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PREFACIO

E com grande satisfagdo que apresentamos o V Seminario de Ciéncia Experimental, um evento que se
consolida como um espaco essencial para o fortalecimento da pesquisa cientifica e do pensamento critico nas
diversas areas do conhecimento. Em sua quinta edig¢@o, o seminario reafirma seu compromisso com a promogao
de uma educag@o transformadora, baseada na investigacdo, na curiosidade e na construgdo coletiva do saber.

Vivemos em um tempo em que a ciéncia ocupa um papel central na vida em sociedade — seja na com-
preensdo dos desafios globais, como as mudangas climaticas e as pandemias, seja na busca por solugdes ino-
vadoras e sustentaveis para o cotidiano. Nesse contexto, a ciéncia experimental emerge como ferramenta vital
para fomentar ndo somente o conhecimento técnico, mas também habilidades como a observacao, a anélise, o
questionamento e a criatividade.

O V Seminario de Ciéncia Experimental representa, portanto, muito mais do que uma simples reunido
académica. Ele ¢ um ponto de encontro entre estudantes, professores, pesquisadores e entusiastas da ciéncia
que acreditam no poder da experimentagdo como caminho para a descoberta e para a transformagao social.
Cada apresentacdo, cada projeto e cada discussdo que compdem este evento carrega consigo o entusiasmo de
quem se dedica a aprender com o mundo e sobre o0 mundo.

Esperamos que esta edi¢do continue a inspirar mentes inquietas, a estimular novas ideias e a fortalecer o
vinculo entre ciéncia, educagdo e sociedade. Que este semindrio seja, para todos os envolvidos, uma oportuni-
dade de crescimento, inspiragdo e compromisso com um futuro mais consciente, critico e colaborativo.

Boa leitura!
Marcel Vasconcellos
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O EFEITO DA SEMAGLUTIDA NA MODULACAO
DOS NEUROTRANSMISSORES MEDIADOS PELOS
AGONISTAS DOS RECEPTORES GLP-1

Aimée de Almeida Carreiro, Giovanna Simoes Macedo, Ana Carolina Rocha de Lima, Karla Maria
Gongalves Brito de Sousa, Gleiciane Pereira de Souza, Poliana Ferreira de Oliveira, Mariana de Jesus
Barboza, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos

RESUMO

Os agonistas do receptor GLP-1, como a semaglutida, tém mostrado beneficios no controle da glicemia,
perda de peso e reducao de complicagdes cardiovasculares. Contudo, além de suas aplica¢des clinicas estabele-
cidas, estudos recentes sugerem que esses medicamentos podem ter efeitos no sistema nervoso, particularmen-
te na modulacdo dos neurotransmissores. De acordo com um estudo publicado no National Institutes of Health
(NIH), a modulagao farmacologica dos neurotransmissores, como dopamina e serotonina, pode desempenhar
um papel importante nos efeitos comportamentais e fisioldgicos observados em diversos pacientes. Diversos
trabalhos sugerem que a semaglutida pode influenciar na liberagdo e na acdo desses neurotransmissores, fun-
damentais em processos de motivagao e no controle do apetite. A modulagdo desses neurotransmissores pode
explicar, em parte, os efeitos comportamentais e neuropsiquiatricos observados em pacientes tratados com
esses farmacos, como redu¢do da ingestdo alimentar e mudangas comportamentais. Contudo, ainda ha uma
lacuna no entendimento exato de como os agonistas do GLP-1 interagem com esses sistemas neuroquimicos.
Assim, objetiva-se investigar o impacto da semaglutida na modulag@o dos neurotransmissores em modelo ex-
perimental. Para tanto, foram utilizados 12 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, com 3 meses, randomi-
zados em dois grupos: I) Grupo Controle (GC, n = 6); sem uso do farmaco; II) Grupo Semaglutida (GGLP-1,
n = 6); administrag¢do oral de semaglutida (0,1 mg/kg/dia), por 35 dias. Observou-se que os ratos tratados com
semaglutida, apresentaram um menor ganho de peso quando comparados aos seus controles (p = 0,0079). Por
meio do calculo da distancia percorrida, foi demonstrado que os animais do GGLP-1 se expuseram menos nas
areas centrais de risco que o GC (p = 0,0043), assim como no Teste do Labirinto em Cruz Elevada o nimero
de entradas nos bragos fechados deste grupo foi significantemente maior que o GC (p = 0,026). Os achados
sugeriram o efeito ansiogénico do farmaco e modulagdo de vias neurais envolvidas na ingestao alimentar.

Palavras-chave: Agonistas do Receptor GLP-1; Neurotransmissores; Sistema Nervoso Central; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

Os agonistas do receptor do peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1 AR), como exenatida, liraglutida,
dulaglutida e semaglutida, sio medicamentos de segunda linha ou superior, comumente usados no tratamento
do diabetes tipo 2. Eles induzem a ativagdo direta do receptor GLP-1, estimulando a secre¢do de insulina pan-
creatica de maneira dependente da glicose, a0 mesmo tempo em que inibem a secre¢do de glucagon'. Além dos
beneficios comprovados no controle glicémico, perda de peso e reducdo das complicagdes cardiovasculares
associadas ao diabetes tipo 2, os agonistas do GLP-1 tém se destacado por sua potencial eficacia no tratamento
da obesidade, sendo utilizados off-label por pacientes que buscam emagrecimento®>.

Embora os efeitos periféricos desses medicamentos sejam amplamente reconhecidos, estudos recentes
tém revelado um crescente interesse pelos efeitos dos agonistas do GLP-1 no Sistema Nervoso Central. A mo-
dulacdo dos neurotransmissores, como dopamina e serotonina, tem sido uma area importante de pesquisa, uma
vez que esses neurotransmissores desempenham papéis essenciais nos processos de motivagdo, recompensa
e controle de apetite*. Essas interagdes podem ter implicagdes significativas para a satide mental, como alte-
ra¢des no comportamento, memoria e até mesmo o risco de doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer.

Considerando a crescente utilizagdo desses farmacos e a lacuna existente na compreensdo de seus efeitos
no sistema nervoso central, o presente estudo busca investigar o impacto da semaglutida na modulacdo de neuro-
transmissores cerebrais, com énfase nos efeitos neurolodgicos potenciais e suas implicagdes para a satide cognitiva.

JUSTIFICATIVA

Considerando o crescente uso off-label do farmaco, principalmente entre os jovens, estudos que avaliem
seus efeitos colaterais no Sistema Nervoso Central se tornam oportunos e relevantes.

OBJETIVOS

Investigar o impacto da semaglutida na modulacdo dos neurotransmissores em modelo experimental
(Rattus norvegicus).

METODOS

Descricio da amostra

Foram utilizados 12 ratos (Rattus norvegicus) Wistar, machos com 3 meses, peso de 300 £ 25 g, mantidos
em gaiolas com lotagdo de até 4 animais, na Instalagdo de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra dos
Orgios-UNIFESO.

A Instalagdo de Ciéncia Animal possui controle do ciclo circadiano (12h claro / 12h escuro), temperatura
(22 £ 2 °C), umidade relativa do ar (50 £ 5%), além de manejo padronizado de alimentacao, higiene e forne-
cimento de agua ad libitum.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de animais (CEUA), sob o protocolo n.° 592/2024.
Ressalta-se que o estudo se encontra de acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e em confor-
midade com os principios sobre a utilizacdo, manutencao e protecdo de animais de laboratdrio estabelecidos
internacionalmente.

10
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Desenho experimental

Apos a randomizagdo, os animais foram distribuidos em dois grupos:

I) Grupo Controle (GC, n = 6); sem uso do farmaco; Foram realizados testes comportamentais e bioqui-
micos séricos;

IT) Grupo Semaglutida (GGLP-1 n = 6); administragcdo oral de semaglutida (0,1 mg/kg/dia), na dgua de
beber, durante 35 dias, seguidos de testes comportamentais ¢ bioquimicos séricos.

Exames bioquimicos

A concentragdo sérica de cortisol basal foi determinada apos o periodo experimental.

Testes comportamentais

Teste do Campo Aberto (Open Field Test)

O teste do Campo aberto ¢ amplamente utilizado para avaliar alteragdes na atividade locomotora, hipe-
ratividade, ansiedade e comportamentos exploratorios de roedores. Realizado em um ambiente isolado e com
iluminagdo reduzida, sendo o animal colocado no centro de uma arena circundada por paredes medindo 60 x
60 x 450 cm (largura, comprimento, altura) (Figura 1A) e o seu comportamento exploratorio é filmado durante
cinco minutos. Ao final, sera analisado o comportamento do animal durante o teste, ¢ os seguintes pardmetros
serdo obtidos: distancia total percorrida e tempo passado na periferia e no centro da arena, sendo os dois ulti-
mos pardmetros para avaliagdo de comportamento do tipo ansioso.®

Considera-se que os ratos exibem uma aversao natural a areas abertas bem iluminadas. Por outro lado,
eles também tém um impulso para explorar um estimulo percebido como ameacador. A diminui¢ao dos niveis
de ansiedade leva ao aumento do comportamento exploratorio. O aumento da ansiedade, em contrapartida,
resultara em menos locomogdo e preferéncia por ficar perto das paredes do campo.®

Teste do Labirinto em Cruz Elevada (Elevated Plus Maze Test)

O Teste do Labirinto em Cruz Elevada (LCE) ¢ um dos testes de ansiedade mais utilizados por diversos
grupos de pesquisa em todo o mundo, e baseia-se no comportamento natural dos animais, ndo oferecendo ne-
nhum tipo de puni¢do aos mesmos. O aparato utilizado neste teste, construido em madeira, ¢ constituido por
dois bragos abertos unidos perpendicularmente a dois bragos circundados por paredes (bragos fechados) e foi
a principio utilizado para avaliar o comportamento de ratos. Os autores do teste observaram que os animais,
ao serem colocados no centro do aparato, demonstravam clara tendéncia a explorar os bracos fechados, em
detrimento dos abertos. A exposi¢ao dos ratos a situagdes naturalmente ameagadoras, representadas no modelo
pela altura e pelo espago aberto, explicaria a maior aversao para explorar os bracos abertos. O labirinto em
cruz elevada (LCE) é um teste de ansiedade amplamente utilizado tanto para a descoberta de novos agentes
ansioliticos, quanto para investigar as bases psicoldgicas e neuroquimicas da ansiedade’ (Figura 1B).

11
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Figura 1. Teste do Campo Aberto (Open Field Test) e Labirinto em Cruz Elevada (LCE)

A

A

Fonte: Autores, 2025.

Quando o rato ¢ colocado no labirinto para que o explore livremente durante um periodo de tempo deter-
minado, geralmente de 5 minutos, o animal tende a explorar os bracos abertos somente durante 20 a 25% do
tempo, sugerindo que a possivel aversdo causada por esses bragos realmente exista.’

Esse parametro (tempo total de permanéncia nos bragos abertos do modelo), portanto, representa um forte
indice relacionado a ansiedade.

Quando os animais sdo tratados com compostos ansioliticos, tais como diazepam ou clordiazepoxido, o
tempo total de permanéncia nos bragos abertos tende a aumentar significativamente em comparagao a animais
que ndo tenham recebido nenhum tipo de tratamento. Contrariamente a esta resposta, quando os animais sdo
tratados com compostos conhecidos por aumentar os niveis de ansiedade (compostos ansiogé€nicos), acabam
passando mais tempo acuados nos bragos fechados do que explorando os bragos abertos.’

Com relagdo aos parametros observados, além do tempo total de permanéncia em cada um dos bragos e
do ntimero total de entradas. Alguns pesquisadores também consideram na analise outras medidas, conside-
radas comportamentais, tais como o niumero de vezes que o animal explora a extremidade dos bragos abertos,
numero de vezes que se levanta contra as paredes dos bragos fechados, entre outras medidas.’

Analise estatistica dos dados

Os achados (ganho de peso em 35 dias, concentracdo de cortisol basal, tempo total percorrido na area cen-
tral do Teste do Campo Aberto, tempo total de permanéncia e nimero de entrada nos bragos abertos e fechados
do Teste do Labirinto em Cruz Elevada) foram analisados com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U,
considerando-se um intervalo de confianga de 95% e p < 0,05.

RESULTADOS

Durante 35 dias, os animais do Grupo Controle ¢ do Grupo GLP-1 foram pesados semanalmente, ¢ seus
respectivos ganhos de peso comparados no grafico 1.

12
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Grifico 1. Box plot do ganho de peso (g) do Grupo Controle e do Grupo Semaglutida

Boxplot GC vs GLP-1 (tons de cinza)

1.4r1 0
=
(6]
1.2+
5 1.0}
g
0.8
0.67 =
GC GLP-1

Fonte: Autores, 2025.

Em seguida, realizou-se o Teste do Campo Aberto. Os resultados foram registrados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados (metros) do Teste do Campo Aberto

Grupo Total percorrido Total percorrido na area % percorrido na area
Controle (m) central (m) central
1 22,40 4,80 21,42
2 17,20 1,80 10,46
3 14,60 2,40 16,43
4 17,20 3,00 16,00
5 22,46 4,20 18,69
6 14,50 1,80 12,41
Grupo GLP-1 Total percorrido Total percorrido na area % percorrido na area
(m) central (m) central
1 22,00 1,40 6,36
2 18,40 1,20 6,52
3 24,60 3,80 15,44
4 20,00 0,60 3,00
5 24,00 0,40 1,66
6 21,20 0,80 3,77

Fonte: Autores, 2025.

Elaborou-se um grafico comparativo entre o percentual de locomocao na area central do campo aberto
dos grupos experimentais.

13
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Grifico 2. Percentual (%) de locomocdo na area central no Teste do Campo Aberto

20,0
175
150 °
125
100
7%
50
25
GC GGLP-1
*GC > GGLP-1.

Fonte: Autores, 2025.

O segundo teste consistiu no uso do Labirinto em Cruz Elevada (LCE). Os resultados foram registrados
no grafico 3.

Grifico 3. Tempo de permanéncia (segundos) no braco aberto e fechado do LCE

Boxplot - Percentual relativo ao tempo no brage aberto (5 min) Boxplot - Percentual relativo ao tempo padrao (5 min)

0 100}
35
30 %}
£ <
c C
S 15 g
¢ & 70t
10
5 60}
0 ¢}
GC GLP-1 GC GLP-1
2)*GC = GGLP-1. b) *GC = GGLP-1.

Fonte: Autores, 2025.

No grafico 4, analisou-se o nimero de entradas nos bragos abertos e fechados do LCE.

14
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Grafico 4. Numero de entradas no brago aberto e fechado do LCE

p=0,42 p =0,026
51 15 -
4 _ ‘]0 -
37 i
2 1 0 .
1 i 5 .
1 °
0 T T ‘I’ :
Grupo Controle Grupo GLP-1 Grupo Controle Grupo GLP-1
a) *GC = GGLP-1. b) *GC < GGLP-1.

Fonte: Autores, 2025.

Ap0s a eutanasia, foram colhidas amostras de sangue por via intracardiaca terminal e procedida a deter-
minagdo da concentragdo de cortisol sérico. O grafico 5 ilustra a comparagdo entre os valores encontrados nos

grupos.
Grafico 5. Comparagdo da concentragdo sérica de cortisol no GC e no GGLP-1
Boxplot dos Grupos GC e GGLP-1
6.5
o
6.0
5.5
E 5.0 -
s
45 )
4.0
35
GC GGLP-1
GC = GGLP-1.
Fonte: Autores, 2025.
DISCUSSAO

A semaglutida ¢ um analogo do GLP-1 com uma sequéncia de homologia de 94% relativamente ao GLP-
1 humano. O farmaco atua como agonista dos receptores de GLP-1 que se liga seletivamente e ativa o receptor
de GLP-1, o alvo para GLP-1 nativo. A semaglutida reduz o peso corporal e a massa de gordura corporal por
meio da diminuicao da necessidade de aporte de energia, o que envolve uma reducdo geral do apetite. Dados
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pré-clinicos ndo revelam riscos especiais para o ser humano, segundo estudos convencionais de farmacologia
de seguranga, toxicidade de dose repetida ou genotoxicidade.®

Nossos resultados demonstraram que os ratos tratados com semaglutida oral por 35 dias, apresentaram
um menor ganho de peso quando comparados aos seus controles (p = 0,0079) (Grafico 1). Particularmente, o
grupo tratado com semaglutida apresentou um ganho médio de 0,57 g/dia, enquanto o GC obteve um ganho de
1,35 g/dia no mesmo periodo Essa diferenca estatisticamente significante sugeriu que a semaglutida influen-
ciou os mecanismos relacionados a regulacdo do peso corporal em ratos.

Tais achados corroboram com o estudo de Gabery et al.,* que investigaram os efeitos da semaglutida em
roedores e observaram reducdo na ingestdo alimentar e perda de peso sem diminui¢do do gasto energético.
Ademais, os autores demonstraram que a semaglutida acessou diretamente areas cerebrais como o tronco
encefalico, nicleo septal e hipotalamo, interagindo com 6rgaos circumventriculares e regioes adjacentes aos
ventriculos cerebrais. A ativacdo central de c-Fos foi observada em 10 areas cerebrais, incluindo regides sem
interagdo direta com os receptores de GLP-1, como o nucleo parabranquial lateral, sugerindo que a semagluti-
da pode modular vias neurais distribuidas envolvidas na ingestdo alimentar, recompensa e gasto energético.**!°

Considerando que os ratos Wistar expressam receptores de GLP-1 em regides cerebrais associadas ao
controle do apetite ¢ da saciedade, conforme demonstrado por Hayes et al.?, ¢ plausivel admitir que a sema-
glutida atue nesses receptores para promover os efeitos observados no presente estudo. Essa via alternativa de
sinalizacdo pode modular a atividade de neurotransmissores como dopamina e serotonina — justamente os
alvos do presente estudo — os quais estdo diretamente implicados nos mecanismos de saciedade, recompensa
alimentar e motivacdo, reforcando a relevancia do eixo GLP-1/SNC como alvo terapéutico multifuncional.>!

Para uma maior abrangéncia da nossa avaliacdo, utilizou-se dois testes comportamentais amplamente
validados na deteccdo de transtornos de ansiedade e depressao em modelos experimentais como ratos (Rattus
norvegicus) ¢ camundongos (Mus musculus).

O primeiro teste ¢ conhecido como Teste de Campo Aberto (Open Field Test), onde ¢ avaliado o compor-
tamento locomotor, exploratério e ansioso em roedores.

Durante o teste, o animal é colocado em uma arena aberta, subdividida em 25 quadrados de 20 x 20 cm
que facilitam a quantificacdo dos seus movimentos. Na pratica, a avaliagdo consistiu em medir a distancia
percorrida pelo animal tanto no centro quanto nas bordas da arena, contabilizando os quadrados efetivamen-
te explorados. Para que um quadrado (20 cm) fosse contabilizado, era necessario que o rato posicionasse as
quatro patas dentro dele, garantindo assim que o animal transitou completamente por aquela area e ndo apenas
se aproximou parcialmente. Essa abordagem realizada por varios observadores independentes, permitiu um
controle mais rigoroso da movimentagao e evitou possiveis vieses, como a contagem de movimentos parciais
ou esporadicos.!!

A andlise do tempo ou distancia no centro da arena foi considerada a medida mais importante, pois ¢ sa-
bido que os animais que exploram mais a regido central, que é aberta e exposta a possiveis predadores, tendem
a apresentar niveis menores de ansiedade, enquanto aqueles que permanecem predominantemente nos quadra-
dos periféricos demonstram comportamento mais ansioso, ocupando areas consideradas seguras.!?

A partir dos dados coletados, calculou-se o percentual de exploragdo da area central, que consiste na pro-
por¢do da distancia percorrida em relagdo ao total percorrido na arena. Os resultados foram expressos na tabela 2.

Por meio do célculo da distancia percorrida, foi demonstrado que os animais do GGLP-1 (semaglutida) se
expuseram menos nas areas centrais de risco, quando comparados aos seus controles (GC > GS, p = 0,0043),
indicando um maior grau de ansiedade e sugerindo efeito ansiogénico do farmaco (Grafico 2).

Quanto a este achado, Kornelius et al.,’* em um estudo de coorte populacional, demonstraram que pa-
cientes obesos em uso de agonistas do receptor de GLP-1 apresentaram risco significativamente aumentado de
desenvolver depressdo, ansiedade e comportamentos suicidas. Contudo, ¢ importante destacar que os efeitos
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psicoativos da semaglutida ndo sdo unanimes na literatura. Embora estudos clinicos envolvam variaveis psi-
cossociais mais complexas, nossos achados indicam a necessidade de precaucao e de uma avaliagdo individua-
lizada de risco-beneficio da semaglutida, sobretudo em pacientes com historico de transtornos psiquiatricos,
evidenciando que os efeitos da semaglutida podem ser modulados por fatores contextuais ou genéticos, deven-
do ser considerados com cautela ao extrapolar resultados de modelos animais para humanos.

Vale mencionar que durante a analise dos dados obtidos no Teste do Campo Aberto, foi identificado um
animal com comportamento discrepante no grupo tratado com semaglutida (outlier). Esse animal apresentou
um percentual de exploragdo do centro consideravelmente mais alto em relagdo aos demais do mesmo grupo.
Em analises estatisticas, um outlier ¢ definido como um valor que se distancia significativamente dos demais
dados do conjunto, podendo resultar de erros experimentais ou mesmo variabilidade bioldgica.

Embora a exclusdo de outliers seja pratica comum em algumas abordagens analiticas com o intuito de
reduzir a distor¢ao das médias, neste estudo optou-se por manter os dados do animal na analise. A decisdo se
fundamentou no entendimento de que, em experimentos com amostras pequenas e sujeitos biologicos, a varia-
bilidade individual ¢ esperada e faz parte do fendmeno estudado. Além disso, o dado ndo sugeria caracteristicas
de erro técnico experimental, sendo compativel com a realidade experimental.

Em relag@o ao segundo teste, o do Labirinto em Cruz Elevada (LCE), este apresenta proposta similar a
utilizada no campo aberto. O teste se baseia na aversao inata dos animais a espacos abertos e elevados, sendo,
portanto, uma ferramenta valida para avaliar os efeitos de farmacos e condi¢des experimentais sobre o com-
portamento ansioso. O aparelho ¢ composto por quatro bragos dispostos em cruz, dois deles abertos e dois
fechados por paredes laterais, posicionados perpendicularmente entre si e elevados do chdo por cerca de 50
cm. Durante o experimento, o animal é colocado na parte central da cruz, voltado para um dos bragos abertos,
e ¢ livre para explorar os bragos por um periodo padrdo de cinco minutos.'

Os principais parametros analisados no LCE incluem o niimero de entradas nos bragos abertos e fechados
e o tempo que o animal permanece em cada um desses ambientes. O tempo total e o numero de entradas nos
bragos abertos sdo inversamente relacionados ao comportamento ansioso: roedores mais ansiosos tendem a
evitar os bracos abertos, preferindo permanecer nos bragos fechados, considerados mais seguros por oferece-
rem protegdo contra quedas e predadores.'* Por outro lado, um aumento na frequéncia ou dura¢do da perma-
néncia nos bragos abertos sugere um possivel efeito ansiolitico da intervengao testada.

