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Resumo 

 

Cavalcante LP. Efeito da administração aguda de 17β-estradiol ou 
de  progesterona em modelo de isquemia-reperfusão medular em ratos [tese]. 
São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina; 2016. 
 
INTRODUÇÃO: A lesão medular isquêmica continua sendo uma complicação 
devastadora das intervenções cirúrgicas na aorta torácica descendente e aorta 
toracoabdominal. Relatos das diferenças de desfechos clínicos neurológicos 
entre os gêneros após lesões cerebrais isquêmicas e traumáticas têm 
levantado o interesse nas influências hormonais, bem como gerado outros 
estudos buscando a comprovação dos efeitos neuroprotetores do estradiol e da 
progesterona. Nossa hipótese foi a de que a administração aguda de 17β-
estradiol ou de progesterona seria capaz de prevenir ou atenuar a lesão 
medular isquêmica causada pela oclusão transitória da aorta torácica 
descendente proximal. OBJETIVO: Analisar os efeitos na medula espinhal da 
administração aguda de 17β-estradiol ou de progesterona em modelo 
experimental de isquemia-reperfusão medular por oclusão transitória da aorta 
torácica descente proximal de ratos machos. MÉTODOS: Ratos machos, da 
linhagem wistar, foram divididos aleatoriamente em 3 grupos para a 
administração de 280ug/Kg de 17β-estradiol (n=12) ou de 4mg/Kg de 
progesterona (n=8) ou do veículo de infusão (grupo controle) (n=12), 30 
minutos antes da oclusão transitória da aorta torácica descendente por 12 
minutos. A confirmação da oclusão efetiva aórtica deu-se por meio da 
monitorização contínua da pressão arterial média distal com o uso de cateter 
colocado na artéria caudal dos animais (mantida em 10mmHg). A oclusão da 
aorta torácica descendente deu-se por meio do posicionamento de um cateter 
de Fogarty no. 2, passado no sentido caudal, via dissecção da artéria carótida 
comum esquerda do animal. A função locomotora dos animais foi avaliada no 
1o, 3o, 5o, 7o, e 14o dia pós-operatório. No 14o dia pós-operatório, os animais, 
após anestesia profunda, foram sacrificados e tiveram suas medulas espinhais 
retiradas para análise histológica e imunohistoquímica. RESULTADOS: Houve 
comprometimento significativo da função locomotora inicialmente nos 3 grupos 
de estudo, com recuperação parcial da mesma ao longo do período de 
observação, não havendo diferença entre os grupos durante o período de 
observação. A análise histológica da substância cinzenta evidenciou escassos 
neurônios viáveis e importante vacuolização celular nos 3 grupos de estudo no 
14o dia. A análise imunohistoquímica da substância cinzenta medular com 
anticorpos anti-Bcl2 e anti-anexina V foi similar nos 3 grupos. Houve marcação 
positiva de necrose celular com o iodeto de propídio, sendo a mesma 
semelhante nos 3 grupos estudados. CONCLUSÃO: A administração aguda de 
estradiol ou de progesterona, 30 minutos antes da oclusão transitória da aorta 
descendente proximal de ratos machos não foi capaz de prevenir ou atenuar a 
lesão medular isquêmica, até o 14o dia de observação, do ponto vista funcional 
ou histológico. 
 
 
Descritores: doenças da aorta/cirurgia; complicações pós-peratórias/prevenção 
& controle; estradiol; progesterona; isquemia do cordão espinal; paraplegia; 
traumatismo por reperfusão; ratos. 
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Abstract 

 

Cavalcante LP. Effect of the acute administration of estradiol or 
of  progesterone in a spinal cord ischemia-reperfusion model in rats [thesis]. 
São Paulo: "Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina"; 2016. 
 
BACKGROUND: Spinal cord ischemic injury remains a dreadful complication 
following thoracic and thoracoabdominal aortic interventions. Reports on 
gender-related neurological outcomes after ischemic and traumatic brain 
injuries have raised interest in hormonal influences, and have generated studies 
into neuroprotective effects of estrogen and progesterone. We hypothesized 
that the acute pre-operative administration of estradiol or of progesterone would 
prevent or attenuate spinal cord ischemic injury induced by transitory occlusion 
of the proximal descending thoracic aorta. OBJECTIVE: Evaluate the spinal 
cord effects of the acute administration of 17β-estradiol or of progesterone in a 
spinal cord ischemia-reperfusion model. METHODS: Male rats were divided to 
receive 280ug/Kg of 17β-estradiol (n=12) or 4mg/Kg of progesterone (n=8) or 
vehicle (control group) (n=12) 30 minutes before transitory occlusion of the 
proximal descending thoracic aorta, mean distal arterial blood pressure was 
maintained at 10mmHg during 12 minutes. Hind limb motor function was 
assessed at 1, 3, 5, 7 and 14 days after reperfusion. At the 14th day, a segment 
of the thoracolumbar spinal cord was harvested and prepared to histological 
and imunohistochemical analyses. RESULTS: There was an important hind 
limb motor function impairment initially in the 3 study groups, with partial 
improvement along time, but no difference was detected between groups during 
de observational period. Gray matter analysis showed scarce viable neurons 
and a marked cellular vacuolation in all three groups, but the number of viable 
neurons per section areas was not different between study groups at day 14th. 
Immunostaining of the spinal cord gray matter with antibodies anti-Bcl2 and 
anti-annexin V was similar among the 3 study groups. There was positive 
staining for the necrotic marker propidium iodide, with all groups presenting a 
similar staining pattern. CONCLUSION: We found that a single-dose 
administration of estradiol or of progesterone, 30 minutes before transitory 
occlusion of the proximal descending thoracic aorta of male rats, was not able 
to prevent spinal cord ischemic injury through analysis of functional and 
histological outcomes at 14 days of observation. 
 
Descriptors: aortic diseases/surgery; postoperative complications/prevention & 
control; estradiol; progesterone; spinal cord ischemia; paraplegia; reperfusion 
injury; rats. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
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A lesão medular isquêmica (LMI) continua sendo uma complicação 

devastadora da cirurgia da aorta torácica descendente (ATD) e aorta 

toracoabdominal (ATA) (Smith et al., 2012).  Estudos contemporâneos (Messe 

et al., 2008; Cheng et al., 2010) têm relatado taxas de paraplegia e paraparesia 

ainda não desprezíveis (3-14%), principalmente quando levado em 

consideração o impacto desta complicação na qualidade de vida pós-operatória 

dos indivíduos que a desenvolvem.  Embora tais taxas tenham melhorado com 

métodos de proteção medular já bem estabelecidos – drenagem liquórica, 

hipotermia local ou sistêmica, prevenção de hipotensão e derivação átrio-

femoral (Jacobs e Schurink, 2010) – a LMI permanece uma importante causa 

de morbidade em pacientes submetidos à cirurgia da ATD e ATA convencional 

(Contreras et al., 2005) e, até mesmo, em procedimentos endovasculares 

(Gravereaux et al., 2001; Maeda et al., 2012; Katsargyris et al., 2015).  

Acreditava-se que a LMI subsequente à cirurgia aórtica fosse 

decorrente do capeamento aórtico e da interrupção das artérias intercostais. 

Entretanto, o reimplante das artérias intercostais durante o tratamento cirúrgico 

aberto não aboliu a paraplegia pós-operatória (Lynen et al., 2016). Por outro 

lado, com o tratamento cirúrgico endovascular das doenças da ATD e ATA, o 

clampeamento aórtico foi abolido, manteve-se a interrupção das artérias 

intercostais e a paraplegia pós-operatória persistiu um problema importante 

(Maeda et al., 2012).  

