre do aumento da expressdo da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS)



(BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2013). Ainda, considerando os efeitos do NO sobre
0 tébnus da musculatura lisa vascular, a interacdo do estradiol com o NO pode ter
relevancia adicional para a homeostasia do sistema cardiovascular (HOGG et al.,
2012).

Na microcirculacdo pulmonar na vigéncia da IR intestinal, além de seus efeitos
sobre a permeabilidade vascular, o estradiol também medeia a adesao de leucdcitos
por interferir na expressdo de ICAM e VCAM (FANTOZZI, 2013). Portanto, a
repercussao da IR intestinal no intestino pode ser minimizada por influéncia do
estradiol, justificando, desta forma, a menor magnitude da resposta inflamatoria
observada em ratas submetidas a IR intestinal (dados preliminares do nosso
laboratorio). De fato, estudos em andamento em nosso laboratério confirmam que
fémeas com ovarios intactos (portanto com concentracdes circulantes fisiolégicas dos
horménios sexuais) sdo mais resistentes a desenvolver a lesdo intestinal por causa
da isquemia como ja sugerido por autores como Deitch et al. (2008a). Estes autores
usando modelo de choque hemorragico mostraram que fémeas apresentam menor
leséo intestinal quando comparadas aos machos.

Contudo, fémeas com ovarios removidos isto €, na auséncia ou reducao
significativa dos hormonios sexuais femininos exibem exacerbacdo da inflamacao
sistémica. Neste estudo os autores concluiram que a inflamacao pulmonar causada é
mediada pela lesdo intestinal e que fatores toxicos carregados pela linfa mesentérica
exercem papel relevante na lesdao pulmonar.

Outro ponto importante a ser considerado é que o estradiol estimula a
imunidade celular e humoral (GROSSMAN, 1985; MAY, 2007), reduz a sintese de
quimiocinas e medeia a quimiotaxia de neutrofilos (DOUCET et al., 2010; MIYAGI et
al., 1992; SHEH et al., 2011). Desta forma, € bem razoavel supor que o estradiol
exerca efeitos importantes sobre o recrutamento neutrofilico. Dados experimentais
obtidos em modelo de choque hemorragico mostram efeitos protetores cardiacos e
hepéticos do estradiol e da progesterona (JARRAR et al.,, 2000). Estes autores
preconizam 0 uso destes esteroides como agentes terapéuticos em mulheres
ovariectomizadas ou na pds-menopausa e que tenham sofrido choque hemorragico.
Além disto, o estradiol reduz a expresséo de fatores de transcrigcdo envolvidos na
resposta inflamatoria, como o NF-kB e proteina ativadora 1 (AP-1) apds o choque
hemorragico experimental (SUZUKI et al., 2007).



A interacdo do estradiol com o sistema gastrintestinal pode também ser
identificada na medida em que existem estudos indicando que a prevaléncia de Ulcera
duodenal em mulheres € menor do que em homens (LAM et al., 1994; SCHABOWSKI
& PITERA, 2004; WU et al., 2008). Neste sentido, Tuo et al., (2012) demonstraram
que a secrecao de bicarbonato estimulada por prostaglandina E tipo 2 (PGE2) &
modulada por concentracdes fisioldgicas de estradiol, notadamente apés ativar os
receptores a. Sharawy et al. (2013) relataram diferentes efeitos da ativagdo dos
receptores de estradiol tipos a e 3 sobre a adeséo e rolamento de leucdcitos e da
perfusdo capilar intestinal em modelo experimental de sepse. E notavel que em
modelo de trauma hemorragico, o estradiol medeia a geracdo de Oxido nitrico no
intestino. Neste sentido, a ativacao seletiva dos receptores B reduz a expressao de
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (DOUCET et al., 2010). Ainda, Sharawy et al.
(2013), sugerem que o estradiol pode exercer efeitos protetores na microcirculacéo
intestinal ao restabelecer a atividade de oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
reduzir a da iINOS. Apesar do mencionado, estudos adicionais sobre a interacdo 6xido
nitrico com o estradiol e seus receptores sdo necessarios para compreender
diferencas de respostas obtidas apds a expressao de receptores a ou  em modelo
de lesdo intestinal. A percepcao desta necessidade € refor¢cada pelas discrepancias
entre dados obtidos experimental e clinicamente acerca dos efeitos
protetores/deletérios do estradiol em mulheres portadoras de pneumonia ou choque
hemorragico (DIEBEL & LIBERATI, 2011; SPERRY et al., 2008; GANNON et al., 2002;
RAPPOLD et al., 2002). Talvez estas diferencas possam ser decorrentes do momento
em que o estradiol € utilizado. De fato, aparentemente os efeitos do estradiol
(protetores/deletérios) parecem ser dependentes da fase em que a inflamacao
sistémica decorrente do choque se encontra isto é, se aguda, este esteroide exerceria
efeito protetor e o efeito seria deletério s6 na fase mais tardia. E interessante que em
estudo envolvendo 991 pacientes internados em UTIs, (75% do sexo masculino)
houve correlacdo entre elevadas concentragbes no soro de estradiol e morte
decorrente de trauma (DOSSETT et al., 2008). Os estudos mencionados reforcam a
visdo de que os efeitos do estradiol podem ser protetores ou lesivos e que existem
diferencas de sua atividade entre os géneros. Além disso, fica evidenciado que apesar
da compreensao de sua participacdo na resposta inflamatoéria apds o trauma, ainda
nao se conhece com clareza os mecanismos reguladores desses efeitos. Ainda, 0

risco de pacientes internados por causa de trauma serem portadores de infeccao



nosocomial € maior em homens do que em mulheres. E mais, o trauma eleva o0 risco
de morte de pacientes homens portadores de infeccdo nosocomial (GANON et al.,
2004).