Quanto ao tempo de permanéncia nos bragos abertos ¢ fechados no LCE, néo foi observada diferenga
estatisticamente significante entre o0 GC e 0 GGLP-1 (respectivamente p = 0,714; p=0,35;) (Graficos 3a e 3b),
sugerindo ndo haver o efeito ansiogénico observado no teste anterior.

Porém em relagdo ao numero de entradas nos bragos do LCE, ainda que nao tenha havido diferenca signi-
ficante entre os grupos no brago aberto (p = 0,42) (Grafico 4a), no brago fechado houve diferenca significante
(GGLP-1 > GC, p = 0,026) (Grafico 4b), corroborando com o efeito ansiogénico demonstrado por este grupo
no teste anterior (Grafico 2).

Assim a distancia percorrida nas areas consideradas “seguras” do campo aberto e o nimero de entradas
nos bragos fechados e protegidos do LCE, podem sugerir um possivel efeito ansiogénico do farmaco', fato ndo
corroborado quando a variavel analisada foi temporal.

Na determinagdo de concentragdo sérica de cortisol basal, ndo foi encontrada diferenca entre os valores sé-
ricos entre os grupos (p = 1,0) (Gréfico 5). Vale ressaltar, que o cortisol € um horménio glicocorticoide envolvido
na resposta ao estresse, porém o cortisol € usado principalmente em humanos, enquanto a corticosterona ¢ usada
principalmente em ratos e camundongos®. A diferenga quimica é que o cortisol tem um grupo hidroxila extra no
17° carbono, enquanto a corticosterona ndo. Infelizmente, ndo foi possivel proceder ao exame conforme solicitado.

Como limita¢des do estudo podemos citar, o tamanho amostral reduzido, auséncia de avaliagdo em ambos
os sexos ¢ de um biomarcador especifico de ansiedade para a espécie.
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CONCLUSAO

Os achados sugeriram o efeito ansiogénico do farmaco e modulagdo de vias neurais envolvidas na inges-
tao alimentar.
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AUTOTRANSPLANTE DE TECIDO
PARATIREOIDIANO CRIOPRESERVADO NO
TRATAMENTO DO HIPOPARATIREOIDISMO POS-
OPERATORIO. ESTUDO EXPERIMENTAL

Barbara Alves de Melo Sa, Camila Tolentino de Sa, Antonella Cisari Constanza, Amanada Matias Bezerra,
Gabrielle Goulart Balthazar, Luca Magalhdes Beisl, Pedro Henrique Nascimento Ornelas, Victoria Scheeffer
Carvalho de Almeida, Catarina Pinto Nogueira de Souza, Clara Amaral Fernandes de Souza da Silva, Clara
Sinhorelo Pereira de Figueiredo, Fernanda Coelho Velano, Flavia Areas Cavalcante da Silva, Isabela Afonso

Mancebo, Isabella Meira Baylao, Julia Conceigdo Batista, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos

RESUMO

Introducéo: Considerando a falta de diretrizes unificadas e padronizadas para o autotransplante criopre-
servado de paratireoide, e taxas de sucesso variaveis, uma investigacdo sobre a viabilidade e funcionalidade
do tecido criopreservado se faz oportuna e relevante. Objetivos: Verificar a viabilidade e funcionalidade do
autotransplante heterotopico de tecido paratireoidiano criopreservado, em ratos submetidos a paratireoidec-
tomia bilateral, no tratamento do hipoparatireoidismo pos-operatorio. Métodos: O estudo foi aprovado pela
CEUA/UNIFESO sob o n.° 607/25. Serdo utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus), de ambos os sexos,
com média de idade de 3 meses e peso de 300 + 50 g, distribuidos em trés grupos: I) Grupo Controle (GC, n =
20); 10 machos; 10 fémeas. Nao havera nenhum procedimento experimental, exceto a colheita de sangue para
exames bioquimicos e hormonais (calcio total, fosforo, vitamina D e paratorménio), comum aos demais gru-
pos; II) Grupo Criopreservacdo A (GCA, n = 20); 10 machos; 10 fémeas. Apos a paratireoidectomia bilateral, a
glandula esquerda sera submetida ao processo de criopreservagdo lenta. Os animais receberao suplementagao
de calcio durante 12 dias. Ao término deste periodo, sera realizado o implante cirtargico do lobo paratireoi-
diano no musculo biceps femoral do membro posterior esquerdo; III) Grupo Criopreservagao B (GCB, n =
20); 10 machos; 10 fémeas. Procedimento similar ao grupo anterior, com exceg¢do de um periodo maior de
criopreservagao de 36 dias. Resultados: Realizou-se uma revisdo de literatura, com foco no transplante auto-
logo da glandula paratireoide, sua criopreservacéo e os fatores que afetam a hipofungao do enxerto. No estudo
experimental, durante a fase de capacitagdo cirurgica, observou-se a dificuldade na identificagdo anatomica
precisa das paratireoides no rato. Conclusfo: Para contornar o problema, aventou-se o uso da aplicagdo de
nanoparticulas de 6xido de ferro na glandula tireoidiana, destacando assim a tireoide do tecido paratireoidiano.

Palavras-chave: Hipoparatireoidismo; Autotransplante; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

O hipoparatireoidismo permanente decorre de cirurgia da tireoide e da paratireoide, realizada sobretudo
no tratamento do cancer e do hiperparatireoidismo primario, secundario ou terciario.'

A condicdo pode ser definida como hipocalcemia persistente (> 3 meses) secundaria a um baixo nivel de
PTH, exigindo suplementagdo de calcio e vitamina D.

A auséncia de hormonio da paratireoide (PTH) tem efeitos sist€émicos de longo prazo no corpo, como o
desenvolvimento de osteoporose, catarata prematura, disfungio cardiaca e disfungao neurolégica.’

O tratamento baseado na suplementacdo de calcio e vitamina D pode gerar complicagdes graves, tais
como calcificagdo ectopica de tecidos moles, insuficiéncia renal e disfungéo cognitiva.*

Embora o implante de tecido paratireoidiano criopreservado apos a paratireoidectomia total seja um pro-
cedimento bem estabelecido e com resultados comprovados, as taxas de sucesso variam entre 10% e 83%. O
tempo de criopreservacdo e a quantidade de tecido implantado sdo apontados como os principais fatores que
influenciam a viabilidade e a funcionalidade do implante.’

A criopreservagdo facilita as decisdes clinicas e cirrgicas, evita autotransplantes imediatos desnecessa-
rios de paratireoide e oferece uma chance de curar o hipoparatireoidismo.?

Considerando a falta de diretrizes unificadas e padronizadas para o autotransplante criopreservado de
paratireoide, e taxas de sucesso variaveis entre as instituigdes®, uma investigagao sobre a viabilidade ¢ funcio-
nalidade do tecido criopreservado se faz oportuna e relevante.

Vale ressaltar que ha pouca pesquisa sobre os fatores que influenciam o sucesso do autotransplante nos
ultimos anos, além da auséncia de um tempo maximo e ideal de congelamento do tecido paratireoidiano.®

O hipoparatireoidismo (HP) ¢ uma das complica¢des mais comuns ap0s a cirurgia de pescogo, especial-
mente na tireoidectomia, uma técnica bem estabelecida no tratamento curativo do cancer de tireoide, que é o
cancer enddcrino mais comum em todo o mundo®’. O HP pés-operatorio é causado predominantemente por
trauma direto, isquemia ou remoc¢ao da paratireoide na cirurgia devido a uma grave deficiéncia da capacidade
de discriminar de forma confiavel os lobos da glandula tireoide' e outros tecidos circundantes (por exemplo,
ganglios linfaticos e gordura periférica) em tempo real na sala de operagdo. Barrios et al.® relataram uma média
de erro de na sec¢do da glandula em 22,4% em 1.114 casos de tireoidectomia, e até mesmo cirurgides expe-
rientes apresentavam uma taxa de erro minima de 7,7%. Essas altas taxas de erros séo consistentes com outros
relatorios semelhantes’!!. Portanto, erros na paratireoidectomia ¢ um fator de risco independente para doenga
transitoria ¢ HP pos-operatorio permanente.

OBJETIVOS
Primario:

Verificar a viabilidade e funcionalidade do autotransplante heterotopico de tecido paratireoidiano criopre-
servado, em ratos submetidos a paratireoidectomia total, no tratamento do hipoparatireoidismo pos-operatorio.

Secundarios:

Capacitar discentes do Curso de Medicina em técnica cirirgica de animais de laboratorio;
Capacitar discentes do Curso de Biomedicina nos métodos de criopreservacdo de tecidos bioldgicos e
analise imunohistoquimica;
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Incentivar a formacao de grupos de pesquisa interdisciplinares nos Cursos de Medicina ¢ Biomedicina
do UNIFESO;
Promover a Iniciagdo Cientifica (IC), por meio da Aprendizagem Baseada em Projetos (ABP).

JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Considerando a falta de diretrizes unificadas e padronizadas para o autotransplante criopreservado de
paratireoide, a qual resulta em taxas de sucesso variaveis entre as instituigdes, uma investigagao sobre a viabi-
lidade e funcionalidade do tecido criopreservado se faz oportuna e relevante.

Vale ressaltar que ha pouca pesquisa sobre os fatores que influenciam o sucesso do autotransplante nos
ultimos anos, além da falta de consenso entre pesquisadores sobre qual o tempo maximo e ideal de congelacao
do tecido paratireoidiano.

Nao foi encontrado na literatura pesquisada, modelo experimental alternativo para o estudo.

METODOS

Descricdo da amostra

Serdo utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), de ambos os sexos, com média de idade de
3 meses, peso de 300 + 50 g. Os animais serdao separados por sexo e mantidos em gaiolas com lotagdo de no
maximo 4 animais, na Instalacdo de Ciéncia Animal (ICA), localizada no Campus Quinta do Paraiso, do Cen-
tro Universitario Serra dos Orgéos- UNIFESO.

A disponibilizacao dos animais pela ICA ao projeto se dard segundo o fluxograma de criacdo do biotério
e gradualmente durante o periodo previsto do projeto.

A Instalacao de Ciéncia Animal (ICA) possui controle do ciclo circadiano (12h claro / 12h escuro), tem-
peratura (22 + 2 °C), umidade relativa do ar (50 + 5%), além de manejo padronizado de alimentag@o, higiene
e fornecimento de agua ad libitum.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de animais (CEU/UNIFESO), sob o n® 607/2025,
e se encontra em conformidade com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008, bem como aos principios sobre
a utilizacdo, manutencao e protecdo de animais de laboratorio estabelecidos internacionalmente.

Delineamento experimental

Apos a randomizagdo, os animais serdo distribuidos em trés grupos:

I) Grupo Controle (GC, n = 20); composto por 10 machos e 10 fémeas higidas. Nao haverd nenhum pro-
cedimento experimental, exceto a colheita de sangue (via intracardiaca terminal), para exames bioquimicos e
hormonais (calcio total, fésforo, vitamina D e paratormdnio), no 1° dia, seguida da exérese da glandula parati-
reoide para exame histologico e imuno-histoquimico.

IT) Grupo Criopreservacao A (GCA, n = 20); composto por 10 machos e 10 fémeas. Apos a paratireoi-
dectomia total bilateral, a glandula esquerda sera submetida ao processo de criopreservacao lenta (-4 °C por
1h, seguida de sua imersdo em nitrogénio liquido a -196 °C). Os animais receberdo suplementacao de calcio
injetavel durante 12 dias. Ao término deste periodo, sera realizado o implante cirrgico do lobo paratireoidia-
no criopreservado no musculo biceps femoral do membro posterior esquerdo. Apds 30 dias serdo realizados
exames bioquimicos, hormonais, histolégicos € imuno-histoquimicos.

IIT) Grupo Criopreservacdo B (GCB, n = 20); composto por 10 machos e 10 fémeas. Apos a paratireoi-
dectomia total bilateral, a glandula esquerda sera submetida ao processo de criopreservacdo lenta (-4 °C por
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1h, seguida de sua imersdo em nitrogénio liquido a -196 °C). Os animais receberdo suplementagdo de calcio
injetavel durante 36 dias. Ao término deste periodo, sera realizado o implante cirtirgico do lobo paratireoidia-
no criopreservado no musculo biceps femoral do membro posterior esquerdo. Apds 30 dias serdo realizados
exames bioquimicos, hormonais, histolégicos e imuno-histoquimicos.

O meio de cultura utilizado na criopreservagdo, serd composto por 43% de RPMI 1640, 50% de Soro fetal
bovino e 7% de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Mo, US).

Os periodos de criopreservacao de 12 e 36 dias baseiam-se na relagdo da idade entre 0 homem e o rato citada
por Andreollo et al.'?, os quais aduziram que 1 dia de vida do rato corresponde proporcionalmente a 30 dias em
anima nobile. Assim, de forma analoga, os enxertos serdo avaliados por periodos correspondentes de 1 e 3 anos
humanos, suficientes para a tomada de decisao do cirurgido sobre o autotransplante, considerando que em muitos
casos, 0 hipoparatireoidismo transitorio pos-cirtirgico, ndo evolui para o hipoparatireoidismo permanente!.

A colheita de sangue terminal para exames bioquimicos e hormonais (célcio total, fosforo, vitamina D e
paratormoOnio) nos grupos experimentais sera realizada por via intracardiaca, sob anestesia geral inalatoria e
com uso de seringa de 3 ml e agulha 25x7 mm respectivamente no 1°, 42° e 66° dia. Em seguida, as amostras
serdo refrigeradas (2 a 8 °C) e enviadas para laboratério de analises clinicas.

A suplementacgdo de calcio utilizara alternadamente as vias intramuscular e subcutinea. As injegdes serdo
feitas a cada 3 dias, com uso de gluconato de calcio (U.C.B®, SP, BR, 1g/ml), na dose de 43,6 mg/kg, equiva-
lente no homem a uma dose baixa de 420 mg/dia.'* A contengdo dos animais sera feita mediante o uso do mé-
todo Open-drop, onde 0,3 ml de Isoflurano a 2% sera embebido numa gaze dentro de uma camara de acrilico.
A recuperacdo total dos animais dura cerca de 30 segundos.

Enfatiza-se que os animais que apresentarem sintomas clinicos de miastenia, tetania ou sofrimento seréo
eutanasiados por motivos humanitérios, segundo as Diretrizes emanadas pelo CONCEA/MCTI (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal).'*

Descricio da técnica operatdria utilizada na paratireoidectomia total

O procedimento cirargico sera realizado na Instalacdo de Ciéncia Animal (ICA), localizada no Campus
Quinta do Paraiso, do Centro Universitario Serra dos Orgios- UNIFESO, Teresopolis—RJ.

Os animais serdo submetidos ao procedimento anestésico com uma solugdo composta por 100 mg/kg de
cloridrato de cetamina a 10% (Vetaset®) e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Virbaxyl®) e aplicada por
via intraperitoneal no quadrante abdominal inferior direito.

Em seguida, realizar-se-a a tricotomia da regido infrahioidea, e apo6s cuidados de assepsia e antissepsia
com uso de solugdo degermante de digluconato de clorexidina a 2% (Riohex®), procederemos a infiltragdo na
pele e no tecido subcutineo da area a ser incisada, com 5 mg/kg de cloridrato de lidocaina a 2% (Lidovet®).
Sera realizada uma incisdo cutanea longitudinal de 2,5 cm na regido cervical ventral, com divulsdo do tecido
subcutaneo, abertura do platisma na linha média (dire¢ao cranio-caudal), exposicdo e afastamento dos mus-
culos esternocleidomastoideo e esternohioideo. Em seguida, a linha mediana sera seccionada. Procederemos,
entdo, uma dissec¢ao meticulosa dos lobos esquerdo e direito da glandula paratireoide com o uso de cotonete
imido em solugdo fisiologica e tesoura ris para facilitar a divulsdo do plano entre os tecidos e a preservacio
das estruturas nobres em topografia adjacente (tireoide, nervos laringeos recorrentes e estruturas vasculares).
Apos a exérese glandular total, sera realizada a aproximagao do plano muscular na linha média e sutura conti-
nua, compreendendo a fascia, em plano tnico, com fio absorvivel de Vicryl™ 4-0 (Ethicon®), além da sutura
da pele, em pontos separados, com mononailon 3-0 (Technofio®).

22



\/
) V SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-5320-042-5

Periodo pos-operatorio

Apds o procedimento cirurgico, a recuperagao dos animais ocorrerd em sala silenciosa, com baixa lumino-
sidade, sendo os animais aquecidos por ldmpada incandescente de 40W, até a completa recuperagdo anestésica.

A analgesia pos-operatoria consistira na administragdo de 1 mg/kg de cloridrato de tramadol (Cronidor®)
por via intraperitoneal, ¢ de 30 mg/kg de ibuprofeno oral (Alivium®), durante cinco dias, diluido na agua do
bebedouro. Diariamente, sera realizada a inspecdo e limpeza da ferida cirtrgica.

Determinacio do peso absoluto da glandula paratireoide e do tecido transplantado

Ap0s a paratireoidectomia e o implante autodlogo, as glandulas paratireoides serdo pesadas e depois, isola-
damente, o fragmento a ser implantado. Sera determinado o peso absoluto do tecido paratireoidiano (expresso
em mg), assim como calculada a porcentagem (%) do material transplantado em relagdo ao peso total da glan-
dula, mediante o uso de balanga digital analitica (Shimadzu AY220®, peso max. 210 g/0,0001 g, Kyoto, JP).
Os valores absolutos serdo expressos em miligramas (mg).

Técnica de criopreservacao da glandula paratireoide

Apos sua remogao, a glandula paratireoide serd mantida em solugdo PBS 1x estéril (pH = 7,4). Em cama-
ra de fluxo laminar, o material sera acondicionado em um eppendorf previamente resfriado em gelo, contendo
uma solugdo nutritiva a 43% de RPMI 1640; 50% de Soro fetal bovino e 7% de DMSO (dimetilsulfoxido)
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Mo, US). Em seguida, o eppendorf com volume de 1,5 ml sera colocado no freezer
(-4 °C) por 1 hora. Ao final do processo, a amostra serd identificada e armazenada por 12 ou 36 dias, em botijao
de nitrogénio liquido a —196 °C, de acordo com o grupo experimental.

Visando manter um padrdo de qualidade, utilizar-se-4 o meio nutritivo do Roswel Park Memorial Insti-
tute (RPMI 1640), aplicado na cultura de células humanas que apresentam uma maior exigé€ncia nutricional
devido a sua maior complexidade, se comparada a célula murina. Todo o processo de criopreservagdo sera
realizado em camara de fluxo laminar, evitando-se a contaminagdo ¢ perda das amostras. Para maximizar a
viabilidade celular durante e apds o processo de congelamento, usaremos o dimetilsulféxido (DMSO) com
atuagdo crioprotetora € que, ndo obstante associado a uma suposta toxicidade celular, apresenta caracteristicas
higroscopicas as quais agem na extra¢ao de agua do interior das células.'

Para o descongelamento, utilizar-se-a4 o banho Maria a 37 °C, até a amostra alcangar a temperatura am-
biente e com a realizagdo de duas lavagens com PBS estéril (0,001 M/pH = 7,4) (método rapido).

Descricao da técnica operatoria do transplante paratireoidiano

De acordo com o grupo experimental, o lobo paratireoidiano esquerdo do animal doador, sera implantado
no terco médio do musculo biceps femoral da coxa esquerda (transplante autélogo), por meio de incisdo lon-
gitudinal de 1,5 cm. O lobo contralateral sera desprezado. Uma sutura com monondilon 3-0 (Technofio®) sera
colocada na bainha do musculo para marcar o local de enxertia, seguida de sintese, por planos, da aponeurose
e da pele, com o mesmo fio.
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Estudo histologico

Apos a eutanasia dos animais por sobredose anestésica, sera realizada a exérese do enxerto e, em seguida,
sua imersdo em paraformaldeido tamponado a 4% por 48 horas. Apds desidratagdo e diafanizagdo, a mesma
sera colocada em parafina e o bloco de parafina cortado em fragmentos com 4 pm de espessura.

As amostras serdo coradas com H&E e os preparados histologicos serdo analisados sob microscopia 6pti-
ca (E200 Nikon®, BR), com magnificagdes de 200x e 400x no Laboratério de Patologia Veterinaria Histovet®
(Botucatu, SP, BR).

Exame imunohistoquimico

O exame imunohistoquimico para o marcador molecular de proliferagao celular PCNA (Proliferating cell
nuclear antigen) ¢ para o marcador de apoptose celular (Caspase-3 ativada) sera realizado no Laboratorio de
Patologia Molecular Veterinaria VetMoL® (Botucatu, SP, BR).

Serdo utilizadas quatro preparagdes em laminas silanizadas StarFrost® (Advanced Polycat, Braunsch-
weig, DE) para cada um dos grupos. Os preparados histologicos serdo levados a estufa a 57 °C, por 12 horas.
A seguir, sec¢Oes de 4 um serdo desparafinizadas com xilol e reidratadas em alcoois decrescentes (100%,
90% e 70%). A recuperacdo antigénica do PCNA sera realizada com tampao acido citrico 0,01M/pH = 6,0 e
aquecimento em micro-ondas. A recuperacdo antigénica da caspase-3 sera realizada com tampao A+B (citrato
de sodio + acido citrico) no steamer a 96 °C, durante 20 minutos. A inativagdo da peroxidase endogena sera
efetuada com o peroxido de hidrogénio (H202 a 3%) e metanol. Um segundo bloqueio realizar-se-4 com PBS/
BSA 5% + tween 0,05% + triton 0,1% + gelatina 0,01%, pH = 7,4, durante 30 minutos. Os cortes serdo incuba-
dos com anticorpo primario anti-PCNA (anti-PCNA F-2 # E0713 mouse monoclonal, Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Santa Cruz, CA, US) ou anti-caspase-3 (anti-casp 3, pl1 mouse monoclonal, Cat # SC-271759 Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, US) nas dilui¢cdes de 1/100 em uma camara escura, overnight, a 4 °C. No dia
seguinte, apds a lavagem, os cortes serdo incubados na cdmara escura com o reagente de detecg¢do Histofine®
por uma hora e 30 minutos. A atividade da peroxidase serd desenvolvida com o substrato DAB durante 5 e 15
minutos (PCNA e caspase-3, respectivamente) e contracorados com Hematoxilina de Harris por 2 minutos.
Apds lavagens, os cortes serdo desidratados em alcoois crescentes, clarificados com xilol e selados em meio de
montagem Vectorshield® (Vector Laboratories Inc. US).

O padrio de positividade sera baseado no calculo da imunorreatividade percentual em no minimo 500
células. Para cada uma das quatro laminas de cada marcador, realizaremos a contagem de células foliculares
positivas, com magnificagdo de 200x.