Clinicamente, após cirurgias envolvendo a ATD e ATA, alguns 

pacientes manifestam disfunção medular aguda pós-clampeamento aórtico, o 

que se acredita ser decorrente da hipoperfusão; já outros desenvolvem 

paraplegia ou paraparesia tardiamente (geralmente do 1o ao 5o dia pós-
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operatório) – (Crawford et al., 1986; Hollier et al., 1992; Moore et al., 1991), 

evenciando-se, assim, uma curva bimodal de paraplegia.  Acredita-se que a 

isquemia medular e o déficit neurológico no pós-operatório de cirurgias da ATD 

e ATA tenham etiologia multifatorial. Postula-se que seu surgimento advenha 

da duração e severidade do insulto isquêmico, da taxa de metabolismo 

neuronal durante o período de isquemia e da lesão de isquemia-reperfusão 

subsequente (Gravereaux et al., 2001).  

Atribui-se o desenvolvimento tardio de paraplegia ao fato de que, 

durante a fase de isquemia, algumas cascatas deletérias, levando à produção 

de radicais livres, são ativadas.  Em decorrência da restauração do fluxo 

sanguíneo, durante as primeiras horas de reperfusão, há uma melhora do 

ponto de vista funcional. Entretanto, a exposição das cascatas deletérias e de 

seus produtos ao excesso de oxigênio, durante a reperfusão, pode resultar em 

piora da condição neurológica e, consequentemente, à paraplegia ou 

paraparesia irreversíveis tardiamente (Wisselink et al., 1995).  Tais déficits 

neurológicos tardios provavelmente são decorrentes de edema medular em um 

espaço fechado, da ação citotóxica dos leucócitos ou micróglia, da 

vasoconstricção causada pelos metabólitos do ácido aracdônico, e da lesão 

causada pelos radicais livres produzidos durante o período de isquemia (Moore 

et al., 1991).  Porém os caminhos fisiopatológicos envolvidos em cada fase 

ainda não foram plenamente elucidados (Khalaj et al., 2011). 

Até o momento, nenhuma substância tem se mostrado eficaz na 

atenuação do insulto metabólico ou inflamatório causado na medula espinhal, 

inicialmente pela hipoperfusão durante o clampeamento e, posteriormente, pela 

injúria de reperfusão (Smith et al., 2011). Em decorrência do envolvimento das 
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várias vias deletérias ativadas durante a isquemia-reperfusão, uma terapia em 

potencial consistiria na utilização de um agente com múltiplas ações, ou uma 

combinação de drogas, particularmente drogas que ajam sobre a inflamação e 

sobre as vias que levam à morte celular.  

Estudos experimentais utilizando modelos de isquemia cerebral em 

animais de ambos os sexos têm evidenciado melhor evolução nas fêmeas 

(Roof e Hall, 2000; Zhang et al., 1998).  A explicação mais óbvia para esta 

melhor evolução, nos animais fêmeas, seria o possível efeito neuroprotetor dos 

hormônios gonadais circulantes, na lesão isquêmica cerebral.  A maioria dos 

relatos sugere que as fêmeas podem ser menos suscetíveis à lesão isquêmica 

em decorrência de maiores níveis circulantes de estrogênio, embora a 

progesterona também já tenha sido associada a efeitos neuroprotetores (Chen 

et al., 1999; Roof e Hall, 2000; Stein et al., 2011; Feeser e Loria, 2011).  

Estudos comparando a evolução de animais fêmeas ovarectomizadas com 

fêmeas intactas e com machos, em modelo experimental de isquemia cerebral, 

com oclusão temporária da artéria cerebral média, evidenciaram que o grau de 

lesão cerebral das fêmeas ovarectomizadas foi mais similar ao grau de lesão 

cerebral dos machos do que ao grau de lesão das fêmeas intactas (Alkayed et 

al., 1998).  Reforça-se, com isto, o indício do efeito neuroprotetor dos 

hormônios femininos. 

Na espécie humana, estudos observacionais comparando desfecho 

neurológico nos dois sexos, após traumatismo crânio-encefálico e 

raquimedular, têm também despertado interesse nas influências hormonais, 

levando a pesquisas sobre o efeito neuroprotetor do estrogênio e da 

progesterona (Wunderle et al., 2014; Chan et al., 2013). 
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1.1 Estradiol X lesão neurológica 

 

Com relação ao 17β-estradiol (principal hormônio sexual feminino dos 

mamíferos), seu uso terapêutico em modelos experimentais de isquemia 

cerebral, por meio de oclusão da artéria cerebral média, tem demonstrado 

efeitos neuroprotetores (Alkayed et al., 1998; Zhang et al., 1998).  Postula-se 

que estes efeitos advenham de várias ações deste hormônio, provavelmente 

protegendo os neurônios da toxicidade associada com a liberação de glutamato 

durante e após a oclusão da artéria cerebral média, por meio de sua ação nos 

receptores excitatórios de aminoácidos ou pelo influxo de cálcio associado à 

estimulação de receptores N-metil D-Aspartato ou receptores do ácido α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionico (Behl et al., 1995; 

Goodman et al., 1996; Singer et al., 1996).  Alternativamente, o 17β-estradiol 

poderia também proteger o tecido cerebral antagonizando a lesão iniciada por 

radicais livres de oxigênio durante a reperfusão cerebral (Chan, 1994). 

Em culturas de tecidos, estrógenos têm demonstrado exercer potente 

atividade antioxidante em resposta a vários estímulos oxidativos (Bishop e 

Simpkins, 1994; Goodman et al., 1996). Em um modelo in-vitro de lesão 

isquêmica cerebral (Wilson et al., 2000; Wilson et al., 2002), a administração de 

estradiol prévia ao insulto isquêmico foi capaz de reduzir significativamente o 

número de células apoptóticas por meio da análise imunohistoquímica. Suzuki 

et al. (2009) demonstraram que a administração de estradiol, previamente ao 

insulto isquêmico, atenuou a produção central e periférica de citocinas pró-

inflamatórias em um modelo de acidente vascular cerebral isquêmico (AVCi). 
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Ainda considerando o efetivo papel do 17β-estradiol na lesão 

neurológica isquêmica, Thomas et al. (1998), usando o pré-tratamento com 

17β-estradiol em um modelo de AVCi, evidenciaram que a preservação de 

tecido cerebral não se correlacionou com a manutenção do fluxo cerebral, 

detectado por fluxometria com laser-Doppler, durante a oclusão da artéria 

cerebral média, sugerindo que a habilidade do estradiol de preservar o tecido 

cerebral não é dependente de sua ação na preservação de fluxo cerebral 

durante o período de isquemia.  Deste modo, seus efeitos neuroprotetores 

devem ir além de seus conhecidos efeitos vasodilatadores por meio da 

potencialização da enzima sintase de óxido nítrico endotelial e da prostaciclina 

endotelial (Orshal e Khalil, 2004). 

Acredita-se, portanto, que o 17β-estradiol seja um agente pleiotrópico, 

com ações genômicas e não-genômicas, sendo as genômicas por meio da sua 

ligação com dois receptores clássicos de estrogênio (alfa e beta) e as ações 

não-genômicas por meio do receptor estrogênico de membrana ligado à 

proteína G (GPER). Suas ações genômicas dão-se por meio da sua ligação 

com os receptores clássicos, no citoplasma ou no núcleo, tendo como alvos 

genes mediadores antiapoptóticos da família Bcl2 e citocinas pró-inflamatórias. 

Os três receptores têm sido associados às suas ações anti-inflamatórias e 

antioxidantes, por meio da inibição da expressão de citocinas pró-inflamatórias 

e potencializando a expressão de citocinas anti-inflamatórias e de enzimas 

antioxidantes (Revankar et al., 2005; Elkabes e Nicot, 2014). 

Os estudos utilizando modelos experimentais de traumatismo medular 

contuso corroboram as evidências iniciais de que o 17β-estradiol exerça efeito 

antiapoptótico por meio de sua ação nos GPER, e seu efeito anti-inflamatório 
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por meio da sua ação nos 3 receptores, inibindo a expressão de citocinas pró-

inflamatórias e potencializando a expressão de citocinas anti-inflamatórias 

(Elkabes e Nicot, 2014). 

Ainda em relação ao trauma medular contuso, Samantaray et al. 