Tomados em conjunto os dados apresentados indicam que o estradiol pode
interferir com o curso da resposta inflamatoria e exercer importante efeito
(positivo/negativo) na homeostasia. Todavia, ainda ndo existem dados conclusivos
acerca do papel deste hormonio na inflamacdo causada pelo evento isquémico
intestinal. Considerando que:

1. O estradiol participa por algum mecanismo da atividade funcional de
orgaos e sistemas apés o desencadeamento do trauma intestinal.
2. Receptores de estradiol estdo presentes em células do sistema imune
(PIERDOMINICI et al., 2010),
3. O sistema linfatico atua como transportador de mediadores inflamatérios
produzidos no intestino (ADAMS et al., 2001; DEITCH et al., 1994),
4. Dependendo da fase da resposta inflamatéria, o estradiol pode exercer
efeito protetor ou deletério,
5. Que a qualidade dos efeitos do estradiol depende do género,
a proposta que ora apresentamos visa a investigar a magnitude das repercussoées
intestinais induzidas pela IR intestinal com énfase no papel do estradiol em fémeas
com ou sem ovarios. Paralelamente, a importancia da drenagem linfatica também sera

investigada neste modelo.



CONCLUSAO

A IR intestinal em fémeas com ovarios removidos aumenta a permeabilidade do
epitélio e endotélio vascular intestinal, causando algum grau de les@o no intestino.
O intestino visto como o érgao central no desencadeamento das lesées em 6rgaos
distantes, aparentemente medeia a intensidade inflamatéria por mecanismos que
envolvem o recrutamento celular e o aumento de permeabilidade vascular e
macromolecular intestinal.

Existe uma modulagéo da atividade funcional de neutrofilos na IR intestinal pelo
estradiol uma vez que, ao tratarmos fémeas OVx previamente ou terapeuticamente
com este esteroide observamos menor atividade de MPO no intestino e inibicdo de
sua migragao expontanea.

Fémeas com ovarios preservados, apesar de serem menos propensas a
desenvolver resposta inflamatéria apods a IR intestinal, expressam, com algum grau,
genes moduladores da resposta inflamatéria no mesentério, como o Ccr4 e o Mif.
A falta de hormonios sexuais circulantes ou sua reducdo a valores abaixo dos
fisioloégicos pode interferir com a atividade funcional da medula éssea elevando o
seu numero de células o qual ndo foi corrigido pelos protocolos de tratamentos
propostos com estradiol.

A IR intestinal desencadeou inflamacgéo sistémica nos animais OVx com aumento
de IL-10, MIP-1a, MIP-2, MCP-1, CINC-1, IP-10 e leptina.

O momento da administracdo do estradiol (IR E30" ou IR E24h) pode ser decisivo
para modificar o curso da geracdo de mediadores de forma diferente.

Apesar de encontrarmos reducdo na atividade de MPO e concentracdo de azul de
Evans no intestino de animais OVx com o ducto linfético ligado apds a IR intestinal,
nao pudemos observar outros dados que evidenciassem redugcdo na resposta
inflamatoria.

A obstrucdo do ducto linfatico em fémeas submetidas a IR intestinal causou
inflamacgéo local e sistémica antes ndo observada em animais mantidos com o
ducto linfatico toracico intacto.

A IR intestinal reduz drasticamente o volume de linfa circulante em animais OVx e
nao-OVx e, também observamos aumento na quantidade de células presentes na

linfa das fémeas OVx no momento da reperfusao.



e Células do sistema imune presente nos animais com ovarios preservados na
vigéncia da IR intestinal estdo sendo drenadas da linfa para o sitio inflamatoério. Em
contraste, no grupo de animais OVx e submetidos a IR intestinal, estas células ja
estdo em menor quantidade na linfa controle, permitindo considerar que o estradiol
module o trafego destas células.

e Durante a IR intestinal em fémeas OVx a linfa é rica em neutrofilos e com menor

intensidade de macrofagos.

Em sintese, 0s nossos resultados mostraram que fémeas com ovarios intactos se
mostram mais protegidas aos efeitos lesivos gerados na vigéncia da IR intestinal do
gue as fémeas com ovarios removidos. As lesdes locais causadas pela IR intestinal
alteram a morfologia e funcionalidade intestinal em animais OVx caracterizado pelo

acumulo de células e mediadores inflamatdérios. Em vias sistémicas observamos maior

mobilizacdo de leucdcitos, notadamente de neutréfilos e, mediadores inflamatorios
como: IL-10, MIP-1a, MIP-2, MCP-1, CINC-1 e leptina. Os tratamentos com estradiol

exerceram funcOes protetoras distintas e dependentes do momento de sua
administracdo. Sendo que, o tratamento com estradiol 24h antes da IR intestinal
parece ser mais eficiente do que o administrado com 30min de isquemia. Em relag&o

a participacao do sistema linfatico, nossos dados sugerem que a obstrucéo do ducto

linfatico em fémeas exacerba a inflamacéo gerada pela IR intestinal e que, o estradiol
exerca algum controle sobre os componentes da linfa drenada na vigéncia da IR

intestinal.
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