Determinacio das concentracdes séricas de calcio total, fosforo, vitamina D e paratormoénio (PTH)

Em D1 (GC), D42 (GCA) e D66 (GCB), serdo determinadas as concentracdes séricas de célcio total
(mmol/L), fésforo (mg/dL), vitamina D (ng/mL) e paratormonio (PTH) (pg/mL). Os valores serdo expressos
segundo o Sistema Internacional de Unidades (Systéeme International d’Unités).

Analise estatistica

Os achados encontrados nos exames bioquimicos, hormonais, histologicos e imunohistoquimicos serdao
analisados com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste t (Welch) com a correcdo de Bon-
ferroni, considerando-se um intervalo de confiang¢a de 95% e p < 0,05. Sera usado o software livre Jamovi®
(Versdo 1.1.9), que tem como base a linguagem estatistica R.
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Com objetivo de embasar o estudo experimental, foi realizada uma revisdo narrativa de literatura com
busca de artigos nas bases de dados do MEDLINE/PubMed® (National Library of Medicine) ¢ SCiELO (Scien-
tific Electronic Library Online). Ndo houve restrigdo quanto ao periodo de publicagdo ou idioma.

Foi utilizada a seguinte estratégia de busca: “Parathyroidectomy” AND “Autografs”. Como critérios de
inclusdo, foram selecionados artigos cujo escopo abordava o transplante autdlogo da glandula paratireoide, sua
criopreservagao e os fatores que afetam a hipofuncao do autoimplante paratireoidiano. A busca resultou em 63
artigos. Destes, foram selecionados 15 para analise critica. A sintese das publica¢des encontra-se descrita no

quadro 1.

Quadro 1. Sintese dos estudos selecionados

rathyroidism: sys-
tematic review and
meta-analysis.

Autor/ano Titulo Sintese
Total parathyroi-
dectomy versus Trata-se de uma metanalise com objetivo de comparar a seguranga e eficacia da pa-
total parathyroi- ratireoidectomia total e a paratireoidectomia total com autotransplante no tratamento
dectomy with auto- | do hiperparatireoidismo secundério. Os autores concluiram que a paratireoidectomia
Lietal., 2017' | transplantation for | total se mostrou mais eficaz na diminuig¢@o do risco de recorréncia do hiperparatireoi-
secondary hyperpa- | dismo e reoperagdo em comparagdo a paratireoidectomia total seguida de implante.

No entanto, devido a escassez de ensaios clinicos randomizados com alto poder esta-
tistico, os autores consideram ser necessarios estudos comparativos futuros.

Lietal., 2017"

To assess the effects
of parathyroidec-
tomy (TPTX versus
TPTX+AT) for
Secondary Hyper-
parathyroidism in
chronic renal fai-
lure: A Systematic
Review and Meta-

O hiperparatireoidismo secundario (HPTS) que requer paratireoidectomia (PT) ocorre
mais comumente em pacientes com doenga renal cronica progressiva e naqueles em
terapia prolongada com litio. A PT bem-sucedida frequentemente resulta em uma
queda dréstica nos niveis de hormdnio da paratireoide, alivia os sintomas clinicos do
paciente e reduz a mortalidade. No entanto, ha um debate em andamento sobre o tra-
tamento cirargico ideal para o HPTS. Atualmente, nenhuma diretriz ou ensaio clinico
respondeu definitivamente & questdo de se a paratireoidectomia total (TPT) ¢ superior
ou igual a paratireoidectomia total com autotransplante (PTX + AT). Os achados
indicam que a PTX ¢é superior a PTX + AT, no que se refere a taxa de HPTS recorren-
te. No entanto, essa conclusdo precisa ser testada em ensaios confirmatorios de larga

tion in patients on
maintenance hemo-
dialysis]

-Analysis. escala. A PTX parece ser uma opgao terapéutica alternativa viavel para o tratamento
cirurgico do HPTS refratario.
[Risk factors

affecting graft O objetivo do estudo foi o de investigar os fatores de risco que afetam a sobrevida

survival after pa- do enxerto autélogo de paratireoide apds paratireoidectomia total combinada com

Gong ct al. rathyroidectomy transplante .a’uvt()logo no mﬁscu~lo estempcleidomastpideo (PTX -f-AT) em pacierntes

20211 ’ and parathyroid em hemodidlise de manuten¢do complicada com hiperparatireoidismo secundario
autotransplanta- (HPTS). APTX + AT ¢é um tratamento seguro ¢ eficaz para HPTS, e os autoenxertos

de paratireoide t€ém menor probabilidade de sobreviver apos o transplante de parati-
reoide em pacientes com altos niveis pré-operatorios de fosfatase alcalina.

Dreyer et al.,
2026"

Parathyroid res-
ponsiveness during
hypocalcemia after

total parathyroi-
dectomy and auto-

transplantation in
patients with renal
hyperparathyroi-
dism

O hiperparatireoidismo ¢ uma complicagdo frequente da doenga renal cronica (DRC).
A paratireoidectomia total (PTX) com autotransplante (AT) de tecido paratireoideo
¢ uma opgao de tratamento para os individuos que ndo respondem ao tratamento cli-
nico. Entre os pacientes com DRC testados de 6 a 12 meses ap0s a cirurgia, o tecido
paratireoideo enxertado revelou uma capacidade secretora diminuida durante a hipo-
calcemia induzida por bicarbonato, sem alteragdes nos niveis de iPTH.

Chuki et al.,
2023%

Long-Term Outco-
mes of Parathyroid
Autografis in Pri-
mary Hyperpara-
thyroidism

O implante aut6logo de tecido paratireoide ¢ frequentemente utilizado apds parati-
reoidectomia em pacientes com formas hereditarias de hiperparatireoidismo primario
(HPTP). Dados sobre o resultado funcional a longo prazo desses enxertos sdo escas-
sos. O objetivo do estudo foi o de investigar os resultados a longo prazo de enxertos
autdlogos de paratireoide. A recorréncia pos-enxerto de HPT ocorre frequentemente
na primeira década apds o enxerto e ¢é dificil de localizar. O tempo até a recorréncia
apos o enxerto € significativamente menor e o gradiente de PTH é maior para a recor-

réncia relacionada ao enxerto
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O hiperparatireoidismo secundario (HPTS) é comum em pacientes com doenga renal
Secondary hvperpa- cronica terminal. Se a terapia medicamentosa falhar, a paratireoidectomia total com
"y p . P autotransplante de tecido paratireoideo para o antebrago (PTX-AT) é o procedimento
rathyroidism: re- . o PO . ~
mais amplamente utilizado. Altas taxas de recorréncia de HPTS apos PTX-AT sdo
Steffen et al., currence after total . N , .
" ! relatadas na literatura. A recorréncia do HPTS apds PTX continua sendo um proble-
2029 parathyroidectomy . . R ~
; ma, ocorrendo em um em cada cinco pacientes. Em nossa experiéncia, a introdugao
with autotransplan- . - . . o
ration da dosagem intraoperatoria do PTH ajudou a reduzir as taxas de persisténcia e recor-
réncia. Redugdes adicionais na taxa de recorréncia podem ser alcangadas com novas
técnicas de imagem pré e intraoperatorias mais precisas.
Subtotal parathyroi- . . . .
A necessidade de paratireoidectomia permanece elevada no grupo de pacientes em
dectomy versus total o . N L. L
arathvroidectom dialise de longo prazo com hiperparatireoidismo secundério (HPTS) refratario a
5} ith au};o rans la;f p medicamentos. Nosso objetivo ¢ comparar os resultados ap6s paratireoidectomias
Neagoe et al., in seconda hp o subtotais (PT) e paratireoidectomias totais com autotransplante (PT + AT) realizadas
2026% iy nyp para HPTS em um tnico centro de referéncia. Em nossa opinido, ambas as técnicas
parathyroidism — a (o ~ g T
; apresentam resultados comparaveis em relagdo aos desfechos clinicos e laboratoriais
single-centre pros- X . ST A .
. ¢ as taxas de hipoparatireoidismo pés-operatério, pelo menos no acompanhamento
pective cohort of 43 .
. de curto e médio prazo.
patients
PTH monitoring | Identificamos uma causa para niveis falsamente elevados de hormonio da paratireoide
after total para- (PTH) ap6s paratireoidectomia total com autotransplante de antebrago (PT-AT). Nos-
thyroidectomy with sos casos destacam a necessidade de coletar amostras de PTH remotamente, longe
Khalil D & Kerr | forearm auto-trans- dos locais de enxerto do antebrago, para garantir niveis precisos. E possivel obter
PD, 2017% plantation: poten- niveis de PTH falsamente elevados a partir de antebracos enxertados, levando
tial for spuriously | ao falso diagnéstico de hiperparatireoidismo recorrente. Recomendamos que os
high levels from niveis de PTH sejam coletados remotamente dos locais de enxerto para garantir
grafted forearm que os niveis sistémicos precisos sejam refletidos.
A progressdo do hiperparatireoidismo secundario (HPTS) no doente com insufi-
ciéncia renal cronica é acompanhada de complicagdes. Apds tentativa de tratamento
Paratireoidectomia clinico, pode ser necessaria paratireoidectomia (PT). Com o objetivo de analisar a
total com ou sem evolugdo poés-operatoria foram estudados 40 casos consecutivos operados por HPT.
Montenegro, autotransplante no Em 12 doentes foi realizada PT total sem autotransplante e em 28 casos, a PT total
2000% tratamento do hi- foi associada a autotransplante imediato de paratireoide em musculo do antebrago. O
perparatireoidismo | consumo de calcio, o consumo de calcitriol, a evolugdo dos sintomas, as dosagens de
secundario calcio, fosforo e fosfatase alcalina foram semelhantes nos dois grupos. Houve maior
ocorréncia de doenca 6ssea dindmica e intoxicagdo por aluminio em casos com nivel
sérico néo detectavel do hormonio da paratireodide.
Os resultados funcionais do autotransplante heterotopico de paratireoide (CHPA)
criopreservado ndo estdo bem definidos. Os autores avaliaram os resultados do CHPA
tardio para o tratamento do hipoparatireoidismo induzido cirurgicamente. Com base
Long-term functio- | nesses dados e em estudos anteriores, aproximadamente 60% dos enxertos autélogos
nality of cryopre- de paratireoide criopreservados tardiamente sao funcionais. Neste estudo, 40% dos
Cohen et al., served parathyroid enxertos autodlogos (46% dos pacientes) atingiram a competéncia total sem suple-
2005% autografts: a 13- mentos. Alguns pacientes apresentam evidéncias de fun¢do do enxerto com niveis
year prospective | normais de PTH, mas ndo sdo normocalcémicos. A duragdo da criopreservagdo foi um
analysis. indicador significativo de falha do enxerto, ¢ nenhum enxerto autélogo funcional foi
observado além de 22 meses de preservagdo. A CHPA ¢ uma modalidade de tratamen-
to util para pacientes com hipocalcemia pds-operatoria apds cirurgia de tireoide ou
paratireoide, que nio respondem ao autotransplante imediato de paratireoide.
i};iz_e%jalémﬁ} Um estudo retrospectivo foi realizado em pacientes cronicos em hemodialise compa-
Y rando paratireoidectomia total (PT) seguida por autoenxerto imediato (Al) (PT total +
total parathyroidec- et . ~
e Al) com paratireoidectomia subtotal (PT subtotal). Em conclusdo, embora excelentes
i tomy with imme- . . .
Gagné et al. di . resultados a curto prazo tenham sido obtidos com ambos os procedimentos, o controle
26 iate autografting PPN ~ R RN .
1992 compared with satisfatorio a longo prazo da fungdo da glandula paratireoide foi alcangado em apenas
P .| um terco dos pacientes, os outros dois tercos permaneceram hipoparatireoides ou de-
subtotal parathyroi- | hi AR 6 iho histoloei 14
dectomy in hemo- senvolveram {perpargtlreo;dlsmo recorrfer}te. Por fim, o subtlpo .1st0 0gico dgs glan-
S . dulas paratireoides foi parcialmente preditivo da recorréncia do hiperparatireoidismo.
dialysis patients
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Mozes et al.,
1980%

Total parathyroi-
dectomy and auto-
transplantation in

secondary hyperpa-
rathyroidism

Dezesseis pacientes com insuficiéncia renal cronica e hiperparatireoidismo secunda-
rio sintomatico foram submetidos a paratireoidectomia total. Dezesseis a 25 fragmen-
tos de tecido paratire6ide medindo 1 mm? foram autotransplantados para o musculo
braquiorradial. Evidéncias de “pega” do autotransplante estavam presentes em todos
os pacientes, embora quatro pacientes ainda apresentem hipocalcemia e necessitem de
suplementacdo de calcio e vitamina D. Trés pacientes apresentaram diminuigao tardia
da fungdo do autotransplante. A melhora sintomatica ocorreu prontamente em 15 dos
16 pacientes. Dois pacientes com niveis persistentemente elevados de paratormonio
foram tratados por excisdo parcial do implante, e um paciente cujo autoenxerto fun-
cionou inadequadamente foi tratado com sucesso por implante de tecido paratireoideo
autdlogo criopreservado. A paratireoidectomia total com autotransplante de fragmen-
tos de paratireoide para o antebrago é o procedimento cirtirgico de escolha para o
hiperparatireoidismo secundario.

Ellis, 1988%

Fate of long-term
parathyroid auto-
grafts in patients
with chronic renal
failure treated by
parathyroidectomy:
a histopathological
study of autografts,
parathyroid glands
and bone

Quatorze pacientes foram estudados; 106 fragmentos de paratireoide implantados
foram identificados em nove na necropsia e nos cinco pacientes restantes multiplos
fragmentos foram obtidos no momento da redugéo cirurgica do autoenxerto. Dos
pacientes estudados na necropsia, em dois os autoenxertos eram pequenos e hipofun-
cionais e em um destes os implantes pareciam parcialmente involuidos. Em nenhum
deles havia osteite fibrosa. Nos outros havia graus variados de hiperplasia e osteite
fibrosa. Quatro dos autoenxertos excisados cirurgicamente eram marcadamente hi-
perplasicos, mas ndo havia evidéncia inequivoca de malignidade. Em um caso, que
exigiu a reducao repetida de tecido de enxerto autdgeno de rapido crescimento, houve
mitoses frequentes na glandula paratireoide doadora e no enxerto autdogeno. A pre-
senga de caracteristicas celulares atipicas e mitoses frequentes em cortes congelados
intraoperatorios de uma glandula paratireoide inviabilizam seu uso para implantagéo.

Santos, 2006%

Autotransplante
muscular de tecido
paratiredideo na
regido pré-esternal
em pacientes com
hiperparatireoidis-
mo secundario e
terciario

224 doentes renais cronicos foram submetidos a paratireoidectomia total com au-
totransplante intramuscular pré-esternal. Foram selecionados 65 com informagoes
necessarias e suficientes para obtenc@o de dados referentes ao periodo pré-operatorio,
a cirurgia e ao primeiro ano do pés-operatério. Tivemos 41 doentes com HPTS (26
femininos/15 masculinos), com idade média de 38.6 anos (19 a 70) e 24 com HPTT
(13 femininos/11 masculinos), com média de idade de 43.1 anos (24 a 60). Célcio
ionico, Cr (apenas nos transplantados), P, FA, e PTH, além do consumo de Ca ¢ VitD,
foram avaliados antes e 1més, 6 meses e 1 ano apds a cirurgia. PTH rapido intra-ope-
ratorio foi usado para confirmar remogao total das paratiredides. Houve elevagao
do nivel de PTH ao longo do 10° ano de pds-operatdrio nos 2 grupos, alcangando a
média de 151.5 pg/mL nos doentes com HPTS e 76.13 pg/mL nos HPTT. Reposigao
oral com Ca e VitD diminuiu 00 longo do 10 ano de poés-operatdrio nos 2 grupos. Um
unico paciente apresentou recorréncia devido hiperfungdo do autotransplante, que foi
ressecado sob anestesia local, sem complicagdes. A avaliagdo dos pacientes em dialise
(HPTS) e transplantados (HPTT) ao longo do tempo, feita com o uso do modelo de
analise de variancia com medidas repetidas, evidenciou diferencas estatisticamente
significativas nos valores de PTH, FA e Ca Via Oral independente do grupo, e do
valor de VitD via oral para o grupo dialise. PTH rapido intra-operatdrio foi efetivo
para confirmar remocao total das paratire6ides em todos pacientes em que foi utiliza-
do. Concluiu-se que o autotransplante intramuscular de tecido paratireoideo na regido
pré-esternal e uma opgao técnica viavel e segura no tratamento cirirgico de pacientes
com hiperparatireoidismo secundario e terciario, sendo tdo efetiva quanto as outras
opecdes técnicas de autotransplante disponiveis..

Montenegro et
al., 2007

Successful im-
plant of long-term
cryopreserved para-
thyroid glands after
total parathyroidec-
tomy

A criopreservagdo das paratireoides € essencial em alguns casos de cirurgia parati-
reoidiana. O destino do tecido autoenxertado apds criopreservagao prolongada ndo ¢
totalmente discutido na literatura. Relata-se a experiéncia bem-sucedida com o uso
de tecidos paratireoides preservados por 21 e 30 meses. Ambas as pacientes eram
mulheres com hiperparatireoidismo renal submetidas a paratireoidectomia total sem
autotransplante. A paciente 1 era uma mulher de 40 anos. Aos 21 meses de acompa-
nhamento, seu nivel de hormoénio da paratireoide (PTH) era indetectavel e, apesar
da suplementagdo oral de célcio, ela apresentava hipocalcemia. Quarenta e cinco
fragmentos criopreservados foram descongelados e implantados em seu antebrago.
Os niveis de calcio melhoraram e o PTH aumentou de forma constante em ambos os
bragos. Os niveis de PTH 18 meses ap6s o autoenxerto foram de 37,0 pg/mL no braco
contralateral e 1150,0 pg/mL no brago do implante. A paciente 2 era uma mulher de
44 anos. Apos 30 meses, seu PTH estava indetectavel e ela foi submetida a implante
de tecido criopreservado. Esses casos demonstram que o tecido paratireoideano pode
permanecer viavel mesmo apds armazenamento prolongado.

Fonte: Autores, 2025.
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DISCUSSAO

Alguns estudos concluiram que a paratireoidectomia total se mostrou mais eficaz na diminuigao do risco
de recorréncia do hiperparatireoidismo e reoperacao quando comparada a paratireoidectomia total seguida de
implante.'*'®

Em relag¢do ao autotransplante, um estudo sobre a paratireoidectomia total combinada com transplante
autdlogo em pacientes em hemodialise de manutengdo complicada por hiperparatireoidismo secundario, adu-
ziram que o procedimento € seguro, porém os niveis elevados de fosfatase alcalina e a durabilidade do tecido
autotransplantado influenciaram negativamente a eficicia do autotransplante.!'®

Ha relatos de funcionalidade parcial ou falha dos enxertos a longo prazo, além de dificuldades no diag-
noéstico da recorréncia devido a falsas elevagdes de PTH quando colhido proximo ao local do enxerto. A
criopreservagdo de tecido paratireoideo mostra potencial em alguns casos, mesmo apds longos periodos, mas
os resultados ainda sdo inconsistentes.*

Comparagoes entre técnicas (paratireoidectomia, paratireoidectomia e autoimplante, autoimplante com
criopreservagdo) demonstram eficacia semelhante no curto e médio prazo, mas apontam diferengas em termos
de recorréncia, hipoparatireoidismo e necessidade de suplementagao.'’>

Em relacdo ao estudo experimental, durante a fase de capacitagdo cirurgica do grupo de pesquisa, obser-
vou-se a dificuldade na identificacdo anatomica precisa das paratireoides no rato. Para contornar o problema,
aventou-se o uso da aplicacdo de 6xido de ferro na glandula tireoidiana, destacando assim a tireoide do tecido
paratireoidiano.’!

CONSIDERACOES PRELIMINARES

A paratireoidectomia se mostra mais eficaz em evitar a recorréncia do hiperparatireoidismo secundario,
mas o autotransplante ainda ¢ uma alternativa viavel, especialmente quando se busca manter alguma funcéo
glandular. A decisdo entre as técnicas deve considerar o perfil do paciente, os riscos de hipoparatireoidismo e
a viabilidade de seguimento a longo prazo.
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ESTUDO DA SUPRESSAO DOS HORMONIOS
TIREOIDIANOS NOS ORGAOS REPRODUTORES
MASCULINOS DE RATOS WISTAR

Carina Teixeira Ribeiro, Maria Eduarda Monteiro Silva, Maria Julia Desouzart de Aquino Viana, Bruna
Silveira de Oliveira, Juliana Jesus de Monteiro Alves

RESUMO

Os hormonios tireoidianos sdo essenciais para a manutengao do bom funcionamento do organismo, de
modo que sua desregulagdo pode provocar consequéncias severas para a satde e bem-estar do animal. Esses
hormonios sdo fundamentais para a regulacao e funcionamento do sistema reprodutor, portanto, casos de endo-
crinopatias como o hipotireoidismo, um disturbio que ocasiona a queda na produgao e secre¢do desses hormo-
nios, podem provocar alteragdes na fertilidade e no comportamento do animal. A partir do cenario apresentado,
infere-se que a analise dos impactos de uma supressdo dos hormonios tireoidianos, mais especificamente o T3
e T4 no aparelho reprodutor masculino ¢ de suma importancia, uma vez que o hipotireoidismo ¢ a endocrinopa-
tia que mais acomete caes e podera esclarecer as possiveis consequéncias provocadas em animais acometidos
por esta. Para simular essa supressao, iremos realizar um experimento em 20 ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus albinus) de trés meses de idade, que serdo divididos em dois grupos, o Grupo I passara
por uma tireoidectomia, enquanto o Grupo II serd o grupo controle. Apds trés meses da realizacdo da cirurgia,
procederemos com a eutanasia dos animais. Em seguida, sera realizada a coleta de uma amostra sanguinea para
investigacao de possiveis mudangas nos niveis séricos dos hormonios gonadotroficos e tireoidianos, ademais,
também sera efetuada clivagem da cauda do epididimo a fim de coletar espermatozoides para a realizagdo do
teste hiposmotico. Outrossim, iremos recolher a prdstata e pénis para uma analise histomorfologica desses
tecidos. Os resultados obtidos serdo organizados em tabelas para que possam ser analisadas as diferencas entre
o Grupo I e o Grupo II. Ao fim do estudo, espera-se que sejam observadas variagdes hormonais, histomorfo-
métricas e nos parametros dos espermatozoides relacionadas a supressdo dos hormdnios tireoidianos, eviden-
ciando seus efeitos no aparelho reprodutor masculino.