(2011), utilizando um modelo experimental em ratos machos, observaram 

melhora da lesão medular, do ponto de vista histológico, com a utilização de 

dose fisiológica de 17β-estradiol (10ug/Kg) de liberação continua (nas 48h após 

o traumatismo agudo), quando comparado a grupo controle. Não chegaram, 

porém, a avaliar a função locomotora dos animais em decorrência do sacrifício 

precoce. Já Swartz et al. (2007), também utilizando modelo de traumatismo 

medular contuso em ratos machos e fêmeas ovarectomizadas, tratados com 

17β-estradiol por 21 dias, não encontraram diferença na avaliação da função 

locomotora e histológica dos animais tratados em relação aos controles. Em 

nosso meio, Letaif et al. (2015), de igual modo, utilizando um modelo de 

contusão medular em ratos, tratados com 17β-estradiol, em dose única, 

observaram melhora funcional do grupo tratado no 28o e 42o dias pós-trauma. 

Resultados conflitantes, como os descritos acima, associados ao 

conhecimento prévio, advindo da terapia de reposição hormonal em pacientes 

no climatério, de que a utilização crônica de doses supra-fisiológicas, e até 

mesmo fisiológicas, de estrógenos pode desencadear efeitos colaterais 

importantes, tais como eventos trombóticos, câncer de mama/endométrio e 

feminização em homens (Samantaray et al., 2011), têm retardado a translação 

do uso terapêutico deste hormônio para a prática clínica no tratamento das 

doenças do sistema nervoso central. 
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1.2 Progesterona X lesão neurológica 

 

Diversos estudos pré-clinicos, utilizando modelos experimentais de 

lesão neurológica, incluindo trauma cerebral contuso, lesão medular traumática 

e isquemia cerebral, também apontam para um provável efeito neuroprotetor 

da progesterona.  Seu efeito mais relevante parece ser a redução do edema 

cerebral, limitando o aumento da pressão intracraniana que leva à perda 

secundária de células neurológicas vulneráveis.  Entretanto, há evidência de 

que a progesterona tenha também efeitos antiinflamatórios, antiapoptóticos e, 

talvez, antioxidantes.  Essas ações podem funcionar sinergicamente para a 

prevenção da morte celular de neurônios e células da glia, levando à melhora 

funcional neurológica (Stein et al., 2011).  

Tal qual o estrogênio, a progesterona é similarmente um agente 

versátil, agindo por meio de receptores genômicos (A e B), para auxiliar na 

sobrevivência neuronal e minimizar dano celular e perda tecidual. Este 

hormônio também se liga a receptores não-genômicos, um receptor 

transmembrana (7TMPRβ) e um receptor de membrana (25-Dx). Os quatro 

receptores estão amplamente distribuídos no sistema nervoso central e em 

todos os tipos de neurônios (Schumacher et al., 2007). Na lesão cerebral 

isquêmica, seu efeito principal parece ser a redução do edema cerebral, 

embora tenha também sido postulada sua ação modulando o estresse 

oxidativo e a apoptose celular, por meio de suas ações genômicas e não-

genômicas, diretamente via receptor nuclear de progesterona (A e B) ou, 

indiretamente, ao nível da membrana celular (Gibson et al., 2009). 
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Acredita-se que a progesterona atue na lesão cerebral isquêmica, 

inicialmente, modulando a inflamação por meio da redução da expressão de 

mediadores inflamatórios, incluindo interleucina-1β, transformando o fator de 

crescimento β2 e a sintase de óxido nítrico, bem como por meio da redução 

simultânea do volume de edema cerebral em modelos experimentais de AVCi 

(Gibson et al., 2005). Ishrat et al. (2012), também usando um modelo de AVCi, 

demonstraram que a progesterona foi capaz de reduzir apoptose, detectada 

pela menor marcação imunohistoquímica, apontando para seu efeito no 

segundo estágio da lesão neurológica isquêmica.  

Kumon et al (2000), tratando ratos machos hipertensos, submetidos à 

oclusão transitória da artéria cerebral média, com a administração diária de 

progesterona, iniciada no período de reperfusão cerebral, observaram melhor 

desfecho neurológico funcional no grupo tratado, nas análises do 4o e 7o dias 

de observação. Também foi evidenciada uma redução do volume de lesão 

cerebral no grupo tratado, sacrificado no 7o dia de observação. 

Os estudos pré-clínicos chegaram a motivar estudos clínicos 

randomizados fase 2 (Wright et al., 2007; Xiao et al., 2008) e fase 3 (Wright et 

al., 2014; Skolnick et al., 2014) do uso terapêutico da progesterona em 

pacientes vítimas de traumatismo crânio-encefálico, bem como estudos 

randomizados (fase 2) do seu uso em pacientes vítimas de traumatismo 

raquimedular (Aminmansour et al., 2016), embora com resultados iniciais 

conflitantes. 
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1.3  Hormônios femininos X isquemia medular 

 

Até onde sabemos, há dois relatos iniciais investigando o efeito do 

estradiol (Khalaj et al., 2011) e da progesterona (Vandenberk et al., 2013) em 

um modelo de isquemia-reperfusão por meio da oclusão temporária da aorta 

abdominal infrarrenal de coelhos que apontam para um efeito neuroprotetor de 

ambos os hormônios neste cenário. Entretanto, nenhum deles investigou o 

desfecho funcional ou histológico a longo prazo e ambos utilizaram coelhos, 

uma espécie animal com irrigação medular puramente segmentar 

(Kanellopoulos et al., 1997), bem diferente da irrigação medular da espécie 

humana (Morishita et al., 2003); enquanto que há evidência sólida (Tveten 

1976; Koyanagi et al., 1993) de que ratos apresentam uma irrigação arterial 

medular muito semelhante à de humanos. Nossa proposta foi, então, a de 

estudar o efeito funcional e histológico de longo prazo, da administração aguda, 

em dose única, de estradiol ou de progesterona previamente à oclusão 

transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos machos. 
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2.1  Objetivo Geral 

 

Analisar os efeitos na medula espinhal da administração aguda de 17β-

estradiol ou de progesterona em modelo experimental de isquemia-reperfusão 

medular por oclusão transitória da aorta torácica descente proximal de ratos. 

 

2.2     Objetivos Específicos 

 

 Comparar a função locomotora dos animais submetidos ao trauma de 

isquemia-reperfusão medular, nas duas primeiras semanas de 

segmento, submetidos ou não a administração de 17β-estradiol; 

 Comparar a função locomotora dos animais submetidos ao trauma de 

isquemia-reperfusão medular, nas duas primeiras semanas de 

segmento, submetidos ou não à administração de progesterona; 

 Comparar as alterações histopatológicas do tecido medular dos 

animais submetidos ao trauma de isquemia-reperfusão medular, 

submetidos ou não à administração de 17β-estradiol, ao final do 

período de 2 semanas de observação; 

 Comparar as alterações histopatológicas do tecido medular dos 

animais submetidos ao trauma de isquemia-reperfusão medular, 

submetidos ou não à administração de progesterona, ao final do 

período de 2 semanas de observação. 
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  Este estudo foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do  Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo e aprovado na sessão de 14/08/2013 (ANEXO A). 

Os animais utilizados foram obtidos junto ao Biotério da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo e os experimentos conduzidos no Laboratório de 

Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulação (LIM-11), desta mesma 

Faculdade. Todo o procedimento de execução e análise foi realizado em 

conformidade com os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 

Cirurgia Experimental/Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório 

(http://www.cobea.org.br/index.php?option=com_content&view=article&id=102&

Itemid=119) e com a legislação brasileira vigente (Lei Federal no. 11.794, de 8 

de outubro de 2008). 

 

3.1  Caracterização da amostra 

 

Foram utilizados 65 ratos machos da linhagem Wistar (peso entre 300 

e 430g), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo. Os animais foram mantidos em ambiente controlado para 

temperatura (23 + 
 
2oC), umidade e exposição à luz, com ciclo claro/escuro de 

12 horas, livre acesso à ração e água, bem como higiene adequada. 