Palavras-chave: Tireoidectomia; T3 e T4; fungio reprodutiva.
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INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos desempenham um papel fundamental na regulagdo do metabolismo, cresci
mento e diferenciacdo celular em diversos tecidos do organismo. Além de suas fungdes classicas sobre o me
tabolismo energético e termorregulacdo, evidéncias crescentes indicam que esses hormdnios também exercem
influéncia significativa sobre o sistema reprodutor masculino, modulando processos como espermatogénese,
desenvolvimento dos o6rgdos genitais e seu funcionamento. A disfuncéo tireoidiana, caracterizada por estados
de hipo- ou hipertireoidismo, pode resultar em altera¢des reprodutivas que afetam diretamente a fertilidade
masculina. Em particular, o hipotireoidismo tem sido associado a reducgdo dos niveis séricos de testosterona,
diminui¢do da atividade das células de Leydig e alteragdes morfofun cionais nos 6rgaos-alvo androgénio-
-dependentes, como prostata e pénis. Essas alteragdes podem comprometer a funcionabilidade do pénis, a
secre¢do prostatica e, consequentemente, a capacidade reprodutiva. Diante disso, compreender de que forma
a supressdo dos hormonios tireoidianos afeta o desenvolvimento e a integridade dos 6rgdos reprodutores mas-
culinos torna-se essencial para ampliar o entendimento das intera ¢des entre o sistema endocrino e a fungdo
sexual.

JUSTIFICATIVA

O estudo da influéncia da supressdo dos hormonios tireoidianos ¢ fundamental para compreender os me
canismos fisiopatologicos organicos ¢ metabdlicos envolvidos, especialmente no que se refere aos impactos
sobre os orgaos reprodutores masculinos. Essa abordagem tem como principal objetivo elucidar as consequén
cias fisiologicas e metabdlicas decorrentes do déficit hormonal tireoidiano, o que ¢ essencial para conduzir
intervengdes eficazes frente as endocrinopatias e adaptar condutas terapéuticas em diferentes espécies. Evi-
déncias preliminares indicam que as disfun¢des hormonais, mais especificamente tireoidianas podem exercer
influéncia significativa sobre a satde reprodutiva do animal. A investigac@o detalhada desses efeitos em ratos
pode oferecer subsidios relevantes para entender como o hipotireoidismo compromete os 6rgaos reprodutores
masculinos. Essa analise é essencial para subsidiar o desenvolvimento de estratégias voltadas a mitigacdo dos
impactos e a promog¢ao do bem-estar de animais afetados por tal endocrinopatia.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

O presente trabalho procura analisar e realizar um compreensivel estudo quanto as influéncias da supres-
sdo dos horménios tireoidianos nos 6rgaos do sistema reprodutor masculino com ratos Wistar (Rattus norve-
gicus albinus).

Objetivos especificos:

*  Descrever histologicamente os impactos da supressao dos hormonios tireoidianos no pénis e prostata.

* Analisar as implicagdes da supressdo dos hormoénios tireoidianos sobre os parametros espermaticos:
motilidade, viabilidade e concentragdo dos espermatozoides.

* Interpretar os efeitos da repressdo dos hormonios tireoidianos nos niveis dos hormoénios androgénicos
e calcio séricos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os hormonios tireoidianos, Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4) desempenham um papel essencial na ma-
nuten ¢do do metabolismo corpodreo e agem como reguladores de diversas fungdes do organismo (Duke, 2017;
Guyton & Hall, 2021). A desregulagdo desses hormonios pode comprometer diversas areas do organismo, ndo
apenas em pro cessos metabolicos gerais, como ocorre no caso do hipotireoidismo (Cunningham et al., 2019;
Johnston et al., 2001).

O hipotireoidismo, ¢ um distirbio enddcrino que consiste na diminui¢do da produgdo e secre¢dao dos
hormonios tireoidianos. Esse transtorno é a endocrinopatia que mais aflige cdes no mundo, logo ¢ de suma
importancia a compreensao dos efeitos dessa disfun¢do hormonal no organismo dos animais acometidos por
ela (Feldman et al., 2014).

Ademais, os hormdnios tireoidianos exercem um papel essencial na regulacdo dos mecanismos reprodu
tivos femininos e masculinos, influenciando a maturagdo gonadal, produgdo hormonal e integridade fisiologi-
ca dos orgaos sexuais (Cunningham et al., 2019; Dukes, 2017). A irregularidade nos niveis hormonais de T3
e T4, como no hipotireoidismo, sdo capazes de desencadear alteragdes anatdmicas e fisiologicas em orgaos
gonadais, como a prostata e pénis, induzindo a distirbios reprodutivos nos animais acometidos com esta endo
crinopatia. (Johnston et al., 2001; Pineda; Dooley; 2008).

Estudos evidenciam os impactos da supressdo destes hormonios no sistema reprodutor masculino, des
crevendo uma relagdo do funcionamento do eixo hipotadlamo-hipéfise-gonadal (HHG), modulando a secre¢do
de hormoénios sexuais e provocando a diminuicdo espermatogénica, levando a um quadro de infertilidade no
animal (Cunningham, 2019; Johnston et al., 2001). Também foram documentados a presenga de receptores de
Triiodotironina (T3) em células localizadas no epididimo, 6rgdo em que ocorre a maturagdo dos espermatozoi
des e desenvolvem a motilidade (Pineda; Dooley; 2008; Rocha; Papa, 2012).

Os ratos Wistar, sdo amplamente utilizados como modelos experimentais em pesquisas cientificas dado a
sua semelhanga fisioldgica com humanos e outros animais, além de possibilitar um controle mais rigoroso das
variaveis experimentais (Ferreira; Ferreira, 2003). A literatura apresenta resultados variados sobre como a au
séncia dos hormdnios tireoidianos interfere na morfologia e fun¢do dos 6rgaos sexuais masculinos, ressaltando
a complexidade dessa interacao.

METODOS

Consideracoes éticas

Este projeto faz parte de um estudo experimental aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitario Serra dos Orgdos (CEUA — UNIFESO) em 05 de margo de 2024, sob o niimero CEUA n° 569/2024.

Amostra

Para o desenvolvimento do projeto, serd utilizado uma amostra de 20 ratos machos da linhagem Wistar.
As amostras serdo mantidas no Laboratério de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra dos Orgéos —
UNIFESO sob ciclo circadiano, que consiste em manter os animais 12 horas na claridade e 12 horas na escu-
riddo, além de seguir uma dieta balanceada e serem mantidos em um ambiente climatizado. Ao completar trés
meses, os ratos serdao divididos em dois grupos, Grupo I — grupo cirtrgico e Grupo II — grupo controle, onde o
Grupo I passara pela tireoidectomia e os animais do Grupo Il serdo anestesiados, a fim de similar algumas das
condig¢des que os ratos do grupo cirtrgico serdo expostos.
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Técnica cirurgica

A fim de facilitar o manejo e garantir a seguranga durante a manipulagdo, os animais serdo individual
mente alocados na camera de indugdo anestésica com uma gaze molhada com isoflurano 10% até a reducao
dos reflexos e inicio do sono artificial, em seguida serdo pesados, devidamente numerados e por via intraperi
toneal, na regido abdominal caudal direita, serd administrado como anestésico geral a associagdo dos farmacos
cloridrato de cetamina a 10% (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (10 mg/kg). Apo6s a administracdo do
anestésico geral, sera realizada a tricotomia da regido infrahididea, em sequéncia a antissepsia e assepsia da re
gido com auxilio do degermante digluconato de clorexidina a 2% e solug@o de iodo povidona a 10%, conforme
recomendacao da literatura para preparo cutaneo pré-procedimento.

A tireoidectomia sera realizada com auxilio de uma plataforma cirtrgica criada pelo aluno Pedro Augusto
da Costa, discente do curso de biomedicina do UNIFESO, na qual serdo acoplados dispositivos de ampliagao
visual, como lupa, foco cirurgico e microscopio digital. Essa adaptagdo permitiu melhor visualizagdo do cam
po operatdrio, contribuindo para maior precisdo e reducao do tempo cirurgico.

Além disso, sera utilizado um afastador especifico para regido e espécie confeccionado pelo Prof. Marcel
Vasconcellos, que facilitara o acesso a regido cervical durante o procedimento.

A abordagem cirtrgica terd inicio com uma incisdo vertical na regido cervical ventral na linha média
do pescogo, seccionando os tecidos circundantes e realizando o afastamento dos musculos para exposi¢@o da
traqueia e tireoides. Em seguida, a tireoide sera meticulosamente dissecada de sua aderéncia a traqueia até
sua completa retirada. O procedimento ¢ finalizado com a sintese da ferida cirargica, primeiro realizando uma
sutura continua simples para sintese da musculatura e em seguida, pontos simples para sintese dos tecidos
adjacentes e subcutaneos.

Apos o procedimento cirargico, administraremos 0,2 ml de tramadol e dipirona gotas ao Grupo I, por
um periodo de 3 dias. O tramadol sera administrado a cada 24 horas e a dipirona gotas sera diluida na agua e
disponibilizada a vontade aos animais, utilizamos uma dilui¢do de 1 gota a cada 100ml.

Grupo Controle

Os animais do grupo controle serdo submetidos a0 mesmo protocolo anestésico do grupo cirtirgico, po-
rém nao serao expostos ao processo operatdrio. Apesar de considerada a possibilidade da execucdo de cirur-
gias de placebo, optou-se por ndo as realizar, com o intuito de evitar uma exposicéo a riscos desnecessarios e
preservar o bem-estar animal.

Eutanasia

Apos trés meses da realizagdo do procedimento cirirgico, a eutanasia sera realizada de acordo com as
praticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA. Os sujeitos experimentais
serdo eutanasiados com uma sobredose da associagdo de cetamina 10% e xilazina 2% de trés vezes a dose
recomendada dos anestésicos, por via intraperitoneal. Apds a administragdo dos farmacos, serdo coletadas
amostras sanguineas por pun¢ado via intracardiaca. Em seguida, realizaremos uma incisao na parede abdominal
para acessar o diafragma e em sequéncia a perfuracao dessa estrutura para indu¢ao a parada cardiorrespiratoria
e confirmagdo do 6bito, conforme preconizado pelos principios éticos para procedimentos terminais em expe
rimentacao animal. Ao finalizar a coleta dos materiais necessarios para analise, as carcagas serdo devidamente
descartadas, ensacadas em sacos hermeticamente fechados.
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Coleta dos materiais

Apos confirmado o 6bito dos sujeitos experimentais, realizaremos uma laparotomia mediana total, a fim
de coletar os materiais necessarios para analise. Serdo coletados os testiculos, epididimo, prostata, pénis, vesi
cula seminal e bexiga dos animais. Os testiculos serdo evidenciados a partir da tracdo dos corddes espermati
cos, e em seguida sera seccionado das estruturas adjacentes, que consistia no epididimo e corddo espermatico.
A prostata, vesicula seminal e bexiga serdo seccionadas em conjunto apos a coleta dos testiculos. O pénis sera
a ultima estrutura coletada, seccionado da base peniana. Todas as estruturas coletadas serdo postas em potes
individuais com formalina a 10%. Ademais, os epididimos serdo imediatamente clivados a fim de realizar a
analise de motilidade e viabilidade espermatica. A amostra sanguinea coletada via intracardiaca sera centrifu
gada, o soro sera cuidadosamente pipetado para Eppendorfs e serdo mantidos sob refrigeracdo até o momento
da analise hormonal.

Avaliacées biométricas

Os testiculos, apos serem coletados, serdo submetidos ao teste de Scherle, a fim de estimar o volume
testicular. O teste de Scherle consiste em submergir o testiculo em um béquer repleto de agua destilada com o
auxilio de uma estrutura metalica adicional, a fim de suspender o testiculo durante a mensurac¢ao. Os materiais
empregados para a realizagdo deste teste serdo, uma balanga, um béquer repleto de agua destilada posicionado
sobre a balanca, uma grade metélica de suporte disposta na vertical ao lado do béquer, com a funcionalidade
de sustentar uma estrutura metalica adicional, composta por um cabo e uma estrutura concava com malha fina,
toda metalica, pensada como meio de suspensdo do testiculo, para que este ndo tocasse nas paredes e fundo do
béquer. O testiculo envolto por uma gaze, a fim de evitar danos teciduais, sera suspenso pela estrutura metalica
e inteiramente submerso em agua destilada, em que o peso registrado na balanca tarada seria utilizado para o
calculo de volume, considerando a densidade da 4gua como na unidade de referéncia, ou seja, d=1g/ml. O teste
de Scherle se baseia no principio de Arquimedes, em que ¢é possivel calcular a densidade de um objeto submer-
so a partir do deslocamento do liquido. Avaliagcdes dos espermatozoides Apoés a coleta, a cauda do epididimo
sera clivada em cinco fragmentos para realizar a coleta dos esperma tozoides, estes que serdo postos em um
tubo Falcon e sequentemente homogeneizados em uma solugdo esper matica composta por tampao fosfato-
-salino (PBS) com 0,5% de albumina de soro bovino (BSA), aquecida a 37°C. Em seguida, para a avalia¢ao
da concentracdo espermatica serd pipetado 10ul desta solugdo e diluida em dois Eppendorfs contendo PBS/
BSA 0,5% também aquecida a 37 °C em concentracdes diferentes, o primeiro Eppendorf na proporg¢ao de 1:3
e o segundo 1:4. Posteriormente, a solugdo resultante sera levada até a camera de Neubauer em microscopia
oOtica na objetiva de imersao, com camera acoplada para realizar a contagem dos espermatozoides. A contagem
sera realizada a partir do nimero de espermatozoides observados nos qua drantes da camera de Neubauer,
além disso, as dilui¢des serdo consideradas para o calculo de concentragdo f inal. Quanto a motilidade, os es-
permatozoides inertes serdo subtraidos do total para que pudesse determinar a quantidade de espermatozoides
moveis. Para avaliar a viabilidade espermatica, sera realizado o teste hipo-osmotico, que consiste em diluir a
solugdo espermatica em uma solugdo de citrato de sddio e frutose, neste experimento utilizou-se do produto
BotuSémenGold da Botupharma, que é composto por colesterol e caseina, com o objetivo de viabilizar os es
permatozoides por mais tempo para um transporte seguro. No experimento, utilizamos esse produto para reali-
zar o teste hipo-osmotico, onde apds homogeneizadas as solugdes, serdo incubadas a 37 °C durante meia hora.
Em seguida, sera levada para observagdo na microscopia optica, onde apenas as células com caudas dobradas
serdo consideradas viaveis. A viabilidade espermatica € calculada a partir da porcentagem de espermatozoides
viaveis em relacao ao total observado.
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Analises histomorfométricas

Seguidamente da eutanasia, serdo extraidos os 6rgaos de interesse ao presente estudo, que consiste em Or
gaos reprodutores masculinos, ou seja, prostata e pénis. Os 6rgaos serdo fixados em potes individuais contendo
formalina, onde serdo processados para inclusdo de parafina e sec¢des desta em unidades de 5 um. Fez-se uso
dos corantes hematoxilina e eosina para corar as laminas, com isso serd possivel realizar as seguintes analises:

*  Mensurar a altura do epitélio da prostata de cada rato com o auxilio do software ImageJ.

* Sera realizado um calculo medidor quanto a altura do epitélio da uretra e a circunferéncia do corpo

cavernoso e esponjoso do pénis.

Exames laboratoriais

A dosagem sérica hormonal também sera realizada utilizando kits especificos para cada horménio. No
total, realizamos a dosagem hormonal de 5 hormoénios, o T3 total, T4 livre, TSH, Testosterona e Estradiol.

Analise dos dados

Apos a finalizagdo dos testes e métodos, os resultados encontrados serdo tabelados, analisados e calcu
lados em uma média para cada parametro, a fim de comparar os resultados via teste t de Student ndo pareado,
ndo paramétricos. Logo, o objetivo de evidenciar possiveis alteragdes no sistema reprodutor masculino em um
animal com hipotireoidismo sera cumprido. O software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
EUA) sera responsavel pela analise dos resultados, em que as variagdes serdo consideradas significativas quan-
do atingiam p < 0,05. Os resultados serdo expressos, em totalidade como média e desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, as etapas previstas no cronograma foram realizadas conforme o planejado. Os animais
do grupo cirtirgico passaram pela tireoidectomia, enquanto os do grupo controle foram apenas anestesiados,
seguindo o mesmo protocolo anestésico. Apds trés meses, realizamos a eutanasia dos animais € a coleta dos
materiais biologicos. Foram retirados pénis, prostata, testiculos, epididimos e amostras sanguineas. Os testicu-
los foram pesados e avaliados quanto a densidade pelo método de Scherle. O epididimo foi clivado em solugdo
nutritiva e dividido em duas amostras, com dilui¢des de 1:3 e 1:4, para analise espermatica. Essas amostras
foram observadas na cdmara de Neubauer, e videos foram gravados para permitir uma analise futura mais deta-
lhada da motilidade e da viabilidade dos espermatozoides. Os 6rgaos coletados foram fixados individualmente
em formol a 10% e encaminhados para processamen to histoldgico. As amostras foram incluidas em blocos de
parafina, cortadas e coradas, de forma que parte das laminas ja se encontram prontas, enquanto outras ainda
estdo em preparacdo. Apesar de algumas laminas ja

estarem confeccionadas e prontas para leitura, a analise ainda ndo foi realizada e sera feita na proxima
etapa do projeto. As amostras sanguineas foram centrifugadas, e o soro resultante foi separado em Eppendorfs
indi viduais, que permanecem armazenados no freezer até a realizacdo das analises hormonais. Portanto, ja
concluimos grande parte do desenvolvimento do projeto, os proximos passos incluem a ana lise histologica dos
tecidos, a interpretagdo dos videos para avaliagdo da motilidade e viabilidade espermatica, bem como as anali-
ses hormonais. A partir desses resultados serd possivel discutir com maior profundidade os efeitos da supressao
dos hormonios tireoidianos sobre os drgaos reprodutores masculinos, principalmente o pénis e a prostata.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho encontra-se em andamento e, até o momento, todas as etapas iniciais foram concluidas com
sucesso, incluindo a cirurgia, o acompanhamento dos animais, a eutandsia e a coleta dos materiais bioldgicos.
Embora os resultados ainda ndo tenham sido analisados, as amostras obtidas foram devidamente preparadas e
armazenadas, garantindo a continuidade da pesquisa. A proxima fase, que envolve analises histologicas, hor
monais e espermaticas, sera essencial para compreender os efeitos da supressdo dos hormoénios tireoidianos
sobre os orgaos reprodutores masculinos de ratos Wistar, especialmente o pénis e a prostata.
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TECNICA OPERATORIA MODIFICADA DE
MIECTOMIA TOTAL E AVALIACAO DIAGNOSTICA
POR BIOMICROSCOPIA ULTRASSONICA
ENDOLUMINAL EM RATOS

Amanda Matias Bezerra, Raphaela Valente de Almeida Ito, Pedro Filipe Campos Rampini, Ricardo Maia
Cruz Brazuna, Julia Gongalves de Marina, Giovana Monteiro Martins Teixeira, Vanessa Henriques Novaes
da Silva, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos, Jodo Carlos Machado

RESUMO

Introducio: A Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) apresenta estreita relagdo com o cancer, em
especial por configurar um importante fator de risco para o desenvolvimento do adenocarcinoma esofagico.
Essa associacdo ocorre de forma indireta e progressiva, mediante modificagdes cronicas da mucosa esofagica.
O avango de tecnologias de imagem, como a biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe), capaz de pro-
duzir imagens em tempo real com resolugdo comparavel a da microscopia Optica panoramica, oferece ao en-
doscopista maior precisdo diagnostica, favorecendo a deteccao precoce e, consequentemente, a precocidade no
tratamento. Objetivos: Estabelecer um modelo experimental de refluxo gastroesofagico em ratos, utilizando a
biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe) em associacdo a endoscopia convencional. Métodos: O es-
tudo foi aprovado pelo CEUA/UNIFESO (n.° 521/2021) e realizado com 36 ratos Wistar, distribuidos em trés
grupos: Grupo Controle (GC, n = 12), sem intervengao cirurgica, submetidos apenas a aquisi¢do de imagens
do eso6fago; Grupo Simulagdo (GS, n = 12), submetidos a simulacdo cirtrgica de miectomia total e vagotomia
troncular, seguida de aquisicdo de imagens ultrassdnicas e endoscopicas; e Grupo Refluxo Gastroesofagico
(GRGE, n = 12), submetidos a miectomia total da juncdo gastroesofagica, com posterior aquisi¢ao de imagens.
Resultados: A combinagdo do ultrassom de alta frequéncia (BMUe) com a endoscopia convencional possi-
bilitou a analise simultdnea da mucosa esofagica e das diferentes camadas estruturais da parede do esdfago.
Conclusio: O estudo validou um modelo cirurgico de refluxo gastroesofagico cronico, evidenciando achados
histologicos e ultrassonograficos caracteristicos nos diferentes grupos experimentais.

Palavras-chave: Neoplasias esofagicas; Ultrassom; Diagnostico por imagem; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de modelos experimentais cirirgicos que reproduzam aspectos fisiopatologicos e
moleculares da sequéncia metaplasia—displasia—adenocarcinoma se mostra crucial em estudos sobre o cancer
esofagico.!

Nesse aspecto, uma grande variedade de animais tem sido utilizada, porém, somente os ratos (Ratfus
norvegicus) fornecem evidéncias seguras da progressdo da metaplasia intestinal para o carcinoma in situ apos
uma intervengao cirurgica.’

Os modelos cirtrgicos de refluxo gastroesofagico em ratos sio classificados em modelos de refluxo con-
trolado e modelos de refluxo nao controlado, sendo que estes ultimos se baseiam no bypass ciriirgico ou na
destrui¢do dos mecanismos antirrefluxo existentes.

No que se refere aos modelos cirirgicos encontrados na literatura, estes demonstram uma taxa elevada de
mortalidade pds-operatoria decorrente, sobretudo, de anastomoses intestinais.*”

Com base nos modelos cirargicos encontrados na literatura, optou-se por reproduzir a técnica operatoria
de miectomia total associada a vagotomia troncular, descrita por Gaia Filho!'®. Esta apresenta uma probabilida-
de reduzida de 6bitos por broncoaspiracao e tempo de sobrevida apds o procedimento de 30 dias.

Considerando que o objetivo do presente estudo era o de desenvolver um modelo de refluxo gastroesofa-
gico cronico, com tempo de sobrevida pos-operatorio suficiente para que as alteracdes estruturais do Es6fago
de Barrett (EB) se desenvolvessem, tornou-se necessaria a modificacdo da técnica originalmente descrita.

OBJETIVOS

Desenvolver um modelo cirargico do refluxo gastroesofagico cronico em ratos (Rattus norvegicus).

METODOS

A Comissdo de Etica no Uso de Animais—UNIFESO, aprovou o estudo sob o protocolo n.° 525/2021.

Caracterizacio da Amostra

Foram utilizados 36 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), com média de idade de trés
meses e peso corporal de 300 + 50 g, provenientes da Instalacdo de Ciéncia Animal do UNIFESO. Os animais
foram mantidos em condi¢des ambientais controladas, alojados em gaiolas com ventilagdo adequada (15-25
renovagoes de ar por hora), com densidade de até quatro individuos por unidade. O ambiente experimental foi
submetido a ciclo de iluminacao de 12 horas claro/12 horas escuro, temperatura de 22 + 2 °C e umidade relati-
va de 55 + 5%. O manejo incluiu fornecimento de dieta padronizada (ra¢do Nuvilab CR-1 Irradiada, Quimtia®,
PR, Brasil), higienizacdo regular e acesso irrestrito a agua.

Desenho do estudo experimental

Apos a randomizagdo simples por meio de editor Excel®, os animais foram distribuidos em dois grupos:

I) Grupo Controle (GC, n = 12); animais higidos, sem procedimento cirurgico, alimentados com ragio
industrializada. Aos 75 dias, os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica, em seguida realizou-se
a coleta de espécimes esofagicos, procedendo-se a exames histologicos.
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1) Grupo Simulagdo (GS, n = 12), simulac¢do do procedimento de miectomia total e vagotomia troncular,
seguida da aquisicao de imagens ultrassonicas e endoscopicas

IIT) Grupo Refluxo Gastroesofagico (GRG, n = 12); submetidos a técnica operatoria modificada de miec-
tomia total e vagotomia troncular.

Apds 75 dias (t=75), todos os animais dos experimentais foram eutanasiados e colhidos espécimes eso-
fagicos para estudo histologico.

Avaliacio pré e pés-operatoria

O peso corporal dos animais foi aferido no inicio do experimento (t=0) € na 10* semana (t=75), em ambos
0S grupos.

Descricio da técnica operatoria de miectomia total esofagica e vagotomia troncular da jung¢io
gastroesofagica

O procedimento cirurgico foi realizado na Instalagdo de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra
dos Orgdos (UNIFESO), Campus Quinta do Paraiso, Teresopolis—RJ. Adotou-se a técnica operatéria descrita
por Gaia Filho', com modificagdes que incluiram a reducdo da extensdo e do local de ressec¢do da camada
muscular, bem como alteragdes dietéticas.

A contencdo inicial dos animais foi realizada pelo método open-drop, utilizando camara de acrilico conten-
do gaze embebida em isoflurano a 2%. Em seguida, foi induzida anestesia dissociativa por meio da administra-
¢do intraperitoneal (IP) da associa¢do de 75-100 mg/kg de cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin® Syntec, SP,
Brasil) e 5-10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Xilazin® Syntec, SP, Brasil), aplicados na mesma seringa.
Posteriormente, procedeu-se a assepsia e antissepsia, com o posicionamento do animal em decubito dorsal.

Realizou-se laparotomia mediana de aproximadamente 3 cm, estendendo-se do apéndice xifoide até a re-
gido umbilical, seguida da ressec¢do da camada muscular esofagica. Esta foi executada com extensao de 3 mm,
iniciando-se na juncao gastroesofagica (JGE), com dissec¢do dos bordos laterais da musculatura adjacente a
mucosa, respeitando-se o plano de clivagem. A sintese da parede abdominal e da pele foi conduzida com sutura
continua ancorada de Ford, utilizando fio de nailon 2-0 (Ethicon™, Johnson & Johnson MedTech, CA, EUA).

Apos o procedimento, os animais foram mantidos em sala silenciosa, com baixa luminosidade e aqueci-
mento por ldmpada incandescente de 40W, até a completa recuperagdo anestésica. O protocolo de analgesia
pos-operatoria incluiu a administragdo intraperitoneal de cloridrato de tramadol (Tramal®) na dose de 1 mg/kg,
associada a oferta de ibuprofeno (Alivium®, Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica S.A., GO, Brasil)
diluido na agua de beber (30 mg/kg) durante sete dias consecutivos. Inspegdes e higienizacao da ferida cirur-
gica foram realizadas diariamente.

Apos a recuperagdo, os animais foram monitorados ao longo de todo o periodo experimental (75 dias),
com registro continuo da ingestao alimentar e hidrica.

Cuidados de suporte nutricionais

No terceiro dia apds a cirurgia, foi oferecida 42 g/dia de uma dieta hiperlipidica, palatavel e de textura
macia, composta por 18 g de maga, 3 g de nozes e 21 g de ricota fresca (Tabela 1). A dieta foi administrada
durante 75 dias.
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Tabela 1. Dicta alimentar hiperlipidica

Alimento Quantidade CHO PTN LIP
Maca 18,0 g 27% 69,59 0,1% 23g 0,0% 0,0g
Nozes 3,09 0,4% 10,2g 0,5% 14,5g 0,2% 239g
Ricota 2109 0,8% 20,3g 26% 832¢g 0,6% 76,19

TOTAL 4209 3,9% 100,00 g 3,2% 100,00g 0,8% 100,00 g

Legenda; CHO- Carboidrato; PTN- Proteina; LIP- Lipidio.
Fonte: Autores, 2025.

Estudo histologico

Induzida a morte nos animais por sobredose anestésica, realizou-se a exérese da por¢do distal do es6fago
abdominal e sua fixagdo em paraformaldeido tamponado a 4% por 48 horas. As amostras foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) e os preparados histologicos analisados sob microscopia optica (E200 Nikon®,
BR), com magnificagdes de 200x e 400x.

Analise estatistica dos dados

O achado (ganho de peso aos 75 dias) foi analisado com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U,
considerando-se um intervalo de confianga de 95% e p < 0,05.

RESULTADOS

O estudo descreveu a modificacdo da técnica operatdria de miectomia total e vagotomia troncular de Gaia
Filho', com ressecgdo de somente 3 mm da camada muscular do es6fago intra-abdominal (Figuras 1A, 1B),
seguida de sintese cirtrgica.

Os animais foram recuperados em gaiola individual e, logo ap0s, receberam dieta liquida. A partir do 3°
dia, foi oferecida dieta pastosa hiperlipidica.

Nesse modelo, os animais apresentaram sobrevida de 75 dias, ao contrario do modelo original, em que
houve mortalidade entre a 2* e 3* semana.

Considerando que o objetivo presente estudo era o de promover um modelo de refluxo gastroesofagico
cronico, com tempo de sobrevida pds-operatorio suficiente para que as alteragdes estruturais causadas pelo
refluxo gastroesofagico cronico (Esdfago de Barrett), se desenvolvessem, a modificagdo dietética e extensao
reduzida da ressec¢do da camada muscular lograram €xito (Figura 1C).
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Figura 1. Técnica operatdria de miectomia total original e modificada

Legenda: Asterisco: Esofago; Estrela; Jungdo gastroesofagica. Em C, podemos observar uma ressecgdo de apenas 3 mm quando
comparada a técnica original (15 mm). Fonte: Autores, 2025.

Aos 75 dias, o exame histologico da porgdo distal do esdfago abdominal dos animais do GC evidenciou
padrdo compativel com a normalidade (Figura 2 A).

No GRG as imagens histologicas obtidas em um dos animais imediatamente ap0s a cirurgia, atestou a
ressec¢do total da camada serosa e muscular (Figura 2 B).

Aos 75 dias, observou-se o aumento da espessura do epitélio escamoso estratificado, correspondendo a
fase de hiperplasia proliferativa, a qual antecede a metaplasia intestinal (Es6fago de Barrett)'®, como citado por
Matsui et al."! (Figura 2 C).

Figura 2. Exame histologico

\ \ v
A « 500m B = *, Sopm

Legenda: X= camada muscular externa; # camada submucosa; += Lamina propria; *= Epitélio escamoso estratificado. Fonte:
Autores, 2025.

Os animais de ambos os grupos foram pesados em t=0 e t=75. Os valores encontram-se expressos na
tabela 2.
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Tabela 2. Desenvolvimento ponderal

GC GE

ANIMAL t=0 t=75 t=0 t=75

1 250 362 254 375

270 375 270 380

3 300 380 280 385

4 280 340 270 390

5 280 345 270 370

6 250 360 265 365

7 260 370 245 340

8 265 375 260 370

9 270 365 255 350

10 250 370 270 380

11 270 380 280 390

12 280 350 300 390
Meédia % 268,75 = 14,45 364,33 = 12,84 268,25 £ 13,82 373,25 £ 15,29

DP

Fonte: autores, 2025.

Ao se analisar a perda ponderal, nao houve diferencga significante na comparagao entre o peso inicial (p =
0,9347) e final (p = 0,1321), nos grupos controle e refluxo gastroesofagico (Figura 3).

Figura 3. Grafico boxplot do Grupo Controle e Grupo Refluxo Gastroesofagico

Peso inicial Peso final
320 400 = 0.1321
095347
i P
= 300+= —_—
=] =) 380 T
= -—
S ®
o 2
S 280+ .6 360 -
g o
g g 1
0o 260- a 340
= 1
240 T T 320 T T
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Fonte: Autores, 2025.
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Figura 5. Biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe) do GC, GS e GRGE

[ LUS
15172025 11.42
! : 98

Legendas: Mu+Sm= camada mucosa e submucosa; Me= camada muscular externa; Mp= mini probe. Fonte:
Autores, 2025.

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado na Instalagdo de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra dos Or-
gaos (UNIFESO), Campus Quinta do Paraiso, Teresopolis—RJ, utilizando ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia — Berkenhaout, 1769), mantidos sob condigdes ambientais
controladas. A escolha dessa linhagem justificou-se por caracteristicas como docilidade, pequeno porte, faci-
lidade de manejo e baixo custo. Adicionalmente, a padronizagdo do sexo, peso ¢ idade dos animais contribuiu
para a homogeneidade da amostra.

No que se refere aos aspectos anatdmicos, fisioldgicos e histologicos, tanto no es6fago humano quanto
no murino observa-se a presenca de fibras musculares estriadas (controle voluntario) e lisas (controle invo-
luntario). As regides constituidas por musculatura lisa recebem inervagdo do nervo vago, responsavel pela
coordenagdo do peristaltismo em condigdes fisiologicas.'®!2

No ser humano, aproximadamente 5 a 33% da por¢ao proximal do esdéfago ¢ formada por musculo estria-
do. A regido intermediaria, que corresponde a cerca de 35 a 40% do 6rgdo, apresenta fibras musculares mistas,
enquanto os 50 a 60% distais sdo compostos exclusivamente por musculatura lisa. De forma analoga, em ratos
observa-se uma transi¢do gradual do musculo estriado para o liso, com uma zona mista — que corresponde a
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aproximadamente 35% do comprimento esofagico — localizada na altura do arco adrtico. Os dois tergos dis-
tais do es6fago sdo constituidos predominantemente por musculo liso, sob controle involuntdrio. Em ambas as
espécies, a musculatura organiza-se em duas camadas: uma circular interna e outra longitudinal externa.!®!!:!2

No ser humano, a barreira gastroesofagica antirrefluxo € constituida pelo esfincter esofagico inferior, pelo
diafragma crural, pelo ligamento frenoesofagico e pelo angulo de His, cuja conformagdo determina a entrada
obliqua do esdfago no estdmago. Em ratos, entretanto, a pressdo exercida nas extremidades dessa barreira ¢
significativamente superior ao gradiente pressorico observado no térax e no abdome durante todas as fases do
ciclo respiratério. Em condicdes fisioldgicas, a intensidade dessa pressao e da for¢a de contengao praticamente
inviabiliza o refluxo nesses animais. Ressalta-se que o refluxo ¢ um fenémeno passivo, caracterizado pelo re-
torno do contetdo alimentar ndo digerido do estomago para o es6fago."

Outro aspecto relevante refere-se a auséncia de glandulas submucosas esofagicas nos ratos, estruturas que
estdo presentes no esdfago humano. Tal diferenga anatdmica exige cautela na extrapolacdo dos achados experi-
mentais para a clinica, uma vez que o eséfago murino apresenta limitagdes de homologia em relagdo ao humano.'¢

Embora sua fisiopatologia ainda seja motivo de debate, o esofago de Barrett resulta da exposi¢ao cronica
da mucosa esofagica ao conteudo gastroesofagico. Nesse processo, as células epiteliais escamosas estratifi-
cadas sofrem substitui¢do por células de tipo colunar com caracteristicas intestinais, tanto no nivel estrutural
quanto no molecular.?’

Assim, com o objetivo de atingir maior tempo de sobrevida dos animais, tornou-se crucial modificar o
manejo alimentar, o qual se baseava originalmente no fornecimento de ragdo comercial peletizada a partir do
8° dia. A mudanga objetivou evitar a impactag@o gastrica e esofagica causada pela vagotomia troncular, a qual
reduz a motilidade do piloro.!%!!

Destarte, observou-se maior facilidade na ingestdo do alimento e bem-estar dos animais ao longo do
periodo experimental. Na avaliagdo da perda ponderal, ndo houve diferenca significante na comparagao entre
o0 peso corporal inicial (p = 0,9347) e final (p =0,1321), entre os grupos. Esses resultados propugnam a impor-
tancia de adequagdo alimentar em modelos de refluxo gastroesofagico cronico.

Ao se utilizar a técnica operatoria modificada, 100% dos animais (12/12) atingiram a 10 semana (75 dias)
apos a cirurgia.

Ha que se considerar que a reducdo do tamanho da exérese da camada muscular (de 15 para 3 mm), au-
mentou a dificuldade técnica e consequentemente o tempo médio operatorio para cerca de 60 minutos.

No modelo desenvolvido, a miectomia total ocorreu apenas na juncdo gastroesofagica (JGE), acima do
esfincter esofagico inferior (EEI), numa extensdo suficiente para mimetizar o relaxamento do EEI, causa de
refluxo gastroesofagico.'®!!13:14

Os achados histologicos do GRGE na 10* semana demonstraram aumento da espessura do epitélio es-
camoso estratificado, correspondendo a fase de hiperplasia proliferativa que antecede a metaplasia intestinal
(Esofago de Barrett).!® Esse achado corroborou com Matsui et al.,!! os quais aduziram que a metaplasia intesti-
nal se desenvolve em roedores a partir da 10* semana.

CONCLUSAO

O estudo validou um modelo cirurgico de refluxo gastroesofagico cronico, evidenciando achados histolo-
gicos e ultrassonograficos caracteristicos nos diferentes grupos experimentais.
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FERRAMENTA DE VISAO COMPUTACIONAL PARA
SUPORTE AO TESTE DE CAMPO ABERTO (OPEN
FIELD TEST)

Alberto Torres Angonese, Jodo Pedro Moreira Ferreira, Marcel Vasconcellos, Rafael Soares Areal Costa,
Valéria Cristina Lopes Marques, Arthur da Concei¢do Cunha, Gustavo Mattos Rodrigues, Gustavo Kimus

Pimentel Nogueira, Marco Antonio Araujo de Almeida, Ana Beatriz Rocha Camara, Tayna Mendes Maurat

RESUMO

O presente artigo apresenta a etapa inicial de desenvolvimento da ferramenta de Visdo Computacional para
apoio ao Teste de Campo Aberto. O objetivo do projeto ¢ proporcionar aos alunos a oportunidade de interagir com
ferramentas tecnologicas avangadas, promovendo o desenvolvimento de habilidades em pesquisa e inovagao. A
proposta inclui a criagdo de uma solugdo automatizada para o Teste de Campo Aberto, um método utilizado para
avaliar o comportamento de roedores, especialmente ratos, em ambientes controlados. Atualmente, essa avalia-
¢do ¢ feita manualmente pelos alunos e pesquisadores do Biotério do Unifeso, o que pode resultar em analises
menos precisas e mais trabalhosas. Através da integragdo entre os cursos de Ciéncia da Computacio, Medicina
Veterindria, Biomedicina, Farmacia e Psicologia, o projeto busca desenvolver uma ferramenta baseada em técni-
cas de Visdo Computacional. Essa ferramenta permitira o rastreamento automatizado dos padrdes de movimen-
tacdo dos roedores, facilitando a mensura¢ao de comportamentos que indicam niveis de ansiedade e memoria. A
colaboragdo entre alunos de diferentes areas serd essencial para identificar as necessidades especificas do Teste
de Campo Aberto e assegurar que a solu¢do desenvolvida atenda a essas exigéncias. Além de contribuir para a
formac@o académica e profissional dos estudantes envolvidos, o projeto tem relevancia educacional ao incentivar
o uso de tecnologias avangadas no processo de aprendizagem e pesquisa. Em resumo, espera-se que o projeto
resulte na criagdo de uma ferramenta eficaz e pratica para o Teste de Campo Aberto, com beneficios diretos para
os cursos envolvidos e para a qualidade das pesquisas realizadas no Unifeso.

Palavras-chave: Teste de Campo Aberto; Visdo Computacional; Biotério.
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INTRODUCAO

O Teste de Campo Aberto foi proposto por Calvin S. Hall em 1932 (HALL,1932), que apesar de antigo,
apresenta bastante aplicabilidade nos dias atuais para apoio a estudos nas areas psicologicas e farmacologicas.
O Teste de Campo Aberto ¢ um teste que permite avaliar padrdes comportamentais, através do rastreamento
da locomogdo de roedores, habitualmente ratos, durante um tempo definido. Para o teste utiliza-se uma arena,
circular (Figura 1b) ou quadrada (Figura 1a), delimitada por paredes e com a area interna demarcada por linhas
que se cruzam. Tais linhas formam uma grade interna, que permitem a defini¢do da posicao e distancia percor-
rida pelo do roedor, dadas as dimensdes conhecidas da arena e areas internas (SOUZA et al, 2013).

Padrdes comportamentais que indicam niveis de ansiedade e memoria podem ser mensuraveis pelo ras-
treamento da movimentacdo do animal (STANTFORD, 2007). Podem ser observados a frequéncia com que
o roedor cruza linhas de grade com todas as quatro patas, frequéncia e tempo de permanéncia na area central,
frequéncia com que o animal se movimenta proximo as paredes, dentre outras. Os desafios do Teste de Campo
Aberto, estdo justamente na identificacdo visual assertiva dos padrdes de comportamento, o que exige um trei-
namento e experi€ncia adequados para a obtencdo de diagndsticos precisos.

O trabalho descrito neste projeto apresenta a proposta de desenvolvimento de uma ferramenta de Visdo
Computacional, cujo objetivo ¢ automatizar o processo de identificagcdo visual dos padrdoes de movimentagao
dos animais, durante o Teste de Campo Aberto. Espera-se com isso, que a ferramenta possa auxiliar no proces-
so de obtenc¢ado de diagnosticos mais precisos.

Visdo Computacional ¢ uma area da Inteligéncia Artificial que trabalha com dados visuais, isto ¢, ima-
gens, videos, etc. O principal objetivo dos algoritmos desenvolvidos nesta area ¢ interpretar os dados visuais
adquiridos do ambiente a fim de fornecer informagdes relevantes aos usuarios, ou a modelos de tomada de de-
cisao (WECHSLER, 2014). Dentre as tarefas que Visdo Computacional almeja abordar, pode-se citar, detec¢ao
de objetos, reconhecimento de faces, classificagdo de objetos, todos esses problemas utilizando apenas dados
visuais. Um exemplo de aplica¢do sdo os carros autdbnomos, que precisam detectar e reconhecer pedestres,
sinais de transito, etc., na grande maioria das vezes utilizando apenas informagdes visuais da cena.

Neste trabalho a Visdo Computacional serd empregada através de técnicas (algoritmos) serdo avaliadas
para a detecgdo e rastreamento dos animais durante o Teste de Campo Aberto, com o objetivo de automatizagio
dos experimentos a serem realizados.

JUSTIFICATIVA

Atualmente o UNIFESO possui uma arena para a realizagdo do Teste de Campo Aberto, conforme ilustra-
do na Figura 2, que fica localizada no Biotério da instituicdo no Campus Quinta do Paraiso. A arena esta dispo-
nivel para ser utilizada pelos cursos de Medicina, Biomedicina, Farmacia, Medicina Veterinaria e Psicologia
para a realizagdo de experimentos.
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Figura 2: Arena do Teste de Campo Aberto do Unifeso.

FONTE: Proprio Autor

Apesar da arena atender satisfatoriamente ao propo6sito da realizagdo do Teste de Campo Aberto, todo o
processo de observagdo comportamental dos roedores durante os experimentos € realizada de forma manual,
como pode ser observado na Figura 2. O procedimento realizado dessa forma, necessita de atengao e cuidados
redobrados para que as observagoes gerem diagnosticos corretos. Nesse sentido, a automatizagao do processo
de observabilidade dos padroes de movimentacdo durante um experimento, pode auxiliar em diagnosticos
mais precisos. Para tal, € proposto, neste projeto, o desenvolvimento de uma ferramenta de Visdo Computacio-
nal para rastreamento dos roedores na arena do Teste de Campo Aberto.

Refor¢camos que uma ferramenta comercial, com propositos semelhantes, custa em torno de U$ 7.500,00
(ANY-MAZE, 2023). Adicionalmente ao ganho de conhecimento que se pretende obter durante o desenvol-
vimento da ferramenta, vislumbramos a possibilidade de amadurecimento do projeto para a geragdo de um
produto com aplicagdes relevantes a instituigdo.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo geral ¢ o desenvolvimento de uma ferramenta de Visdo Computacional para a rastreabilidade
de movimentacdo de roedores durante a realizagdo do Teste de Campo Aberto.
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Objetivos especificos:

Para que o objetivo geral seja alcangado, sdo propostos os seguintes objetivos especificos:

1. Revisdo de literatura, tanto da parte dos alunos de computacdo quanto dos alunos relacionados ao
Biotério;

2. Aprendizagem, implementacao, teste e validacao da detec¢do de roedores utilizando a técnica de Visao
Computacional HOG (Histogramas de Gradientes Orientados);

3. Avaliagdo da técnica utilizando as métricas de acuracia e precisdo;

4. Aprendizagem, implementacao, teste ¢ validacdo da detecgdo de roedores utilizando a técnica de Visdo
Computacional CNN (Redes Neurais Convolucionais);

5. Avaliagdo da técnica utilizando as métricas de acuracia e precisao;

6. Testes em ambiente real da arena do biotério para escolha da técnica com melhor desempenho;

7. Implementagdo de ajustes ¢ modificacdes na ferramenta de acordo com as avaliagdes dos alunos rela-
cionados ao Biotério para que os critérios de observabilidade sejam satisfatorios.

METODOS

A proposta da ferramenta € realizar o rastreamento automatizado dos padrdes de movimentacao dos roe-
dores na arena utilizando técnicas de Visdo Computacional. Para isso, a abordagem inicial prevé a construg¢ao
de um arcabougo, conforme ilustrado na Figura 3. O arcabouco devera conter uma estrutura para acomoda-
cdo de uma camera, necessaria para a aquisi¢do das imagens em tempo real, durante a realizagdo do Teste de
Campo Aberto, e um computador conectado a cAmera, em que sera executado o programa de rastreamento por
Visdo Computacional.

Figura 3: Arcabouco da Ferramenta de Visdo Computacional

FONTE: Adaptada de (DA ROSA, 2014)

Para o desenvolvimento do projeto sera necessario a integragao entre os alunos do curso de Ciéncia da
Computagdo e alunos de cursos que utilizem a arena para o Teste de Campo Aberto do Biotério do Unifeso.
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Figura 4: Tipos de arena do teste de Campo Aberto

(k)

FONTE: Laboratério de Genética Comportamental UFSC, (SOUZA et al., 2013)

Neste trabalho a Visdo Computacional serd empregada através de técnicas (algoritmos) serdo avaliadas
para a deteccdo e rastreamento dos animais durante o Teste de Campo Aberto, com o objetivo de automatizagio
dos experimentos a serem realizados.