 

3.2  Formação dos grupos  

 

Os 65 animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de acordo 
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com a administração do tratamento hormonal ou a administração do veículo de 

infusão (ciclodextrina), todos diluídos em solução fisiológica.  Os animais do 

grupo controle receberam somente o veículo de infusão, diluído no mesmo 

volume de solução fisiológica utilizado nos grupos de tratamento. Foram 

considerados para o estudo apenas os animais que sobreviveram as primeiras 

24h pós-operatórias, permitindo, assim, a realização da primeira avaliação 

clínica (Figura 1).  

Os grupos foram distribuídos da seguinte forma: 

Grupo ESTRO: trinta minutos antes da oclusão transitória da aorta 

torácica descendente proximal, foi administrado 17β-estradiol, por via intra-

arterial, na dose de 280μg/Kg. 

Grupo PROG: trinta minutos antes da oclusão transitória da aorta 

torácica descendente proximal, foi administrada progesterona, por via intra-

arterial, na dose de 4 mg/Kg. 

Grupo CONTROLE: antes da oclusão transitória da aorta descendente 

proximal, foi administrado, por via intra-arterial, apenas o veículo de infusão 

dos 2 hormônios (ciclodextrina). 

Após os experimentos, os animais foram devolvidos às suas gaiolas 

para recuperação e avaliação neurológica. Por motivos éticos, animais com 

lesão neurológica grave e com critérios clínicos de sofrimento, pontuados pela 

escala de monitorização proposta por Ramsey et al. (2010) (ANEXO B), foram 

sacrificados. Os que apresentaram condições clínicas satisfatórias 

permaneceram em observação até o final do período de observação do estudo. 
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Figura 1. Figura ilustrativa dos grupos experimentais e do protocolo de pesquisa. ESTRO: 
grupo tratado com 17β-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona. PO: dia 
pós-operatório. 

 

3.3  Modelo de isquemia medular 

 

Como modelo de isquemia medular foi seguido aquele proposto por 

Taira e Marsala (1996), com as modificações descritas por Kanellopoulos et al. 

(1997) e já utilizado, em nosso meio, por Judas et al. (2014). 
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3.3.1   Anestesia e preparo dos animais 

 

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

seguida de intubação e ventilação mecânica por meio de ventilador para 

roedores (Harvard 683, Harvard Apparatus, Inc, Holliston, EUA). O plano 

anestésico foi mantido com isoflurano a 1,5 – 2%. A ventilação foi realizada 

com FiO2 de 100%, volume corrente de 10ml/kg e frequência de 70 ciclos por 

minuto.  Quando em plano anestésico, os animais receberam tramadol na dose 

de 5mg/kg intraperitonealmente (para analgesia pós-operatória) e 

pentabiótico® veterinário pequeno porte (Zoetis Indústria de Produtos 

Veterinários Ltda, Campinas-SP) (ANEXO C), na dose de 0,05ml/Kg da 

solução reconstituída, por via intramuscular, sendo então colocados em 

decúbito dorsal horizontal, para realização da tricotomia e antissepsia da região 

cervical ventral e da região ventral, próximo à inserção da cauda, no abdômen.  

A fim de evitar-se broncoaspiração, os animais permaneceram em jejum para 

sólidos por 4 horas, antes do procedimento, e em jejum para líquidos por 2 

horas, antes do procedimento. 

Em seguida, os animais foram posicionados em plataforma cirúrgica 

com aquecimento local, para manutenção da temperatura (37oC). Foi realizada 

a dissecção e cateterização da artéria caudal com um cateter de 

politetrafluoroetileno tipo PE 10 para monitorização da pressão arterial média 

distal (PA Distal), coleta de gasometrias (pré e pós oclusão aórtica) e 

administração hormonal/veículo. O controle da pressão arterial média proximal 

(PAi proximal) foi feito de maneira indireta por meio da dissecção e 

cateterização distal (cranial) da artéria carótida comum esquerda com um 
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cateter de politetrafluoretileno tipo PE 50 (Figura 2).   

 

Figura 2. Representação esquemática do modelo cirúrgico utilizado (Judas, 2013 – 
reproduzido com permissão). PA: pressão arterial. PAi Prox.: pressão arterial 
indireta proximal 

 

 

3.3.2  Indução da isquemia medular 

 

Para a indução da isquemia medular foi, inicialmente, administrada 

heparina por via arterial (100UI/kg) e introduzido um cateter de Fogarty® 
2Fr 

(Edwards Lifesciences LLC – Irvine, EUA) na artéria carótida comum esquerda, 

avançado caudalmente, por cerca de 10 a 12 cm na aorta torácica 

descendente/abdominal; em seguida, procedeu-se à insuflação parcial (0,04 ml 

de solução fisiológica a 0,9%) e posterior gentil tração no sentido cranial até o 

posicionamento correto do balão no óstio da artéria carótida comum esquerda. 

Nessa posição conseguiu-se também a oclusão do óstio da artéria subclávia 

esquerda, sendo o balão então completamente insuflado até a oclusão total da 
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aorta descendente (aproximadamente 0,08 a 0,1 ml de solução fisiológica a 

0,9%). A aorta torácica descente proximal permaneceu então ocluída por um 

período total de 12 minutos. 

 

3.3.3  Controle das pressões durante a oclusão 

 

Neste modelo é de fundamental importância o controle da pressão PAi 

proximal durante a oclusão aórtica - seus valores devem permanecer o mais 

próximo possível a 40 mmHg (Taira e Marsala, 1996; Kanellopoulos et al., 

1997). Com este intuito, a concentração do anestésico inalatório isoflurano foi 

aumentada para 5% logo após a insuflação do balão e graduada de acordo 

com a resposta pressórica do animal.  Tal manobra permitiu o controle 

adequado da PAi proximal durante o tempo de oclusão aórtica. 

Como critério de eficiência na oclusão aórtica, considerou-se a obtenção 

imediata e sustentada da perda da curva de pressão arterial média na artéria 

caudal (PA distal), com níveis pressóricos idealmente não superiores a 10 

mmHg. 

 

3.3.4  Determinação do hemograma basal dos animais  

 

Amostras de sangue (20 μl) foram coletadas da cauda do animal após 

a indução anestésica. Contagens total e diferencial das células foram 

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

China). 
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3.3.5  Determinação dos níveis plasmáticos hormonais 

 

Dez minutos após a desinsuflação do cateter de Forgarty® (período de 

reperfusão) foram coletadas, nos três grupos de estudo, amostras sanguíneas 

para a realização de dosagens de 17β-estradiol e progesterona. As amostras 

sangüíneas para este fim foram coletadas por meio do cateter da artéria 

caudal. As concentrações circulantes dos hormônios foram determinadas 

utilizando-se kits de ELISA (enzyme-linked immunonosorbent assay), seguindo 

as instruções do fabricante (USCN Life Science, Wuhan, China). 

 

3.4  Controles e cuidados no pós-operatório 

 

Após o procedimento cirúrgico, a condição hemodinâmica dos animais 

foi monitorada por meio da manutenção das linhas pressóricas por 20 minutos. 

Nos primeiros 10 minutos após a reperfusão foi colhida nova gasometria 

arterial pelo acesso da artéria caudal e feita reposição volêmica com solução 

fisiológica 0,9%, conforme necessário. Estando o animal hemodinamicamente 

estável, as linhas arteriais foram retiradas, as incisões fechadas e o animal 

extubado. 

Para analgesia pós-operatória foi adminstratado paracetamol por via 

oral (8,3 ml de xarope com concentração de 32mg/ml diluídos em 500 ml de 

água ofertada ao animal – ad libitum) durante os primeiros 3 dias pós-

procedimento. Considerando uma ingesta diária de 20ml de água, a dose 

administrada foi de aproximadamente 30mg/kg. 

Para o controle de eventuais crises convulsivas no pós-operatório, foi 
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administrado midazolam intraperitonealmente na dose de 5mg/Kg. 

 

3.5  Avaliação da função locomotora 

 

A avaliação da função motora dos animais foi realizada no 1o, 3o, 5o, 7o 

e 14o dias pós-operatórios. Dois examinadores independentes, cegos em 

relação ao procedimento, realizaram a análise, baseando-se na escala de 

Basso/Beattie/Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995). Esta avaliação foi 

realizada dentro de um círculo de um metro de diâmetro e bordas laterais com 

21 cm de altura, por um período de quatro minutos para cada animal. A 

variação de movimentos de cada articulação dos membros inferiores 

(tornozelo, joelhos e quadris), posição do abdômen, sustentação do corpo, 

posição das patas posteriores, equilíbrio, locomoção, coordenação de passo e 

posição de cauda foram avaliados. De acordo com esses critérios, os animais 

foram classificados em escore de 0 a 21 pontos, onde 0 representou ausência 

de movimentação e 21 movimentação, equilíbrio e coordenação normais 

(ANEXO D). Os dados foram coletados por meio de uma ficha própria para a 

coleta de dados do teste (ANEXO E). 

 

3.6  Eutanásia, amostras dos tecidos e descarte dos animais 

 

Ao final de 2 semanas os animais foram submetidos à anestesia 

profunda, por meio da injeção intraperitoneal de uma dose de 50 mg/kg de 

pentobarbital. Para a retirada da medula espinhal e sacrifício dos animais foi 

realizada a decapitação, com consequente abertura cervical do canal medular. 
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Por meio da injeção de solução salina fisiológica gelada na parte distal do 

canal, impeliu-se a saída da medula espinhal de maneira intacta. O material 

obtido foi então comparado à medição prévia da coluna vertebral de cada 

animal – realizada antes do sacrifício - e seccionado o segmento da transição 

toracolombar T10-L3. Este segmento foi imerso em hexano, congelado em 

nitrogênio líquido e armazenado a -80 ºC.  Os animais foram descartados 

segundo as normas vigentes para incineração. 

 

3.7  Análise histológica e morfométrica 

 

Três cortes histológicos parafinados da transição tóraco-lombar (T10-

L3) da medula espinhal (4um) de cada animal, devidamente identificados e 

corados pela hematoxilina e eosina (H&E), foram examinados à microscopia de 

luz, sem o conhecimento do patologista a qual grupo do experimento pertencia 

a amostra. 

Foi analisado o número de neurônios viáveis por área de substância 

cinzenta da porção ventral medular (corno anterior). Para leitura das lâminas, 

foi utilizado o software de análise de imagens NIS-Elements (Nikon, Tókio, 

Japão). Células neuronais foram consideradas viáveis quando apresentavam 

citoplasma claro, com pontilhados basofílicos (contendo substância de Nissl) e 

a presença de nucléolos (Saito et al., 2011;  Judas, 2013). 

 

3.8  Análise Imunohistoquímica 

 

Após a eutanásia, a medula espinhal foi retirada e o segmento da 
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transição toracolombar T10-L3 foi imerso em hexano, congelado em nitrogênio 

líquido e armazenado a -80 ºC. Cortes seriados (8 m de 

espessura) foram colocados sobre lâminas de vidro silanisadas (Starfrost®, 

Knittelglass, Alemanha) e as amostras, fixadas em acetona gelada por 10 min. 

As lâminas foram lavadas com solução tampão TRIS salina (TBS), seguido de 

bloqueio de sítios inespecíficos com tampão de bloqueio (Superblock®, Thermo 

Scientific, EUA). Para a imunodetecção, os cortes teciduais foram incubados 

com anticorpos primários (anti-Bcl2 ou anti-anexina V; Abcam, Reino Unido), 

com diluição de 1:100, por 1 hora, a 37oC. Depois do enxágue, os cortes foram 

incubados com anticorpos conjugados-secundários FITC (Millipore, EUA), em 

uma diluição de 1:200, por 2 horas, a 37oC. Controles negativos foram 

realizados com a incubação na ausência dos anticorpos primários. Para a 

análise de necrose, os cortes foram incubados com iodeto de propídio (Abcam, 

Reino Unido). O sistema usado para aquisição das imagens incluiu uma 

câmera digital Axiocam MRc (Zeiss, Alemanha) combinada a um microscópio 

triocular fluorescente (Axio Imager A2, Zeiss, Alemanha). Todas as imagens 

foram captadas utilizando-se o software AxioVision L.E. (Zeiss, Alemanha). Os 

resultados são apresentados em fração de área marcada por área total. 

 

3.9  Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística de acordo 

com o tipo de distribuição das variáveis. As variáveis paramétricas, ou seja, as 

que tiveram aceitas a hipótese de normalidade e igualdade das variâncias por 

meio, respectivamente, dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett's, foram expressas 
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por meio da média e erro padrão da média, sendo aplicado o teste de Análise 

de Variância (ANOVA), complementado pelo teste de Tukey. As variáveis com 

distribuição não paramétrica foram expressas pelas medianas e quartis, sendo 

aplicado o teste de Kruskal-Walis, complementado pelo teste de Dunn. O nível 

de significância fixado na aplicação dos testes estatísticos foi de 5% e o 

software utilizado para auxiliar nas análises foi o GraphPad® Prism, versão 6.0. 
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Trinta e dois animais sobreviveram às primeiras 24 horas após o 

trauma cirúrgico inicial, tendo sido submetidos pelo menos à primeira avaliação 

clínica da sua função locomotora, compreendendo a amostra do presente 

estudo. A distribuição da amostra foi de 12 animais no grupo ESTRO, 8 

animais no grupo PROG e 12 animais no grupo CONTROLE. O peso médio 

dos animais foi semelhante nos 3 grupos, sendo de 358+7g no grupo ESTRO, 

358+8g no grupo PROG e 369+12g no grupo CONTROLE. 

A mortalidade global após a primeira avaliação neurológica foi de 9 

animais (28,1%). No grupo ESTRO houve 4 mortes (duas no 7o dia, uma no 12o 

dia e uma no 13o dia); no grupo PROG houve 1 morte no 2o dia (o animal foi 

submetido a eutanasia neste dia por apresentar critérios de sofrimento 

previamente estabelecidos) (ANEXO B); no grupo CONTROLE houve 4 mortes 

(três no 3o dia e uma no 7o dia). 

Considerando os valores hematimétricos iniciais (Tabela 1), bem como 

os valores de gasometria pré e pós isquemia (Tabela 2), não houve diferença 

entre os grupos estudados. Em relação aos parâmetros hemodinâmicos, 

durante o experimento não houve diferença nos valores da PAi proximal entre 

os grupos, porém houve diferença nos valores da PA distal (P=0,013). Esta 

diferença deveu-se exclusivamente a uma PA distal menor no grupo ESTRO 

aos 5 minutos de reperfusão, quando comparado ao grupo CONTROLE 

(Tabela 3).  
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Tabela 1- Distribuição dos parâmetros hematimétricos nos grupos de estudo. 

Variáveisa 
ESTRO 
 (n=12) 

PROG 
 (n=8) 

CONTROLE 
 (n=12) 

Pb 

Leucócitos (x109/L) 13,22 ± 0,86 12,71 ± 1,06 13,49 ± 0,87 0,851 

Linfócitos (x109/L) 8,25 ± 0,58 7,94 ± 0,62 8,27 ± 0,58 0,922 

Monocitos (x109/L) 0,43 ± 0,03 0,41 ± 0,04 0,47 ± 0,04 0,651 

Granulócitos (x109/L) 4,53 ± 0,29 4,36 ± 0,44 4,76 ± 0,33 0,734 

Hemácias (x1012/L) 8,40 ± 0,16 8,30 ± 0,27 8,50 ± 0,19 0,810 

Hemoglobina (g/L) 13,6 ± 0,25 139,1 ± 0,57 13,8 ± 0,32 0,832 

Hematócrito (%) 49,28 ±0,77 50,36 ± 1,49 49,54 ± 0,91 0,763 

Plaquetas (x109/L) 999,3 ±70,71 1146,0 ± 67,42 1129,0 ± 142,89 0,567 

a 
Dados apresentados como média + erro padrão da média.

 b 
ANOVA. 

ESTRO: grupo tratado com 17β-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona. 