Preliminarmente esta sendo adotada a avaliagdo comparativa de duas técnicas de Visdo Computacional
conhecidas, como proposta de solug@o para a detecg@o e rastreamento de roedores no Teste de Campo Aberto.

Serdo utilizados como critérios de comparagdo os parametros de desempenho computacional e acuracia
de detecgdo para definicdo da posicao e distancia percorrida do roedor na arena. A primeira técnica emprega-
da sera a deteccdo utilizando HOG (Histogramas de Gradientes Orientados), (TOMASI, 2012) e a segunda
utilizando CNN (Redes Neurais Convolucionais). A primeira técnica ¢ um descritor de caracteristicas uti-
li- zado para deteccdo de objetos, que apresenta um bom desempenho computacional (DALAL et al, 2005),
ja a segunda ¢ uma rede neural de aprendizado profundo, notoriamente conhecida pelos altos percentuais de
acuracia (DIWAN et al, 2023). O objetivo ¢ avalid-las conforme o problema proposto no cenario de aplica¢do
do Biotério da Unifeso. ]

O desenvolvimento das atividades sera executado pelos alunos do Curso de Ciéncia da Computagdo
em con- junto com os alunos relacionados nas tarefas do Biotério, que se reunirdo com frequéncia semanal
para discussdo e apresentacdo do andamento das atividades, conforme tarefas previstas no plano de trabalho
individualizado.

Coleta de dados

As estratégias de coleta de dados adotadas no projeto se limitam as métricas de acuricia e precisdo do
processo de detecgdo do roedor pelo processo de visdo computacional em tempo real durante a execugdo de
um experimento na arena do Teste de Campo Aberto. As métricas adotadas somente servirdo para a definicdo
da técnica que melhor se adequa ao cenario proposto.

Considerando que os dados coletados se resumem as imagens dos videos e o experimento ndo envolve
diretamente a pesquisa com o animal, entendemos que o projeto nao se enquadra para ser submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA)).
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Reforgamos ainda que projetos dos cursos de satide que utilizam a arena para execugdo do Teste de Cam-
po Aberto, cujos experimentos servirdo de base para validagao da ferramenta computacional, ja tem aprovacdo
do CEUA. Um dos exemplos € o projeto intitulado Analise Comportamental de Filhotes de Ratos Wistar Sub-
metidos a Separacdo Materna: Um Estudo Transgeracional, que estd aprovado pelo CEUA/UNIFESO sob n°
553/23, (LOBATO et al, 2023).

EXPERIMENTOS E RESULTADOS PRELIMINARES

Os alunos dos cursos de Ciéncia da Computagdo, Biomedicina e Veterinaria se reuniram para a troca de
ideias, compartilhamento dos conhecimentos proprios de cada area e planejamento dos primeiros passos.

Preliminarmente, foi desenvolvido um script em Python para implementacao inicial da técnica de visao
computacional HOG. Foram selecionadas imagens de ratos e aplicadas ao script para verificagdo do processo
de extragdo de caracteristicas, conforme ilustrado na Figura 4. A figura apresenta a imagem do rato inserida no
script e imediatamente a direita a imagem de saida apds a execugdo do script. O resultado esperado do experi-
mento foi a extrag@o das caracteristicas, pela aplicacdo do HOG e a geragdo de uma imagem com os contornos
do rato, conforme a imagem de entrada.

E possivel observar, que a imagem a esquerda da Figura 4 ¢ de um rato branco em cima de

uma superficie branca, ja a da direita ¢ de um rato escuro em uma superficie branca. Nesse cenario, a
aplicagdo do HOG na imagem do rato a esquerda gerou uma extracdo de caracteristicas com baixa resolugao
em relagdo a imagem do rato a direita da figura. Isso se deve em virtude do HOG trabalhar com a avaliacdo da
magnitude do gradiente da imagem, o que significa que imagens que possuem maior realce apresentem resul-
tados de extracdo de contornos mais definidos.
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Figura 4: Resultados da extracio de Caracteristica pelo HOG

FONTE: Proprio autor

Apos realizagao de outros testes, foi proposta a alteragdo do fundo da arena do Biotério para preto com as
delimitagdes em branco, conforme pode ser observado na Figura 5.

Figura S:Arena do Teste de Campo Aberto do Unifeso com fundo preto

FONTE: Proprio Autor

Foi projetado um aparato com camera e iluminacdo ajustaveis, permitindo uma melhor aquisi¢ao das
imagens e dos videos de ratos realizando o Teste de Campo Aberto na arena adaptada com fundo preto. Foram
realizados novos testes no script para extracdo de caracteristicas com imagens extraidas da nova arena, con-
forme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Resultados da extraglio de Caraeteristica pelo HOG na Arena do Teste de Campo Aberto do Unifeso com fundo preto

FOMNTE: Proprio Autor

A imagem a direita da Figura 6 ilustra o resultado do HOG obtido de um crop da imagem da esquerda,
conforme ilustrado pela caixa delimitadora em verde. Pelo resultado obtido € possivel observar uma melhoria
na extragdo das caracteristicas HOG, indicando uma melhor detecg@o do rato na nova arena. Na Figura 6 tam-
bém ¢ possivel visualizar parte da equipe durante a execugdo dos testes no Biotério do Unifeso. Na figura se
destacam, a responsavel pelo Biotério, um aluno de Computagdo e uma aluna de Veterinaria.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente artigo foram apresentados os trabalhos preliminares realizados para o desenvolvimento da
ferramenta de visao computacional para apoio ao teste de campo aberto.

A equipe de alunos dos cursos de Ciéncia da Computacdo, Biomedicina e Veterinaria reuniu-se para
planejamento dos primeiros passos. A equipe do curso de Ciéncia da Computagdo desenvolveu um script em
Python para implementagdo da técnica HOG, a fim de realizar os primeiros testes de deteccao dos ratos com
a técnica. Foi contatado que o realce de ratos brancos em fundo branco gera uma extragdo de caracteristicas
com pouca defini¢ao, podendo dificultar o processo de deteccdo. A equipe do Biotério adaptou a arena exis-
tente colocando um fundo preto. Foi criado um aparato com camera e iluminagdo ajustaveis para a aquisi¢ao
de imagens com melhor qualidade.

Apos esses ajustes, novos testes foram realizados com o script gerado. Os resultados apresentaram uma
melhor definicdo das caracteristicas HOG indicando uma melhor detecgdo. Para as proximas fases a equipe
continuara com os testes com a técnica HOG e serdo adicionadas no script, funcionalidades de rastreamento
para detecgdo dos ratos em tempo real.
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ENTRE O REAL E O VIRTUAL: UMA ANALISE
COMPARATIVA COM ROEDORES UTILIZANDO A
CAIXA DE SKINNER E O TESTE DO CAMPO ABERTO

Drielly Abreu de Souza, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos

RESUMO

O trabalho propde uma andlise comparativa entre dois modelos classicos de estudo do comportamento
animal: a Caixa de Skinner e o Teste do Campo Aberto (Open Field Test), com énfase no uso de farmacos psi
coativos e de simuladores computacionais como o Sniffy Pro 2.0®. A proposta integra areas como Psicologia
Experimental, Medicina Veterinaria, Farmacologia ¢ Neurociéncia, abordando os impactos neurocomporta
mentais e psicossociais dos farmacos em modelos animais. Objetiva-se comparar os padroes de comportamen
to observados em experimentos reais com ratos Wistar (Rattus norvegicus), tratados ou ndo com um agonista
do receptor do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), como a semaglutida, com aqueles obtidos virtual
mente em simulagdes de condicionamento operante. O estudo sera realizado em trés etapas: (1) simulagdo no
software Sniffy Pro 2.0®, reproduzindo os estagios do condicionamento operante (refor¢o continuo, intermi
tente, extin¢do, discriminagdo e generalizagdo); (2) analise de estudos publicados com testes comportamentais
reais, como o Campo Aberto; e (3) integracdo dos dados em graficos comparativos e possiveis modelagens via
Redes de Petri. Dados preliminares mostram que roedores tratados com a semaglutida oral apresentam menor
exploragdo da area central da arena, quando comparados aos seus controles (p < 0,05), o que sugere um pos
sivel efeito ansiogénico do farmaco. Tais achados serdo confrontados com os padrdes simulados no ambiente
virtual para avaliar a validade dos modelos digitais como ferramentas éticas e eficazes de pesquisa. Almeja-se
que a combinagdo entre métodos classicos e recursos tecnoldgicos permita uma abordagem mais ética, moder
na e interdisciplinar na investigagdo do comportamento animal.

Palavras-chave: Comportamento animal; ansiedade; condicionamento operante.
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INTRODUCAO

A analise do comportamento animal é uma ferramenta fundamental para compreender os mecanismos
psicobioldgicos que regem a resposta a estimulos e farmacos. A Caixa de Skinner, tradicionalmente utilizada
na Psicologia Experimental, permite o estudo do condicionamento operante por meio da associagdo entre es
timulo, comportamento e reforco. J4 o Teste do Campo Aberto (Open Field Test) ¢ um método clédssico da
neurociéncia comportamental, utilizado para avaliar atividade locomotora, ansiedade e comportamento ex-
ploratorio em roedores. Este pro jeto propde uma abordagem comparativa entre essas duas metodologias, a
simulagdo virtual com o software Sniffy Pro 2.0® ¢ a analise de experimentos reais, para discutir os impactos
de antidepressivos no comporta mento animal, com énfase em estratégias modernas, éticas e aplicaveis a Me-
dicina Veterinaria.

JUSTIFICATIVA

A necessidade de aliar rigor cientifico e bem-estar animal impulsiona a busca por alternativas que redu
zam o uso de animais em experimentos. O Sniffy Pro 2.0®, simulador de comportamento operante, surge como
ferramenta ética e eficiente para ensino e pesquisa. Além disso, o aumento do uso de psicofarmacos, tanto em
humanos quanto em animais, exige estudos que considerem nao apenas os efeitos fisiologicos, mas também os
comportamentais. Este trabalho justifica-se por integrar Psicologia, Veterinaria, Farmacologia e Inteligéncia
Artificial, contribuindo para uma ci€ncia mais ética, interdisciplinar e atualizada.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Comparar os efeitos do condicionamento operante em modelos simulados e reais, avaliando os impactos
comportamentais € neuroquimicos do uso de antidepressivos e outros farmacos psicoativos em roedores.

Objetivos especificos:

+ Simular o condicionamento operante completo no Sniffy Pro 2.0%;

* Revisar estudos com roedores submetidos ao uso de antidepressivos; ¢ Analisar os padrées compor-
tamentais no Teste do Campo Aberto;

* Integrar os dados simulados e reais por meio de graficos e redes comportamentais;

»  Discutir os aspectos éticos da experimentagdo animal.

REVISAO DE LITERATURA

Considerado um dos principais nomes da psicologia comportamental, B.F. Skinner, tornou-se referéncia
no estudo do condicionamento operante. Com objetivo de estudar o condicionamento operante, Skinner desen-
volveu a chamada “Caixa de Skin ner”, e para medir a taxa deste, inventou o registrador cumulativo.!

A ““caixa de Skinner”, consistia num aparato com um distribuidor de comida, uma grade elétrica no chao
e uma alavanca de resposta na caixa. “Com o passar do tempo e a fome, o animal percebia que sempre que a
alavanca era pressionada, a ra¢do aparecia na distribuidor, e assim, todas as vezes que o rato estava com fome
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0 mesmo pressionava a alavanca.”! No ambiente virtual, o Sniffy Pro 2.0® permite simular processos como
reforco positivo, extingdo, dis criminagdo e generalizagdo, com resultados muito préximos dos dados obtidos
em laboratério 2* (Figura 1).

Figura 1. Snifl Pro2.0%

Fonte: Wilson G, et al?

O teste do campo aberto (Open Field Test) é um dos paradigmas comportamentais mais utilizados em
estudos com roedores (ratos e camundongos), especialmente nas areas de neurociéncia, psicofarmacologia e
comportamento animal.

Originalmente desenvolvido por Calvin S. Hall em 1934 para avaliar a atividade locomotora e emocional
de roedores em um ambiente novo, o teste consiste em colocar o animal em um campo aberto — geralmente
uma arena quadrada ou circular, com laterais altas para evitar fuga — e observar seu comportamento por um
periodo de tempo determinado (geralmente de 5 a 10 minutos).

Entre as principais variaveis observadas destacam-se a : atividade locomotora total: numero de cruza
mentos entre quadrantes ou distdncia percorrida; tempo em zonas centrais versus periféricas: tendéncia de
animais ansiosos a permanecerem nas bordas (comportamento de esquiva); Rearing (ficar em pé sobre as patas
traseiras): comportamento exploratorio; Autolimpeza (grooming): pode estar relacionado a estresse ou tranqui
lidade; Defecacdo e micgao: indicadores indiretos de ansiedade

O teste também pode ser usado para investigar a ansiedade (evitamento da area central); atividade lo-
comotora espontanea (hipo- ou hiperatividade); Efeitos de drogas psicoativas (ansioliticos, antidepressivos,
estimulantes); Modelos de doengas neuroldgicas e psiquiatricas (autismo, Parkinson, depressdo, etc.); Enve
lhecimento ou lesdes cerebrais.

O teste ¢ frequentemente usado em conjunto com outros testes (como o labirinto em cruz elevado, o teste
de campo claro-escuro, entre outros).

Alguns exemplos de estudos incluem: Estudos com benzodiazepinicos (ex: diazepam): Aumento do tem po
na zona central e redugdo de grooming, sugerindo efeito ansiolitico. Modelos de estresse cronico ou agudo: Ani-
mais submetidos a estresse apresentam redugdo na locomog¢ao e aumento da defecagdo. Estudos com GLP-1 ou
outros agentes neuroativos: Utilizados para avaliar alteracdes comportamentais apos administragdo de substan-
cias que agem sobre o sistema nervoso central. Modelos genéticos: Camundongos knockout para certos genes sao
avaliados para tragos de ansiedade ou hipoatividade. Entre as limitagdes do teste cita-se a confusdo entre ansieda-
de e hipoatividade (por exemplo, sedacdo pode parecer efeito ansiolitico); Interpretacdo do comportamento cen-
tral/periférico depende do contexto; E sensivel a iluminagio, ruido, e manipulagio prévia do animal.** (Figura 2)
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Figura 2. Teste do Campo Aberto (Open Field Test)

Open Field Test

Computer analytic softwane

Cpen field chamber

Afigura representa um resultado analitico computacional tipico do movimento de um roedor na cimara de campo aberto, seja ele
o ansioso {canto superior direito, explora toda a drea) ou ansioso {canto inferior direito, move-se apenas em tormo do perimetro da
cimara). Fonte: BioRender, WEB. 2025,

Estudos com antidepressivos como fluoxetina, duloxetina e amitriptilina mostram melhora na atividade ex
ploratdria e na motivacao dos roedores. Além disso, ferramentas como as Redes de Petri tém sido utilizadas para
modelar o fluxo de estimulo e resposta, auxiliando na compreensao de comportamentos complexos. Todas essas
abordagens apontam para a importancia de métodos integrados e éticos no estudo do comportamento animal%*

METODOS

O projeto sera composto por trés etapas:

I) Simulacio com Sniffy Pro 2.0

Serdo realizadas sessdes simuladas do condicionamento operante com o Sniffy virtual, passando por:
* Nivel operante;

¢ Treino ao comedouro;

*  Modelagem por aproximagao;

* Esquemas de reforco (CRF, FR, VR, FI, VI)

* Extin¢do e recuperagdo espontanea;

* Discriminagdo e generalizagao.

Os dados serdo registrados por minuto, com producao de graficos de frequéncia de resposta (RPB).

IT) Analise de estudos experimentais com utilizacdo de animais

Sera realizada uma revisdo descritiva de artigos cientificos encontrados nas bases de dados do MEDLI-
NE/PubMed® (National Library of Medicine) e SCiELO (Scientific Electronic Library Online), nos quais fo-
ram utilizados testes com roedores tratados com antidepressivos, especialmente nos testes do Campo Aberto e
Nado Forgado, avaliando padrdes de comportamento e comparagdo com os dados da simulagao.
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III) Integracio e discussao dos dados

A analise dos dados sera feita comparando os padrdoes comportamentais simulados com os dados encon-
trados na literatura. Ferramentas graficas e de modelagem (como redes de Petri) poderdo ser utilizadas para
representagdo dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos em um estudo sobre o impacto da semaglutida na modulagao dos neurotrans-
missores em Rattus norvegicus (CEUA n.° 592/2024), foi observado efeito ansiogénico do farmaco nos animais do
grupo tratado com semaglutida quando comparados aos animais controle (p = 0,0043) (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1. Resultados do Teste do Campo Aberto

Grupo Total percorrido Total percorrido na drea % percorrido na drea
Controle (m) central (m) central
1 22,40 4,80 21,42
2 17,20 1,80 10,46
3 14,60 2,40 16,43
4 17,20 3,00 16,00
5 22,46 4,20 18,69
6 14,50 1,80 12,41
Grupo GLP-1 Total percorrido Total percorrido na drea % percorrido na area
{m) central (m) central
1 22,00 1,40 5,36
2 18,40 1,20 6,52
3 24,60 3,80 15,44
4 20,00 0,60 3,00
5 24,00 0,40 1,66
6 21,20 0,80 3,77

Fonte: Autores, 2025,

Figura 1. Box plof demonstrando o percentual (%) de locomogdo na drea central no Teste do Campo Aberto
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No teste foi demonstrado por meio do calculo da distancia percorrida, que os animais do GGLP-1 (se-
maglutida) se expuseram menos nas areas centrais de risco, quando comparados aos seus controles (GC > GS,
*p =0,0043), indicando um maior grau de ansiedade e efeito ansiogénico do farmaco. Fonte: Autores, 2025.

Esses dados sugeriram que a semaglutida aumentou comportamento ansioso, visto que os animais evi-
taram a area central da arena, reforcando a hipotese de que farmacos como os antagonistas dos receptores de
GLP-1 como a semaglutida, podem modular a resposta emocional e exploratoria dos roedores.

Na atividade com Sniffy Pro 2.0®, espera-se que comportamentos analogos possam ser reproduzidos:
menor frequéncia de respostas em fases iniciais, resisténcia a modelagem ou dificuldade de extingdo. Isso
validaria parcialmente o uso da simulacdo como preditora de comportamento.

CONSIDERACOES FINAIS

O projeto destaca a importancia de unir métodos classicos (como a Caixa de Skinner e o Teste do Campo
Aberto) com simulagdes digitais ¢ modelagens computacionais. A proposta ¢ mostrar que, com o uso ético de
tecnologias, ¢ possivel realizar pesquisas comportamentais robustas, com menor uso de animais. Essa integra-
¢do representa um avango na ciéncia comportamental, permitindo mais precisao, ética e interdisciplinaridade
entre areas como Psicologia, Farmacologia e Medicina Veterinaria. Além disso, fomenta uma visdo critica e
moderna sobre a pesquisa com modelos animais.
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UTILIZACAO DA PELE DE TILAPIA DO NILO
(OREOCHROMIS NILOTICUS) PROCESSADA EM
GLUTARALDEIDO 0,5% OU CLOREXIDINA 2%
EM HERNIOPLASTIA ABDOMINAL DE RATTUS
NORVEGICUS VARIEDADE WISTAR

Stria da Fonseca Jorge, Luiza Lobo Caitano, Julia de Oliveira Araujo Almeida, Leticia Arthou Aatahides, Maria
Julia Ribeiro de Oliveira, Juliana de Jesus Monteiro Alves, Carolina Seabra da Costa, Marcelo Abidu Figueiredo

RESUMO

Lesdes teciduais representam uma ocorréncia comum na pratica veterinaria, resultantes de anomalias con-
génitas, traumas, hérnias ou intervencdes cirtrgicas, especialmente em casos oncoldgicos e traumatismos. Diante
desse cenario, torna-se essencial o aprimoramento de técnicas reconstrutivas eficazes. As hérnias, por sua vez,
sdo caracterizadas pela fraqueza ou falha na integridade das camadas corporais, permitindo a protrusdo parcial ou
total de orgdos, o que compromete a fungao e o bem-estar do animal. Embora as hernioplastias sejam amplamen-
te aplicadas, ainda enfrentam desafios relacionados a complica¢des pos-operatorias, impulsionando a busca por
novos materiais que aliem biocompatibilidade, eficacia e menor risco. Nesse contexto, a pele da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) surge como um promissor biomaterial alternativo. Estudos indicam que suas proprie-
dades estruturais e biologicas podem favorecer a regeneragao tecidual, sendo uma opgao viavel para aplicagdes
cirtirgicas. O presente estudo propde avaliar a eficacia da pele de tilapia conservada em glicerina a 98% na corre-
¢do de hérnias em ratos da variedade Wistar (Rattus norvegicus). Foram utilizados 20 animais, distribuidos alea-
toriamente em dois grupos. Esses grupos experimentais receberdo proteses esterilizadas com glutaraldeido 0,5%
(grupo G) e clorexidina 2% (grupo C), ambas armazenadas em glicerina. Todos os animais serdo acompanhados
por meio de avaliagdes clinicas, termograficas e andlises macroscopicas apos o obito. O objetivo ¢ verificar a
integracdo do biomaterial e possiveis reagdes teciduais adversas ao longo de 30 dias.

Palavras-chave: Pele de tilapia; biomaterial; hérnias.
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INTRODUCAO

As hérnias abdominais estdo entre as principais enfermidades na rotina veterinaria, sendo comum o uso
de materiais sintéticos para a corre¢ao do defeito da parede abdominal. Contudo, a procura por alternativas bio-
logicas vem crescendo significativamente, devido a necessidade de reduzir complicagdes e custos relacionados
as proteses tradicionais. Dessa forma, a pele da Tilapia do Nilo se apresenta como uma opgao promissora,
principalmente por ser rica em colageno e apresentar uma boa capacidade de absorgdo pelo organismo, o que
favorece a cicatrizagao.

Habitualmente, o reparo de hérnias abdominais envolve o uso de telas sintéticas de polipropileno, devido a
sua resisténcia e capacidade de prevenir recidivas. Entretanto, esse material pode provocar efeitos adversos, como
por exemplo aderéncias, sepse, fistulas enterocutaneas, volvo, obstrugdo intestinal gerada pelas aderéncias. Além
disso, o custo dessas telas ¢ um desafio na rotina veterinaria, onde os recursos muitas vezes sdo limitados.

Dessa maneira, a busca por solugdes mais seguras, sustentaveis e acessiveis tem impulsionado pesquisas
com biomateriais de origem animal. A pele da Tilapia do Nilo ¢ um subproduto que usualmente ¢ descartado
na industria do pescado, e tem se destacado como uma alternativa para aplicagdes medicinais, por suas carac-
teristicas favoraveis.