 
 

Tabela 2- Distribuição dos parâmetros de gasometria arterial nos grupos de  
estudo. 

Variáveisa 
ESTRO 
(n=12) 

PROG 
(n=8) 

CONTROLE 
(n=12) 

 
Pb 

1’ antes da oclusão aórtica    

   pH 7,48 ± 0,03 7,50 ± 0,02 7,51 ± 0,03 0,624 

   PCO2 (mmHg) 23,03 ± 1,85 26,00 ± 1,43 21,86 ± 2,19 0,435 

   pO2 (mmHg) 231,6 ± 25,7 279,6 ± 34,9 288,9 ± 39,2 0,490 

   HCO3- (mmol/L) 16,59 ± 0,71 20,09 ± 0,94 17,21 ± 1,01 0,059 

   Lactato (mmol/L) 4,43 ± 0,46 3,63 ± 0,32 4,31 ± 0,26 0,407 

   Hemoglobina (g/dL) 10,8 ± 0,5 11,2 ± 0,4 10,6 ± 0,5 0,717 

10’ após a oclusão aórtica    

   pH 7,33 ± 0,03 7,33 ± 0,02 7,38 ± 0,03 0,394 

   PCO2 (mmHg) 29,16 ± 2,64 28,19 ± 1,87 24,99 ± 2,03 0,421 

   pO2 (mmHg) 258,6 ± 27,4 251,5 ± 31,1 328,8 ± 28,8 0,150 

   HCO3- (mmol/L) 14,63 ± 0,79 14,54 ± 0,49 14,46 ± 0,83 0,989 

   Lactato (mmol/L) 6,19 ± 0,64 5,78 ± 0,53 6,36 ± 0,49 0,394 

   Hemoglobina (g/dL) 11,7 ± 0,5 12,2 ± 0,6 11,0 ± 0,6 0,363 

a 
Dados apresentados como média + erro padrão da média.

 b 
ANOVA. 

ESTRO: grupo tratado com 17β-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona. 
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Tabela 3- Distribuição dos parâmetros hemodinâmicos nos grupos de estudo. 

Variáveisa ESTRO 
(n=12) 

PROG 
(n=8) 

CONTROLE 
(n=12) 

PA distal (mmHg)    

Basal 81.1± 6.5 84.1± 2.8 74.6 ± 6.9 

4’ oclusão aórtica 8.2 ± 0.9 10.9 ± 1.2 9.9 ± 0.9 

8’ oclusão aórtica 8.6 ± 0.8 9.1 ± 0.8 8.1 ± 0.8 

12’ oclusão aórtica 8.4 ± 0.7 8.7 ± 0.9 7.5 ± 0.5 

5’ reperfusão 43.1 ± 3.5b 66.0 ± 5.5 78.0 ± 6.9 

10’ reperfusão 71.2 ± 5.6 86.8 ± 5.4 79.7 ± 8.0 

15’ reperfusão 80.0 ± 4.5 82.8 ± 3.5 72.7 ± 5.6 

20’ reperfusão 74,6 ± 3,8 81,0 ± 3,5 81,8 ± 6,1 

PAi proximal (mmHg)    

Basal 34.4 ± 3.4 38.5 ± 2.5 38.2 ± 5.3 

4’ oclusão aórtica 34.8 ± 2.8 39.5 ± 2.9 42.8 ± 2.3 

8’ oclusão aórtica 41.0 ± 2.4 36.5 ± 2.7 41.0 ± 2.4 

12’ oclusão aórtica 40.5 ± 2.6 40.8 ± 2.8 41.3 ± 2.4 

5’ reperfusão 31.7 ± 4.6 29.8 ± 4.9 37.1 ± 4.9 

10’ reperfusão 42.9 ± 2.6 45.8 ± 4.0 41.8 ± 5.8 

15’ reperfusão 43.8 ± 2.1 39.7 ± 2.7 32.7 ± 5.6 

20’reperfusão 37,5 ± 3,1 38,3 ± 3,0 47,5 ± 6,2 

a
Dados apresentados como média ± erro padrão da média. 

b
P<0,0001. 

PA=pressão arterial. PAi=pressão arterial indireta. ESTRO: grupo tratado com 17β-estradiol. 
PROG: grupo tratado com progesterona. 

 
 

 

4.1  Níveis plasmáticos hormonais 

 

A concentração de 17β-estradiol no grupo ESTRO foi de 707,1 + 73,8 

pg/ml, a concentração de progesterona no grupo PROG foi de 567,9 + 213,5 

ng/ml, enquanto que os níveis de 17β-estradiol e progesterona no grupo 
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CONTROLE foram, respectivamente, 24,0 + 6,1 pg/ml e 0,73 + 0,36 ng/ml 

(Figuras 3 e 4). 
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Figura 3 - Concentrações séricas de estradiol no grupo tratado com estradiol (ESTRO) e no 
grupo CONTROLE. 
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Figura 4 - Concentrações séricas de progesterona no grupo tratado com progesterona (PROG) 
e no grupo CONTROLE. 
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4.2  Análise da função locomotora 

 

Conforme descrito na metodologia, dois avaliadores independentes 

(APÊNDICE A; APÊNDICE B), utilizaram a escala BBB para graduação da 

função locomotora dos animais, considerando-se a média das duas avaliações 

(Figura 5). No 1o dia pós-operatório houve comprometimento importante da 

função locomotora, nos três grupos estudados, havendo recuperação parcial do 

déficit motor, semelhante nos 3 grupos, ao final do período de observação (14o 

dia pós-operatório). 

 

Figura 5 -  Análise da função locomotora utilizando-se dos escores da escala BBB (Basso, 
Beattie e Bresnahan) durante o período de observação de 14 dias nos 3 grupos 
estudados. ESTRO: grupo que recebeu 17β-estradiol. PROG: grupo que recebeu 
progesterona. Números entre parênteses indicam o número de animais estudados 
em cada dia de análise. Dados estão apresentados em mediana, quartis, máximo 
e mínimo. 
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4.3  Análise histológica 

 

A análise histológica da substância cinzenta do corno anterior medular 

evidenciou neurônios escassos e vacuolização celular importante nos 3 grupos 

estudados. O número de neurônios viáveis por área de análise não foi diferente 

entre os grupos no 14o dia de observação (Figura 6). 

 

 

Figura 6 -  Número de neurônios viáveis por área presentes na substância cinzenta da porção 
ventral medular no 14

o
 dia após trauma de isquemia-reperfusão medular nos 3 

grupos de estudo. ESTRO: grupo que recebeu 17β-estradiol. PROG: grupo que 
recebeu progesterona. Dados estão apresentados como media + erro padrão da 
média. 

 

4.4  Análise imunohistoquímica 

 

A morte celular foi avaliada no tecido medular coletado por 

imunohistoquímica. A apoptose foi avaliada a partir da expressão dos 

marcadores anexina V e caspase 3. Além disso, foi realizada a marcação da 

proteína Bcl-2, que está envolvida no controle da apoptose. Não foi observada 
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marcação positiva nos ensaios com o anticorpo anti-caspase 3 utilizado. Em 

relação à anexina V e ao Bcl-2, não foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos estudados. Para avaliação da presença de células necróticas 

foi utilizado o iodeto de propídio (PI) e a marcação obtida não diferiu entre os 3 

grupos (FIGURA 7). 

 

 

 

Figura 7- Análise imunohistoquímica da porção ventral medular no 14
o
 dia após trauma de   

isquemia-reperfusão medular nos 3 grupos de estudo. ESTRO: grupo que recebeu 
17β-estradiol. PROG: grupo que recebeu progesterona. Dados estão apresentados 
como media + erro padrão da média. 
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Levando-se em consideração o impacto da LMI, manifestada 

clinicamente como paraplegia ou paraparesia, no pós-operatório das 

intervenções na ATD e ATA, na qualidade de vida do indivíduo, bem como na 

repercussão social e econômica para sua família e para a sociedade, o 

desenvolvimento de novas terapias que previnam esta complicação 

devastadora torna-se primordial. 

  No presente estudo, evidenciamos que a administração aguda, em 

dose única, de estradiol ou de progesterona, 30 minutos antes da oclusão 

transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos machos, não foi 

capaz de prevenir ou atenuar a lesão medular isquêmica, quando analisamos a 

função locomotora e as alterações histológicas dos animais até o 14o dia de 

observação. Nossos achados não dão suporte para o uso de hormônios 

femininos como substância neuroprotetora da LMI. 

Considerando especificamente a lesão medular secundária ao trauma 

de isquemia-reperfusão, o presente modelo de isquemia-reperfusão medular 

em ratos tem sido extensamente utilizado para testar medidas farmacológicas 

adjuntas de neuroproteção medular em cirurgia da ATD e ATA, tais como o uso 

de esmolol e landiolol (Umehara et al., 2010), a administração de sinvastatina 

(Saito et al., 2011) e o uso de interleucina-10 (Oruckaptan et al., 2009). 

Portanto, pareceu-nos adequada a utilização deste modelo para testar a 

hipótese de que a administração de 17β-estradiol ou de progesterona poderia 

prevenir a LMI ou, pelo menos, atenuar a lesão inflamatória secundária, por 

meio dos seus efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e antiapoptóticos. Vale a 

pena salientar que, nos trabalhos acima citados, os animais foram sacrificados 
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em 24-48h pós-procedimento, não tendo sido estudados, portanto, os efeitos 

clínicos e histológicos de longo prazo das substâncias testadas. 

Importante ressaltar que este modelo de isquemia-reperfusão medular 

acarreta, além da lesão de isquemia-reperfusão medular, uma lesão de 

isquemia-reperfusão visceral (fígado/intestino/rins) não menos importante, o 

que podemos comprovar pela alta mortalidade global (28,1%) por nós 

encontrada, mortalidade esta que seria ainda maior se considerássemos os 

animais que morreram antes da 1a avaliação neurológica, situação que não 

fazia parte do escopo deste estudo. Dados oriundos do nosso Laboratório 

(ainda não publicados) já apontam positivamente para os efeitos anti-

inflamatórios e antiapoptóticos agudos do 17β-estradiol em ratos machos, 

previamente tratados com 17β-estradiol, submetidos à trauma de isquemia-

reperfusão intestinal, demonstrando inclusive melhora na elevada mortalidade 

pós-operatória precoce. 

Confrontando nossos achados com os de estudos pré-clínicos do uso 

de hormônios femininos no traumatismo medular contuso (Swartz et al., 2007; 

Samantaray et al. 2011; Labombarda et al., 2011; Garcia-Ovejero et al., 2014), 

que apontam, ainda que não uniformemente, para um efeito neuroprotetor ou 

neurorregenerador de ambos hormônios, pontuamos que os mesmos tiveram 

como racional o tratamento de uma lesão medular secundária à contusão 

pregressa da medula espinhal, o que difere do nosso racional de prevenção ou 

atenuação de uma lesão medular secundária ao futuro trauma de isquemia-

reperfusão. Há também a diferença nas alterações teciduais medulares nos 

dois mecanismos de trauma diferentes., O trauma contuso provoca uma lesão 

medular pontual, estando os demais segmentos medulares íntegros; já o 
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traumatismo por isquemia-reperfusão provoca uma lesão medular mais 

extensa. 

Em relação à escolha das doses hormonais administradas, o 17β-

estradiol na dose de 280ug/Kg foi utilizado, previamente, em modelo de 

isquemia-reperfusão intestinal, com resultados positivos (Breithaupt-Faloppa et 

al., 2013; Breithaupt-Faloppa et al., 2014) e a dose de 4mg/kg de progesterona 

foi escolhida por ser a menor dose utilizada na literatura em estudos de 

isquemia-reperfusão cerebral (Deutsch et al., 2013). É importante salientar que 

comprovamos a presença de níveis sistêmicos terapêuticos de ambos os 

hormônios durante o período de oclusão aórtica, já que ambos foram 

administrados 30 minutos antes da oclusão, por via intra-arterial e, 10 minutos 

após o início da reperfusão, foram detectados níveis terapêuticos elevados de 

ambos os hormônios nas dosagens séricas realizadas nos animais. 

Os valores da PA distal e de PAi proximal durante o período de oclusão 

aórtica foram mantidos rigorosamente nos níveis recomendados pelo modelo 

utilizado (Taira e Marsala, 1996; Kanellopoulos et al., 1997), demonstrando a 

uniformização do trauma de isquemia-reperfusão por meio da técnica cirúrgica 

empregada no modelo experimental utilizado. Durante o período inicial de 

reperfusão, acreditamos que a hipotensão transitória no grupo ESTRO aos 5 

minutos deveu-se aos conhecidos efeitos vasodilataroes 17β-estradiol, por 

meio da potencialização da enzima sintase de óxido nítrico endotelial e da 

prostaciclina endotelial (Orshal e Khalil, 2004; Kong et al., 2015); visto que 

houve boa resposta a reposição volêmica com solução fisiológica e que, não 

houve diferença entre os grupos nos valores de hemoglobina sérica dosados 

aos 10 minutos de reperfusão. 
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5.1  17β-estradiol 

 

Grande parte da evidência pré-clínica do efeito neuroprotetor do 17β-

estradiol em lesão cerebral isquêmica advém de estudos nos quais os 

espécimes cerebrais foram coletados entre 22 e 24 horas pós lesão (Alkayed et 

al., 1998; Zhang et al., 1998; Thomas et al., 1998; Wise & Dubal, 2000). Sendo 

assim, há carência de informação sobre o desfecho neurológico a longo prazo. 

À parte do fato de estarmos estudando a lesão medular isquêmica medular e 

não cerebral, nossos animais foram observados por 2 semanas, ficando 

prejudicado o confrontamento dos nossos resultados com os desses estudos 

com sacrifício precoce.  

Considerando especificamente a lesão medular secundária à isquemia-

reperfusão, Khalaj et al. (2011), administrando 17β-estradiol (1mg/Kg) 30 

minutos antes da oclusão transitória da aorta abdominal de coelhos, e 

sacrificando os animais 48h após o trauma de isquemia-reperfusão, detectaram 

melhores escores clínicos nas análises de função locomotora de 6, 24 e 48h 

nos animais tratados.  Em nosso estudo, mesmo no 1o e 3o dias pós-

operatórios, não houve diferença na análise clínica da função locomotora entre 

os grupos. Khalaj et al. (2011) também encontraram mais neurônios viáveis nos 

espécimes medulares do grupo tratado com 17β-estradiol, bem como menor 

marcação imunohistoquímica no grupo tratado, o que significa menor grau de 

apoptose celular 48h após o trauma de isquemia-reperfusão. Não fomos 

capazes de reproduzir seus resultados no presente estudo, mas acreditamos 

que alguns pontos merecem atenção. Primeiramente, eles utilizaram um 

modelo de oclusão de aorta abdominal infra-renal, o que acreditamos ter menor 
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impacto na extensão da lesão medular isquêmica e mesmo menor lesão de 

isquemia-reperfusão sistêmica e visceral do que a oclusão da aorta torácica 

descendente proximal (juntamente com a oclusão da artéria subclávia 

esquerda), utilizada em nosso estudo. Em segundo lugar, não foi avaliado o 

desfecho funcional e/ou histológico dos animais a longo prazo, chegando, os 

autores, a apontar que um período maior de acompanhamento pós-operatório 

poderia esclarecer se o 17β-estradiol teria prevenido ou somente postergado o 

surgimento de eventuais déficits funcionais nos animais tratados. Finalmente, 

utilizaram uma espécie diferente de animal (coelho), com irrigação medular 

puramente segmentar (Kanellopoulos et al., 1997), bem diferente da irrigação 

medular da espécie humana (Morishita et al., 2003), enquanto que há evidência 

sólida (Tveten 1976; Koyanagi et al., 1993) de que ratos apresentam uma 

irrigação arterial medular muito semelhante a de humanos, sendo este um dos 

motivos de seu uso no presente trabalho. 