A confecgdo de malhas cirurgicas ideais tem como propdsito cumprir exigéncias especificas, como por
exemplo resisténcia mecanica, compatibilidade com hospedeiro, baixa resposta inflamatoria, redugao na forma-
¢do de aderéncias. Além disso, espera-se que esses materiais proporcionem a mobilidade fisioldgica funcional.

Para garantir que as malhas de origem animal mantenham suas propriedades estruturais e funcionais, ¢
indispensavel o uso de processos adequados de conservagao e esterilizacao.

Dentre os métodos utilizados, a clorexidina possui forte acdo antimicrobiana e baixa toxicidade em con-
centracdes de até 2%, e a glicerina a 98%, amplamente empregada na preservacao de tecidos bioldgicos, des-
tacando-se a eficacia na conservacdo de membranas de diversas espécies. O glutaraldeido, ¢ um desinfetante
reconhecido por sua capacidade de estabilizagdo celular e por seu custo acessivel.

A tilapia ¢ cultivada em diversos lugares no mundo, o que torna sua pele uma matéria prima de facil ob-
tencdo, o que contribui para reduzir os custos de producdo de biomateriais. Embora ainda seja considerada um
residuo na industria de pesca, sua valorizagdo como insumo para objetivos medicinais representa uma oportu-
nidade estratégica do ponto de vista econdmico e ambiental.

Diante disso, o uso de conservantes deve ser estudado de forma ampla, levando em consideragdo a apli-
cabilidade na producao de um biomaterial de qualidade.

JUSTIFICATIVA

A pele da tilapia do Nilo, frequentemente descartada como residuo na cadeia produtiva da piscicultura,
representa uma alternativa viavel e abundante para o desenvolvimento de implantes biol6gicos. Tendo em vista
sua ampla criacdo no Brasil e o facil acesso a matéria-prima, esse subproduto se torna atrativo para estudos
cientificos com foco em biomateriais de baixo custo. No contexto académico do Curso de Medicina Veterinaria
do UNIFESO, o aproveitamento desse material, anteriormente inutilizado, tem possibilitado avangos em linhas
de pesquisa voltadas a biotecnologia do pescado.

Além da ampla disponibilidade da pele de tilapia, os insumos utilizados para seu processamento, como
agentes conservantes e esterilizantes, sdo financeiramente acessiveis, o que viabiliza a produgdo de implantes
com custo reduzido. Na medicina veterinaria, especialmente em regides com recursos limitados, a escassez de
materiais cirurgicos modernos e os desafios relacionados a rejeicdo de proteses sintéticas tornam necessaria a
busca por alternativas biologicas. Nesse cenario, os implantes derivados de tecidos animais ganham destaque,
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oferecendo maior compatibilidade tecidual, menor incidéncia de reagdes adversas e melhor integragdo com o
organismo, principalmente em casos ciriirgicos que exigem reconstru¢des como a hernioplastia.

OBJETIVOS

Objetivo geral:

A presente pesquisa tem como objetivo avaliar a pele de Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus como
biomaterial com finalidade inovadora, sustentavel e de baixo custo para a criacdo de uma malha biologica para
uso em corregdo de defeitos da parede abdominal.

Objetivos especificos:

*  Aperfeigoar um bioimplante cirirgico inovador, de baixo custo e facil aquisigao;

* Avaliar a melhor técnica de desinfec¢do e confeccdo dos implantes de pele de Tilapia, através da
analise microbiologica;

* Avaliar clinicamente os animais quanto a movimentacdo corporal ¢ abdominal, locomocao, as-
sim como reagdes de tipo corpo estranho e infec¢des, nos periodos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 15 e 30 dias
pos-operatorio.

*  Avaliar o processo inflamatorio e tamanho dos implantes por de termografia infravermelha nos perio-
dos pos-operatorios 0, 3, 7, 15 e 30 dias;

*  Avaliar morfologicamente fragmentos de parede abdominal, contendo interface implante-hospedeiro
nos periodos pos-operatdrios de eutanasia pré-estabelecidos 7 e 30 dias

* Descrever as consideragdes obtidas no decorrer de todo o projeto;

*  Aprimorar os resultados obtidos por Jorge (2016), Sousa-Filho ef al. (2019) e Costa et al. (2021) com
o desenvolvimento tecnoldgico no tratamento de hérnias. Disponibilizando subsidios para produgdo
de novos e mais completos artigos cientificos, dando continuidade a linha de pesquisa sobre a utili-
zacdo de novos biomateriais.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

As hérnias abdominais representam uma afec¢ao cirtirgica relevante tanto na medicina humana quanto na
veterinaria, exigindo estratégias eficazes de reconstrucao da parede abdominal, principalmente em situagdes com
perda de tecido ou necessidade de reforgo estrutural (RICCIARDI et al., 2012; SMEAK, 2018). O uso de ma-
teriais sintéticos, como o polipropileno, ¢ comum, mas pode resultar em efeitos colaterais importantes, como
aderéncias, fistulas, infecgdes e resposta inflamatdria exacerbada (KIST et al., 2012; UTRABO et al., 2021).

Diante dessas limitacGes, as malhas bioldgicas vém sendo cada vez mais estudadas, por apresentarem
maior compatibilidade com o tecido hospedeiro, menor risco de rejei¢do e melhores propriedades de inte-
gragdo tecidual (MONTGOMERY, 2013). Entre os biomateriais emergentes, destaca-se a pele da tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), ja amplamente utilizada como curativo bioldgico no tratamento de queimaduras
humanas (LIMA-JUNIOR et al., 2017) e também estudada como matriz implantavel em hernioplastias expe-
rimentais (JORGE et al., 2021).

A pele de diversos peixes possui caracteristicas estruturais vantajosas, como alta concentragao de cola-
geno, resisténcia mecanica, textura compativel com tecidos moles e baixa antigenicidade (ELANGO et al.,
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2017). Essas propriedades favorecem a proliferagdo celular e o processo de cicatrizagao, fazendo desse mate-
rial uma alternativa promissora as proteses sintéticas convencionais (NEVES, 2023).

Para aplicacdo clinica ou experimental, a pele de tilapia deve ser submetida a métodos de descontamina-
¢do e conservagdo que garantam sua integridade e esterilidade. O glutaraldeido, utilizado na concentracdo de
0,5%, ¢ um fixador quimico eficaz, capaz de estabilizar o colageno e aumentar a resisténcia do tecido, sendo
empregado na conservagao do pericardio e outras membranas biologicas desde a década de 1960 (BAUCIA et
al., 2006; GOISSIS et al., 1999; COSTA, 2024).

A clorexidina, por sua vez, € um antisséptico com ampla agdo bactericida, geralmente utilizado em con-
centragdes de até 2%. Seu uso na conservacdo de tecidos é baseado na alta afinidade pela pele, baixa toxici-
dade sistémica e atividade eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (ALMEIDA; DUQUE;
MARION, 2014).

Outro agente amplamente utilizado na conservagio e esterilizacdo de tecidos biologicos € a glicerina
98%, que evita a degradag@o celular, mantendo a integridade das estruturas implantaveis, sendo assim, aplica-
vel para a conservacdo de membranas biologicas (ALVARENGA, 1992; NOVAES, 2015).

Estudos recentes tém mostrado que a pele de tilapia apresenta bons indices de integracdo tecidual, baixa
resposta inflamatoria e reduzida formagao de aderéncias nesse modelo experimental (COSTA, 2021; JORGE
etal., 2021).

METODOS

Consideracoes Eticas

Este experimento foi submetido a Comissdo de Etica do Uso de Animais de Experimentagio (CEUA/
UNIFESO) do Centro Universitario Serra dos Orgaos, e aprovado sob registro n°564/23.

Com isso, esta pesquisa encontra-se de acordo com a Lei n°11.794 de 8 de outubro de 2008 (DIARIO
OFICIAL, 2008). Também, este estudo segue as Diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments) para utilizagdo de animais de experimentacdo em pesquisas (KILKENNY et al., 2010).

Divisao dos Grupos e Local de Experimentacao

Neste trabalho foram utilizados 20 Rattus norvegicus, variedade Wistar, machos, jovens, com peso (400
+ 50) e tamanho semelhante. No primeiro ano (2024) foi avaliado o primeiro ciclo com 21 animais nos dias
7 e 30 pds-operatorios, onde foram analisados os processos inflamatorios agudo e crénico, como prescrito no
CEUA aprovado em anexo. No segundo ano (2025) de pesquisa aconteceu o estudo de mais 10 animais, com
avaliacdo nos periodos de 15 e 90 dias de pés-operatdrios dos processos inflamatorios intermediario, agudo/
cronico e a incorporagdo total do implante.

Preparo das Peles, das Solucées Conservantes e Confec¢ao dos Implantes de Tilapia do Nilo

O preparo dos materiais e das solu¢des para confec¢ao dos implantes de pele de Truta foi a primeira etapa
para realizag¢do do experimento, ¢ valido ressaltar que todos os procedimentos foram realizados preconizando
reduzir ao maximo a contaminag¢ao, através da autoclavagem dos recipientes e materiais, além da utilizagdo de
luvas estéreis desde a limpeza dos peixes, até o manuseio final dos implantes.
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As peles de Tilapia do Nilo foram oriundas do tanque escavado do campus Quinta do Paraiso, da Facul-
dade de Medicina Veterinaria do Centro Universitario Serra dos Orgdos — UNIFESO. Os peixes foram trans-
portados ao Laboratério da POA (Produtos de Origem Animal), do mesmo curso, no mesmo campus, imersos
em gelo, imediatamente apds a pesca, em trajeto de cinco minutos.

Apos dessensibilizados, os peixes foram abatidos para consumo de carne, sendo este processo realizado
conforme as normativas legais vigentes, e realizada através da disciplina de Produgao Animal 2 no curso de
Medicina veterinaria do UNIFESO, onde as peles seriam descartadas apds processamento para consumo dos
peixes, e foram entdo obtidas por doagdo para realizagcdo desta pesquisa.

A partir, os fragmentos de pele foram divididos em dois grupos e seguiram para processamento. O pri-
meiro grupo de peles de Tildpia foram imersas em solug@o comercializada de Clorexidina degermante 2%
[Rioquimica®] 1 Litro- Antisséptico, por 60 minutos, seguidas de lavagem abundante com NaCl 0,9% estéril
(JORGE, 2016; JORGE et al., 2021).

O segundo grupo de peles de Tilapia seguiu para imersdo em Glutaraldeido 0,5% [Glutacin 28, CI-
NORD®]. O agente em questao foi adquirido na concentragdo de 2%, e diluido com agua destilada proporcio-
nalmente até a concentracdo desejada, também tamponada com PBS (pH 7.4) (NOVAES, 2015; COSTA et al.,
2024). Entdo, os fragmentos de pele de tilapia foram imersos na solug¢do de Glutaraldeido 0,5% por 18 dias,
seguindo posteriormente para lavagem com NaCl 0.9% estéril e processo de conservagao (GOISSIS, 1999;
NOVAES, 2015; COSTA, ANDRADE, SILVA 2016; NEVES, 2023; COSTA et al., 2024).

Apos o processo de desinfeccdo, as peles foram processadas de forma idéntica, sendo encaminhadas para
conservagdo em recipiente de vidro vedavel e autoclavado contendo solugdo comercial de Glicerina 98%, em
quantidade suficiente a imergir os implantes, permanecendo sob conservagdo por um periodo minimo de 30
dias (PIGOSSI et al., 1971; JORGE et al, 2021).

No momento de sua utilizagdo foi necessario a reidratacdo destes implantes por imersdao em NaCl 0,9%,
por periodo minimo de 20 minutos (JORGE, 2016; JORGE et al, 2021).

Procedimento Cirurgico

Tecnica Anestésica

A técnica anestésica foi realizada evitando o estresse dos animais. Com conteng¢do quimica individual
em camara anestésica, com Isoflurano [Isoforine®] e Oxigénio 100%, em seguida, administra¢ao de Cetamina
(75mg/Kg) [Cetamin® 10%] e Xilazina (8mg/Kg) [Xilazin® 2%], via intraperitoneal (FLECKNELL; THO-
MAS, 2017).

A manutengao anestésica foi realizada através de mascara facial, em circuito Baraka neonatal, com mes-
mos gases em vaporizador universal, conforme necessario de acordo com os parametros trans anestésicos.
Durante o transnestésico os animais e o ambiente foram submetidos a controle térmico, a fim de reduzir a
hipotermia ocasionada pelo procedimento anestésico e cirurgico (SARTORI; MELLO, 2018). A analgesia foi
realizada com a administragao de Cloridrato de Tramadol (12,5 mg/Kg) [Cloridrato de Tramadol® 50mg/ml],
via subcutanea, em pos-operatorio imediato e durante os cinco dias seguintes, a cada 24 horas. A dor foi ava-
liada em escala Grimace, para resgate analgésico se necessario. Foi realizada contengdo quimica para as cap-
turas termograficas, com camara anestésica, seguida de mascara facial, com Isoflurano e O2 (FLECKNELL;
THOMAS, 2017).
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Técnica Cirurgica

A técnica cirtrgica se descreve conforme Jorge (2016), Jorge e colaboradores (2021) e Costa e colabora-
dores (2024) por incisdo xifo-pubiana de pele na linha média com conseguinte dissec¢do de tecido subcutaneo,
posicionamento de dois reparos em pele na regido abdominal direita, seguindo da criagdo de uma falha em toda
a espessura da parede abdominal direita, incluindo aponeuroses musculares, musculos e periténio de 1,5 cm no
eixo transversal por 3,0 cm no eixo longitudinal. A partir, o respectivo implante foi posicionado sobre a ferida,
de acordo com o grupo em questao, e fixado em suas bordas conjunto a musculatura através de sutura continua
simples, interrompida em cada bordo da ferida, com fio de Nylon 4.0 [PROCARE®], a partir dai, a sintese de
pele ocorreu com pontos em padrdo “Wolf”, em fio Nylon 4.0 [PROCARE®].

Pos-operatorio

Os animais receberam antibioticoterapia com enrofloxacina durante 7 dias na dose de 100 mg para cada
litro de agua ingerido (VIANA, 2007, JORGE, 2016; JORGE et al, 2021; JORGE et al, 2023).

Coleta de dados pds-operatorio

Analise Clinica

Os animais foram pesados no dia do procedimento cirtrgico e nos dias 3, 7, 15 e 30 pos-operatérios, com
comparagdo individual e entre grupos. Foram avaliados visualmente e com relagdo ao seu comportamento nos
dias 5, 7, 15 e 30 com foco na mobilidade locomotora e presenca de edema, seromas, hematomas, abscessos,
fistulas, necrose e deiscéncia de sutura, utilizando um escore de ausente (-) a muito grave (++++).

Analise termografica

Imagens termograficas foram capturadas através de um termografo Flir® T420, com resolug¢ao de 320 x
240 e sensibilidade de 0.045 °C. A captura foi realizada no dia da cirurgia e nos dias 3, 7, 15 e 30 de po6s-ope-
ratorio, com os ratos sedados e em decubito dorsal. As imagens foram tratadas no aplicativo Flir Tools®, para
mensurar € comparar as temperaturas cutdneas do lado abdominal direito (com o implante) e esquerdo (“con-
trole”). Foram criados 10 pontos aleatorios, formando uma linha imaginaria craniocaudal, paralelos, em cada
regidao abdominal (LD e LE), cada qual com sua temperatura, fornecida através do software, proporcionando
o calculo da temperatura média em cada lado do abdomen, em cada rato e periodo pds-operatdrio. A diferenca
entre as médias dos dois lados foi comparada observacionalmente no mesmo animal, em cada periodo, ¢ a
média da temperatura média dos lados abdominais foi calculada por grupo, nos diferentes periodos pos-ope-
ratorios, permitindo a comparagao das médias de temperatura de cada lado, em cada periodo pos-operatorio, e
a observacao da maior ou menor diferenca de temperatura dos lados abdominais, com o passar dos periodos.

RESULTADOS

Grupo TCI7d (pele de tilapia do Nilo com clorexidina 7 dias)

Em analise clinica o grupo TCl7d nio foram observadas presenca de seroma, hematoma, abscessos, in-
fecgdes, fistulas ou necroses, sendo observado edema em grau leve em dois roedores ao dia 1 (rato 4 e 5), per-
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manecendo ao dia 2 e tendo melhora com auséncia aos demais periodos pds-operatorios. Os demais roedores
ndo apresentaram alteragdo clinica em pds-operatdrio, sendo o edema presente em 40% dos animais, ou dois
dos cinco ratos, neste grupo.

A analise ponderal demonstrou peso médio de 0.406g ao dia do procedimento cirtirgico (Dia 0), ao dia 3
de 0,376 g, e ao dia 7, dia da eutanasia de 0,382 g. Houve perda média de 0,024 g, ou 6,2%, do peso corporeo
durante o periodo poés-operatorio de analise. (figura 1)

Figura 1: Grafico analise ponderal do grupo TCL7d, arquivo pessoal 2025.
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A anélise termografica do Grupo TCl7d, ao dia do procedimento cirurgico, os animais apresentaram tem-
peraturas baixas e proximas entre os lados abdominais direito e esquerdo; ao 3° dia LE (lado esquerdo) com
temperatura superior, temperaturas nao tdo proximas (decorrente da auséncia de vasculariza¢do do implante
conjunto ao intenso infiltrado inflamatorio ao sitio cirturgico); ao 7° dia as temperaturas estavam proéximas com
o LE (lado esquerdo) ainda levemente superior (reagdo inflamatoria imediata e intensa, com aderéncia e inicio
de infiltrado celular ao implante) (Figura 2). Nao foram observadas significancia estatistica entre as tempera-
turas dos lados abdominais por subgrupo, com p > 0.05 em todas as analises realizadas.

Figura: Grafico da analise termografica do Grupo TCl7d, demonstrando menor temperatura em D0, maior
diferenca entre as temperaturas em D3 e reaproximacdo em D7, com regido superior esquerda em todos os
periodos.
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Figura 2: Grafico de analise termografica do grupo TC17d, arquivo pessoal, 2025.
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Grupo TCI30d (pele de tilapia do Nilo com clorexidina 30 dias)

Em analise clinica o grupo TC30d nao foram observadas presenga de edema, hematoma, abscessos, in-
fecgdes, sendo observado seroma em grau leve em um roedor ao dia 7 (rato 5), permanecendo até dia 9 e tendo
melhora com auséncia aos demais periodos pré-operatorios. Os demais roedores ndo apresentaram alteragdes
clinicas no pds-operatorio.

A analise ponderal demostrou peso médio de 0,443 g ao dia do procedimento cirurgico (Dia 0), ao dia 3
de 0,428 g, ao dia 7 de 0,423 g, ao dia 15 de 0,431g e ao dia 30, dia da eutanasia 0,431g. Houve ganho médio
de 0,006 gramas ou 1,35% do peso corporeo durante o periodo pds-operatorio de analise (Figura 3).

Figura 3: Grafico da analise ponderal do grupo TCL30d, arquivo pessoal 2025.
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Em analise termografica o grupo apresentou, no dia do procedimento cirurgico temperaturas baixas em
ambos os lados abdominais (em decorréncia ao procedimento cirurgico e técnica anestésica). Ao 3° dia foram
observadas temperaturas aproximadas (0,17 °C de diferenca entre si), entretanto, com maior diferenca do que
nos periodos seguintes de pos-operatério, com o LE superior (correlaciona-se a rea¢do inflamatoria imediata
e auséncia de vascularizagdo do implante). Ao 7° dia as temperaturas dos lados abdominais apareceram ainda
mais proximas (0,08 °C de diferenca entre os lados), porém, com LE superior (estima-se ser consequente a
reacdo inflamatéria imediata com intenso infiltrado celular e inicio das formagdes de aderéncia, o que leva
as temperaturas irem se aproximando entre os lados abdominais). Ao 15° dia as temperaturas entre os lados
abdominais aparecem praticamente iguais (0.03°C de diferenga entre si), com o LD (lado direito) aparecendo
com temperatura superior, apesar disto, entre os animais foi observado a maior diferenca entre os lados de 0,16
°C e amenor 0,14 °C, estando dois deles com o LE mais quente e trés com o LD mais quente (a proximidade
das temperaturas entre os lados abdominais pode estar associada ao encapsulamento do implante, consequente
angiogénese do processo de incorporacdo ¢ a intensa vascularizagdo dos tecidos musculares adjacentes, os
quais conjunto as aderéncias ja formadas neste periodo pds-operatorio estariam levando essa neovasculari-
zagdo até o implante). Ao 30° dia a regido direita, LD, ainda apresentava temperaturas superiores, um pouco
mais afastadas em relacdo ao décimo quinto dia de analise (0,23 °C), porém ainda aproximadas na maioria dos
animais, onde todos os cinco animais apresentava LD, ou seja, com o implante, com temperatura superior a
regido esquerda do abdomen (neste periodo estima-se o completo encapsulamento do implante, com formacao
de neovascularizagdo e inicio da fragmentagdo deste, onde estd temperatura superior pode ser associada ao
infiltrado celular desta absor¢do/neoformagao tecidual), Nao foram observadas significancia estatistica entre
as temperaturas dos lados abdominais por subgrupo, com p > 0.05 em todas as analises realizadas.

Grafico da analise termografica do Grupo TCI30d, demonstrando menor temperatura em DO, proximi-
dade das temperaturas em D3, D7 ¢ D15. Com temperatura superior em LE em D3 e D7 e em LD em D15 ¢
D30. (Figura 4)

Figura 4: Grafico de andlise termografica do grupo TCL30d, arquivo pessoal 2025.
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Grupo TGt7d (Pele de tilapia do Nilo tratada com glutaraldeido 7 dias)

A andlise clinica do grupo TGt7d ndo foram observadas presenca de seroma, hematoma, abcessos, infec-
¢Oes fistulas ou necrose.
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A analise ponderal demonstrou peso médio de 0,424 g no dia do procedimento cirurgico; 0,386 g no dia
3; e ao dia 7, dia da eutanasia de 0,380 g. Houve perda média de 0,44 g ou 10,12% do peso corporal durante o
periodo pos-operatorio de analise. (Figura 5)

Figura 5: Grafico da anéalise ponderal do grupo TGt7d, arquivo pessoal 2025.
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A andlise termografica do Grupo TGt7d, demonstrou temperaturas baixas ao dia do procedimento cirtr-
gico, estando o LE (lado esquerdo) superior; ao 3° dia o LE (lado esquerdo) ainda apresentava temperatura
superior, estando ndo tdo proximas entre si (estima-se que em consequéncia a auséncia de vascularizagdo do
implante conjunto ao intenso infiltrado inflamatério celular em regido muscular adjacente ao sitio do implante
cirargico); ao 7° dia as temperaturas foram observadas bem proximas (0,1 °C de diferenca entre si), com o LE
(lado esquerdo) ainda levemente superior (reagdo inflamatéria imediata e intensa, com inicio das formagdes
de aderéncias e infiltrado celular ao implante, formando a capsula fibrosa que o envolveria ao decorrer dos
periodos pos-operatorios). Nao foram observadas significancia estatistica entre as temperaturas dos lados ab-
dominais por subgrupo, com p > 0.05 em todas as analises realizadas.