 

5.2  Progesterona 

 

Nossos resultados, utilizando a progesterona com intenção de 

neuroproteção, também não podem ser diretamente confrontados com os 

resultados positivos encontrados por Kumon et al (2000) em modelo de AVCi, 

visto que, além da diferença no modelo de isquemia-reperfusão por nós 

utilizado já pontuada anteriormente, nosso estudo difere no fato de termos 

usado uma administração em dose única da progesterona, em oposição à 

suplementação diária durante o período de observação por eles utilizada. 
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Levando-se em conta especificamente a lesão medular secundária à 

isquemia-reperfusão, Vandenberk et al. (2013) administraram progesterona 

imediatamente após a oclusão transitória da aorta abdominal de coelhos e 

sacrificaram os animais tratados, na 4a e 6a horas pós-reperfusão, e os animais 

não tratados (grupo controle), na 2a hora pós-reperfusão. Histologicamente, 

observaram que o número de neurônios viáveis foi menor no grupo controle 

não tratado, mas não avaliaram o déficit neurológico funcional dos animais e 

nem o grau de apoptose celular. Em seu relato, além das diferenças já 

pontuadas no modelo de isquemia-reperfusão utilizado, não foi avaliada a 

função locomotora dos animais, tendo sido analisada somente a injúria do 

tecido medular na 4a e 6a hora após reperfusão, em oposição à nossa 

avaliação histológica no 14o dia após reperfusão. Por fim, optaram pela 

administração hormonal no início da reperfusão, provavelmente buscando o 

tratamento da lesão de reperfusão, sem a intenção de prevenir a injúria 

isquêmica inicial durante o período de oclusão aórtica, o que foi parte do 

racional do nosso estudo. 

 

Uma limitação do nosso estudo foi a opção pela utilização da 

administração hormonal aguda, em dose única. Entretanto, nossa intenção não 

foi a de tratar os animais portadores da LMI pós-operatória, mas sim a de 

prevenir ou atenuar a lesão causada pelo trauma inicial, razão pela qual 

administramos os hormônios 30 minutos antes da oclusão aórtica transitória 

dos animais. Tínhamos ciência de que a lesão de isquemia-reperfusão dar-se-

ia ao longo do tempo, daí utilizarmos o 17β-estradiol e a progesterona em 

doses terapêuticas, visto que, considerando suas meias-vidas de 14-16h e 34-
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55h respectivamente, teríamos concentrações séricas elevadas tanto no 

período de oclusão aórtica quanto no período de reperfusão inicial, como 

demonstrado pelos níveis hormonais séricos aos 10 minutos de reperfusão. 

Ademais, preocupamo-nos em evitar os efeitos adversos da administração 

continuada de hormônios sexuais femininos, tais como eventos trombóticos e 

efeitos feminilizantes, especialmente quando levado em consideração o fato de 

que a maior parte dos portadores de patologia aórtica é do sexo masculino. 

Fundamentalmente, do ponto de vista translacional, a administração hormonal 

aguda nos pareceu ter maior aplicabilidade clínica antes das intervenções 

cirúrgicas na ATD e ATA. Todavia, novamente considerando que a lesão de 

isquemia-reperfusão, ao invés de um evento pontual, é um processo composto 

por uma cadeia de eventos que acontecem ao longo do tempo, não sabemos 

se uma eventual suplementação hormonal durante um período maior de tempo 

pós-operatório poderia ter nos levado a um desfecho neurológico diferente nos 

animais tratados. 
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Os resultados apresentados neste estudo demonstram que: 

 

 A administração aguda, em dose única, de 17β-estradiol, antes da 

oclusão transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos, não 

preveniu as alterações da função locomotora dos animais, secundárias à 

lesão de isquemia-reperfusão medular, durante o período de 2 semanas 

de observação. 

 A administração aguda, em dose única, de 17β-estradiol, antes da 

oclusão transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos, não 

preveniu as alterações histopatológicas do tecido medular, secundárias 

à lesão de isquemia-reperfusão medular, no período de 2 semanas de 

observação. 

 A administração aguda, em dose única, de progesterona, antes da 

oclusão transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos, não 

preveniu as alterações da função locomotora dos animais, secundárias à 

lesão de isquemia-reperfusão medular, durante o período de 2 semanas 

de observação.  

 A administração aguda, em dose única, de progesterona, antes da 

oclusão transitória da aorta torácica descendente proximal de ratos, não 

preveniu as alterações histopatológicas do tecido medular, secundárias 

à lesão de isquemia-reperfusão medular, no período de 2 semanas de 

observação. 
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ANEXO B 

 

 

 

   Fonte: Ramsey et al. (2010). 
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ANEXO C 

 

 

Pentabiótico® veterinário pequeno porte (bula) 

(Zoetis Indústria de Produtos Veterinários Ltda, Campinas-SP) 

 

Cada frasco-ampola (1,7g) com pó contém: 

Benzilpenicilina benzatina............................................................600.000 UI 

Benzilpenícilina procaína .............................................................300.000 UI 

Benzilpenicilina potássica ............................................................300.000 UI 

Diidroestreptomicina base (sulfato) ...................................................250 mg 

Estreptomicina base (sulfato) ............................................................250 mg 

Ampola com diluente água destilada estéril ...........................................3 ml 

Fonte: https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-

porte.aspx 

https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-porte.aspx
https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-porte.aspx
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9. Apêndice



Apêndice 

 

APÊNDICE A 

AVALIADOR 1 

ESTRO 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

E1 19 19 19 21 21 
E2 0 0 0 0 0 
E3 19 19 19 19 19 
E4 0 0 0 0 0 
E5 4 7 20 20 21 
E6 19 21 21 21 21 
E7 19 19 19 19 19 
E8 19 19 19 19 19 
E9 13 14 14 14  
E10 0 0 0   
E11 0 0 0 0  
E12  0 0 0 0  

mediana 8,5 10,5 16,5 19 19 

      

PROG 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

P1 0     
P2 19 19 19 20 20 
P3 21 20 21 21 21 
P4 0 0 0 0 7 
P5 0 0 0 0 0 
P6 20 7 13 17 17 
P7 0 0 0 0 0 
P8 0 0 0 0 0 

mediana 0 0 0 0 7 

      

CONTROLE 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

C1 0 0 0 0 0 
C2 20 20 20 20 20 
C3 19 20 20 21 21 
C4 20 20 20 20 20 
C5 0 0 0 0 0 
C6 19 19 20 20 20 
C7 19 20 21 21 21 
C8 0 0 0 0 0 
C9 0     
C10 13     
C11 0     
C12 0 0 0 0  

mediana 6,5 19 20 20 20 

 

 



Apêndice 

 

APÊNDICE B 

AVALIADOR 2 

ESTRO 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

E1 14 14 14 14 14 

E2 0 0 0 0 0 

E3 14 14 16 16 16 

E4 0 0 0 0 0 

E5 9 12 14 14 18 

E6 19 19 20 20 20 

E7 14 15 16 18 18 

E8 15 16 16 18 19 

E9 13 14 14 14  

E10 0 0 0   

E11 0 0 0 0  

E12  0 0 0 0  

mediana 11 13 14 14 17 

      

PROG 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

P1 0     

P2 13 14 14 16 17 

P3 14 15 17 17 19 

P4 0 0 0 1 8 

P5 0 0 0 0 0 

P6 15 8 12 15 15 

P7 0 0 0 0 0 

P8 0 0 0 0 0 

mediana 0 0 0 1 8 

      

CONTROLE 1o PO 3o PO 5o PO 7o PO 14o PO 

C1 0 0 0 0 0 

C2 13 14 15 14 14 

C3 14 15 17 18 18 

C4 14 14 14 14 14 

C5 0 0 0 0 0 

C6 15 17 19 20 20 

C7 18 19 20 20 20 

C8 0 0 0 0 0 

C9 0     

C10 13     

C11 0     

C12 0 0 0 0  

mediana 6,5 14 14 14 14 

 

 

 