Grafico da analise termografica do Grupo TGt7d, demonstrando menor temperatura em DO em ambos os
lados, LE superior em todos os periodos pds-operatorios, com temperaturas em maior distdncia entre si em D3
e proximas em D7. (figura 6)

Figura 6: Grafico da analise termografica do grupo TGt7d, arquivo pessoal 2025.
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Grupo TGt30d (Pele de tilapia do Nilo com glutaraldeido 30 dias)

Em analise clinica o grupo TGt30d nao foram observadas presenga de seroma, hematoma, abscessos,
infecgoes, fistulas ou necroses. Foi observado edema em grau leve em dois roedores ao dia 1 (ratos 4 e 5), per-
manecendo até o dia 2 e tendo melhora com auséncia aos demais periodos pos-operatorios. Os demais roedores
ndo apresentaram alteragdo clinica em pds-operatdrio, sendo o edema presente em 40% dos animais, ou dois
dos cinco ratos.

A analise ponderal demonstrou peso médio de 0.383 g ao dia do procedimento cirtrgico (Dia 0), ao dia 3
de 0,358 g, ao dia 7 0,364 g, ao dia 15 0,374 g ¢ ao dia 30, dia da eutanasia 0,396 g. Houve perda de peso até
o terceiro dia, a partir dai os animais ganharam peso sucessivamente nos periodos pos-operatorio, estando aos
30 dias com peso superior ao inicial em média de 0,06 g, ou 3,68%. (figura 7)

Figura 7: Grafico da analise ponderal do grupo TGt30d, arquivo pessoal 2025.
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Em analise termografica o grupo apresentou, no dia do procedimento cirurgico temperaturas baixas em
ambos os lados abdominais (consequente ao procedimento cirurgico e técnica anestésica). Ao 3° dia foram ob-
servadas temperaturas afastadas entre si, entretanto, com menos diferenga do que observada em grupo tratado
com clorexidina, ainda superiores em LE superior (associadas a reacdo inflamatoria imediata e auséncia de
vascularizac¢do do implante, estando aproximadas neste periodo por provavel reagdo inflamatoria tardia). Ao 7°
dia as temperaturas dos lados abdominais apareceram ainda proximas, com LE superior (consequente a reagao
inflamatoria imediata, sendo apresentada tardia em comparagdo ao outro grupo, com preparo do implante di-
ferente, aparecendo acentuada em sitio cirurgico adjacente ao implante, com intenso infiltrado celular. Ao 15°
dia temperaturas ainda mais proximas do que nos demais periodos anteriores, com LE superior (estima-se que
neste grupo a reacdo inflamatoria tardia ¢ acentuada e estendida, considera-se a maior citotoxicidade do meio
de tratamento do implante. Também, a regido esquerda ndo aparece com temperatura superior em todos os
animais, estando aproximada e superior em regido direita nos animais com reacdes clinica mais brandas, con-
siderando entdo possivel encapsulamento do implante, reacdo inflamatdria cronica com infiltrado colagenoso
e fibrético. E de importancia considerar as reagdes clinicas observadas no grupo, com a deiscéncia de sutura
e exposi¢do do implante, influenciado diretamente nas medidas de temperatura da termografia infravermelha,
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apontando desta forma a regido esquerda com temperatura superior). Ao 30° dia a regido esquerda, LE, ainda
apresentava temperaturas superiores, estando afastadas em relagdo ao ultimo periodo, porém ainda aproxima-
das na maioria dos animais (estima-se que em decorréncia dos processos de deiscéncia de sutura e exposi¢ao
do implante as temperaturas em regido contraria aparecam superiores no grupo).

Grafico da analise termografica do Grupo TGt30d, demonstrando menor temperatura em DO, proximida-
de das temperaturas em regides abdominais nos demais periodos, com regido esquerda superior em todos os
periodos. (figura 8)

Figura 8: Grafico da analise termografica do grupo TGt30d, arquivo pessoal 2025.
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DISCUSSAO

No grupo de animais que recebeu pele tratada com glutaraldeido apresentaram deiscéncia de sutura,
divergindo dos resultados de Jorge (2016), que relatou taxas elevadas de deiscéncia com outros tipos de im-
plantes. Essa menor taxa de deiscéncia pode ser atribuida ao método de confec¢do do implante e/ou ao tipo
de sutura cutanea empregada, seguindo a técnica de “Wolf” ou “u-horizontal,” em consonancia com Burger
(2014), que destaca sua eficacia em roedores.

A deiscéncia de sutura foi exclusiva nos roedores que receberam implantes confeccionados com glutaral-
deido, alinhando-se com as observagdes de Vivas e colaboradores (2021), que associam o glutaraldeido a alta
toxicidade no local do implante em consequéncia ao meio de tratamento, onde os autores também observaram
deiscéncia de sutura em experimento com implantes em subcutaneo de ratos. Costa e colaboradores (2023) ob-
servaram em seu estudo com implantes de pele de truta tratado em glutaraldeido também deiscéncia de sutura
em consequéncia a alta citotoxicidade do implante, apesar disto, as feridas seguiram cicatrizando por segunda
intengdo, estando em estado satisfatorio aos 90 dias de pos-operatorio, sem mais exposicdo do implante.

A perda de peso € observada em demais estudos com procedimento cirurgico similar, como em Jorge e
colaboradores (2021), Jorge e colaboradores (2023) e Costa e colaboradores (2024), com maior perda de peso
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até o terceiro dia de pos-operatério e a partir do inicio de sua recuperagdo, em hernioplastias em ratos com
implantes bioldgicos e/ou sintéticos, correlaciona-se a perda apice de peso as alteragdes metabolicas acarreta-
das pelo procedimento anestésico e a hipotermia decorrente deste e do procedimento cirurgico, como Sartori e
Mello (2018) descrevem em grande ocorréncia em ratos de mesma espécie.

As baixas temperaturas médias dos animais no dia do procedimento cirrgico estdo correlacionadas a
hipotermia trans e pos-operatdria, decorrentes da técnica anestésica e do procedimento ciriargico, como descre-
vem Sartori ¢ Mello (2018) e Flecknell e Thomas (2017) com alteragdes metabolicas decorrentes da hipotermia
transanestésica em ratos.

A temperatura elevada na regido abdominal esquerda no dia do procedimento cirirgico e no terceiro dia
pos-operatorio, em todos os grupos, podem ser correlacionadas ao trauma cirtrgico na regido adjacente, com
intenso infiltrado inflamatdrio, e a auséncia de vascularizagdo e infiltrado celular no implante. E observado um
infiltrado celular inflamatério agudo no sitio cirurgico imediatamente ap6s o pos-cirurgico, a partir do primeiro
dia pés-cirargico, com infiltrado de neutrdfilos Jorge e colaboradores (2021).

A partir, do terceiro dia, a termografia infravermelha capta a radiagdo emitida pela movimentagao celular
no tecido cutineo, o trauma cirargico pds-operatdrio imediato, € o reconhecimento do corpo estranho pelo
organismo em resposta ao biomaterial leva a uma maior atividade celular, sendo diretamente relacionada ao
que ¢é observado por histologia, como descrevem Jorge (2016) e Jorge e colaboradores (2021). A captura de
temperaturas aproximadas entre os lados abdominais a partir do sétimo dia ¢ consequéncia do infiltrado celular
no implante e do inicio da angiogénese, como os autores Jorge (2016) e Jorge e colaboradores (2021) também
observam em seus estudos com termografia e malhas biologicas.

Assim como nos periodos finais, onde o implante inicia o processo de incorporagdo, conforme observa-
do na histologia. A reacdo inflamatoria tardia € descrita em estudos com malhas biologicas de glutaraldeido.
Entretanto, a reagdo de deiscéncia de sutura interfere diretamente na captura das imagens termograficas, sendo
um ponto importante na comparagao da temperatura de uma regido cutanea integra e da exposi¢do do implan-
te, como foi também observado por Jorge e colaboradores (2023) e Costa ¢ colaboradores (2023), em analise
termografica com presenga de deiscéncia de sutura em ratos com implantes de pele de Truta tratados com
glutaraldeido.

Por fim, os implantes de pele de tilapia foram observados integros em todos os animais, sem presenga de
absorcdo precoce ou fistula, que levaria a recidiva herniaria, em contraponto ao que foi observado em Costa ¢
colaboradores (2024), onde com implantes de pele de truta com mesmo processamento foi observado absorgao
precoce e recidiva hernidria a partir do terceiro dia de pos-operatorio.

CONSIDERACOES FINAIS

Até o presente momento, as peles de tilapia do Nilo processadas em clorexidina 2% e glutaraldeido
0,5% conservados em glicerina 100% demonstraram resultado promissor para a aplicagdo cirurgica, demons-
trando-se positiva em até 30 dias, com brandas alteracdes pos-operatorias e poucas formagodes de aderéncias.
Contudo, as peles preparadas com clorexidina 2% apo6s implantadas demonstraram melhor evolugdo clinica
pOs operatoria, tanto aos 7 quanto aos 30 dias de pos operatorio. O processamento dos dados das analises ma-
croscopicas sera realizado ao final da execucdo do projeto.
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EFEITOS TRANSGERACIONAIS DA SEPARACAO
MATERNA EM FILHOTES DE RATOS WISTAR: ANALISE
COMPORTAMENTAL POR MEIO DOS TESTES DE
CAMPO ABERTO E LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA

Georgia Rosa Lobato, Suzana Maria Bernadino Araujo, Maria Eduarda Cordeiro da Cunha, Camila Matos
Assun¢do Ana Carolina Klein dos Santos, Aline Pacheco Moura da Silva, Valéria Cristina Lopes Marques,
Marcel Vasconcellos

RESUMO

Introducio: O estresse precoce € reconhecido como fator de risco para o desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos, sendo a separacdo materna (SM) em roedores um modelo validado para investigar a modulacdo
do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal e suas repercussdes comportamentais. Alteragdes decorrentes da SM po-
dem ser transmitidas de forma transgeracional, mesmo sem exposic¢ao direta ao estressor, reforcando a impor-
tancia de estudos que avaliem esse fenomeno. Objetivos: Analisar se a SM prolongada induz um fenétipo pre-
disposto a alteragdes emocionais e se tais efeitos sdo transmitidos as geragdes subsequentes. Métodos: Estudo
aprovado pela CEUA/UNIFESO n° 553/23. Foram utilizados 48 ratos Wistar, distribuidos em quatro grupos:
Controle, Estresse Adulto, Separacdo Materna e Separacdo Materna + Estresse Adulto. O protocolo de SM
consistiu no afastamento da prole do 2° ao 14° dia pos-natal por 3h/dia. Aos 90 dias, os animais foram submeti-
dos a estresse adicional (isolamento social e ciclo claro de 24h). A avaliagdo comportamental incluiu os testes
de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevada aos 22 e 94 dias, além da dosagem plasmatica de corticostero-
na. Resultados: Resultados preliminares do grupo controle indicaram perfil comportamental compativel com
animais sauddveis: maior exploragdo de bragos abertos na primeira exposi¢ao ao labirinto em cruz elevada,
locomogdo preservada, grooming fisiologico e atividade exploratéria adequada. Nao houve diferenca signifi-
cativa entre machos e fémeas no tempo de permanéncia em bragos abertos, embora as fémeas tenham exibido
comportamento exploratorio mais intenso no Campo Aberto, em consonancia com a literatura Conclusio: Os
achados iniciais validam o modelo experimental ¢ permitem futuras comparagdes com os grupos submetidos a
SM. A analise estatistica (ANOVA de duas vias e pds-teste de Tukey, p <0 ,05) confirmou as diferencas entre
grupos. O estudo contribuira para a compreensao dos mecanismos epigenéticos de heranca de vulnerabilidade
ao estresse e para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terap€uticas em satde mental.

Palavras-chave: Psicologia experimental; Transtornos psiquidtricos; Transgeracional; Epigenética; Ra-
tos Wistar.
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INTRODUCAO

O estresse precoce representa um fator de risco relevante para o desenvolvimento de transtornos psiquia-
tricos, sendo a separacao materna (SM) em roedores um modelo amplamente utilizado para investigar os efei-
tos dessa experiéncia adversa sobre o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), a fung@o neuronal e o compor-
tamento emocional'. Apesar de sua validade de construto, os achados da literatura mostram-se inconsistentes,
com relatos de efeitos ansiogénicos e ansioliticos associados a SM, com variagdes em relagdao a duragdo do
afastamento, a espécie utilizada e 0o momento da avaliacao®'°. Estudos recentes também destacam a importan-
cia de mecanismos epigenéticos na mediagdo da resposta ao estresse. As alteragdes decorrentes da SM podem
ser transmitidas de maneira transgeracional, mesmo na auséncia de exposi¢ao direta ao estimulo estressor'2,">.
Nesse cendrio, a utilizacdo de ratos Wistar submetidos & SM prolongada ¢ a fatores estressores adicionais na
fase adulta configura um modelo experimental relevante para compreender tanto os efeitos imediatos quanto
os potenciais desdobramentos em geracdes subsequentes, oferecendo subsidios para o aprimoramento das es-
tratégias de prevencao e tratamento em satde mental.

JUSTIFICATIVA

Nemeroff (2016)* aponta que filhos submetidos a algum tipo de estresse apresentam maiores riscos de de-
senvolver transtornos psiquiatricos, como depressao e ansiedade. Outro estudo inclui alteragdes neuroendocrinas,
além da expressao de citocinas pro-inflamatorias e alteragdes em areas cerebrais relacionadas com a regulagdo do
humor, somado a possibilidade de mecanismos epigenéticos com potencial vulnerabilidade ao desenvolvimento
de doengas psiquicas.!* Contudo, percebe-se que na sociedade nem todos os individuos submetidos & SM na
infancia desenvolvem alteragdes psiquicas. Nesse sentido, a questdo norteadora ¢ se um evento estressor na fase
adulta poderia ser um fator desencadeante para a manifestagdo das alteragdes psiquicas. O estudo adotara a meto-
dologia da separacdo materna prolongada na primeira infincia somado a um estimulo estressor na fase adulta em
ratos Wistar. Sera possivel buscar a compreensao da susceptibilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquia-
tricos, associado aos possiveis déficits nos comportamentos sociais € se essas alteragdes poderiam ser transmiti-
das a outras gerac¢des. Entendendo que a transgeracionalidade ¢é representada pela experiéncia e conhecimentos
trazidos a partir dos modelos familiares e sociais e que na maioria das vezes acontece de maneira inconsciente,
perpassando entre as geragdes e dimensdes psiquicas!®. Nesse sentido, o grupo se propde a estudar a hipdtese de
que os transtornos psiquiatricos, associado aos possiveis déficits nos comportamentos sociais possam ser trans-
mitidos a futuras geracdes. Limitagdes no estudo da transgeracionalidade e da herancga. epigenética aplicada aos
transtornos psiquiatricos em humanos, corroboram com a necessidade da caracterizagdo de um modelo animal
como ferramenta que permita uma melhor compreensao sobre o tema, além da possibilidade de contribuir com a
possibilidade de identificar fatores que predispde ao desenvolvimento de psicopatologias, assim como contribuir
para um diagnéstico mais preciso e de repensar as formas de tratamento e intervengdo a serem trabalhadas com
os sujeitos acometidos por psicopatologias nesse contexto.

Nota-se a integracao de diferentes areas do conhecimento e a relevancia e a complexidade do tema pro-
posto, somado a diversidade de competéncias necessarias para execugdo do projeto. Foi possivel incluir estu-
dantes de diferentes areas como discentes em medicina, psicologia e biomedicina, técnicas de laboratorio de
ciéncia animal da instituicdo UNIFESO, todos sob a orientacdo de docentes do curso de medicina, sendo estes
profissionais das areas de medicina veterindria e psicologia. Acredita-se que a inser¢do de diferentes campos
do conhecimento possa contribuir de forma significativa na obtengao e analise dos dados garantindo resultados
robustos e consolidados, incentivar a atuagdo interprofissional sendo essa para a efetivagdo de mudangas das
praticas profissionais, na inten¢ao de qualificar para o trabalho colaborativo.
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OBJETIVOS

Geral:

Analisar os impactos comportamentais da separa¢do materna prolongada em ratos Wistar submetidos a
um estimulo estressor na vida adulta.

Especificos:

* Analisar o comportamento de ratos (3% geragdo), descendentes do cruzamento de animais consangui-
neos (irmaos), portadores de transtornos psiquiatricos.

* Desenvolver em parceria com professores e discentes e do Curso de Graduagao em Ciéncias da Com-
putagdo, software similar ao Any-Maze Video Tracking SystemTm (Stoelting Co., 1. US).

REVISAO BIBLIOGRAFICA

As teorias psicanalistas, desde o seu surgimento com Freud, apresentam como seu principal objeto de estudo
o aparelho psiquico individual, sua estrutura e seus processos intrapsiquicos de funcionamento. Para a psicanalise,
“arelacdo com o cuidador permite a crianga aprender sobre o mundo, e isso inclui a capacidade de experimentar o

991

mundo por meio dos sinais de seguranca e ameaga que o cuidador transmite™!, nesse sentido, a relagdo mae-bebé
se estabelece como meio significativo na constru¢ao do psiquismo, necessario seu estabelecimento como sujeito.
Em seu livro “Instintos e suas Vicissitudes”, Freud (1915)?, sinaliza o apego do bebé & mae em seus primeiros
anos de vida, assim atribui o vinculo que se estabelece nesta relagdo na associagao da figura materna a reducao de
suas tensodes fisiologicas, ao passo que a mae supre suas necessidades de sede, fome, conforto e dor. Para alguns
psicanalistas, este vinculo se estabelece para além das necessidades fisiologicas, visto o investimento emocional
da mae e a relevancia no desenvolvimento e na estruturagdo do psiquismo. Diversos estudos demonstraram que
filhos que passaram por algum tipo de estresse tém maiores riscos de desenvolver transtornos psiquiatricos, como
depressdo e ansiedade.’ Ademais, ja relacionaram o neurodesenvolvimento da crianga aos cuidados maternos.
Ensaios realizados com criancas de um ano colocadas em ambientes novos, onde a mae se ausentou durante um
breve periodo, observou que as criangas oscilavam entre exploracao do ambiente e a busca pela mae, mostrando
sinais de desconforto. O padrio foi descrito como apego seguro.*

Em pesquisas conduzidas em ratos (Rattus norvegicus), a manipula¢do neonatal induziu a déficits nos
comportamentos sociais iniciais revelando ter um efeito determinante sobre o desenvolvimento do desem-
penho social.* O estresse no inicio da vida na espécie tem efeitos adversos evidentes em diversos sistemas
fisiolégicos, contudo, o mais enfatizado ¢ o aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos.’

Varios modelos animais foram desenvolvidos para estudar essa relagao, cada um com diferentes tipos de
estressores € tempos de desenvolvimento. A separacdo materna ¢ uma categoria de modelos que manipula o
ambiente poés-natal precoce da prole. A SM prolongada, em que a prole é removida de seu cuidador por entre
3 ¢ 6 horas diarias, ¢ considerada uma condi¢@o de estresse no inicio da vida. No entanto, os efeitos relatados
da SM prolongada variam consideravelmente entre os estudos consultados.

Alguns estudos sugerem que a separagdo materna gera aumento da ansiedade®’ e prejuizo na aprendizagem
de respostas de esquiva®. Outros indicam que ela pode ter efeito ansiolitico’ e melhora no desempenho em uma
aprendizagem de esquiva'®. A inconsisténcia decorre das diferengas na metodologia da separagdo materna, da es-
pécie escolhida, e do momento da avaliagdo do desfecho e escolha do grupo controle10. Apos 30 anos de estudos
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sobre os efeitos do manejo precoce e separagdo materna em ratos, foi proposto que o modelo de separagdo ma-
terna por 180 minutos diarios (SM180), pode ser considerado um modelo evolutivo para a depressdo humana'l,
cumprindo os critérios para um modelo de depressdo de alto valor de construto e validade mecanicista.

Diversas pesquisas tém demonstrado que, do ponto de vista biologico, variagdes na relacdo materna e no
ambiente inicial do desenvolvimento alteram desde a expressdo génica,'>!* até a estrutura e o funcionamento
cerebral'*. Gehm's aduziu que, embora a atual concep¢ao de maternidade permita supor que a separagdo ma-
terna possa gerar prejuizos nas relagdes sociais dos animais a ela submetidos, os resultados decorrentes do
modelo SM180 ndo permitem estabelecer uma conclusdo definitiva. Em conjunto, os dados indicam que os
efeitos da separagdo materna sdo mais complexos do que meramente “melhorar ou piorar” o desempenho dos
animais em contextos sociais.

Diante da atual divergéncia na literatura sobre o tema, o presente estudo objetiva investigar se a separagao
materna prolongada, origina um fenotipo predisposto a transtornos psiquiatricos, mas que nao necessariamente
se exterioriza na vida adulta, a menos que haja continuidade de estimulos estressores (gatilhos). Ainda, testa a
hipotese da transgeracionalidade das psicopatologias com base no conhecimento epigenético atual.

METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIFESO) sob o n.® 553/2023.
Serdo utilizados 48 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com idade entre 1 e 90 dias e peso
entre 6 ¢ 300 g, sendo 24 machos e 24 fémeas. Os animais serdo randomizados e distribuidos nos seguintes gru-
pos: 1. Grupo Controle (n = 12); ratos desmamados no 21° dia, sem estresse na vida adulta (90 dias); 2. Grupo
Estresse Adulto (n = 12); neonatos mantidos com a presen¢a materna até o desmame (21 dias), e submetidos a
estresse na fase adulta (90 dias), por meio de isolamento social e ciclo claro de 24h por trés dias consecutivos;
3. Grupo Separagdo Materna (n = 12); neonatos separados da mae do 2° ao 14° dia por 3 horas diarias; 4. Grupo
Separagdo Materna/Estresse Adulto (n = 12); neonatos separados da mae do 2° ao 14° dia por 3 horas diarias e
expostos a estimulo estressor (isolamento social e ciclo claro de 24h por trés dias consecutivos) aos 90 dias. Os
animais dos quatro grupos realizardo testes cognitivos e de ansiedade aos 22 e 94 dias de vida.

Modelo de Separa¢ao Materna prolongada por 3 horas diarias (Modelo SM180)

Do 2° ao 14° dia de vida, os neonatos serdao submetidos ao procedimento de separagdo materna por 3 horas
diarias. A separagdo materna consiste na privagdo diaria do contato entre a prole e sua méae por 3 horas diarias
no horario das 9 as 12 h.

No inicio de cada periodo de separagdo, a mae sera retirada da gaiola e colocada em outra gaiola com ca-
racteristicas iguais, na mesma sala de manutencao. Em seguida, a caixa contendo os filhotes sera conduzida até
outra sala, com caracteristicas semelhantes a anterior. Os filhotes serdo, entdo, retirados da caixa e colocados
sobre uma mesa forrada com manta térmica aquecida a 32 °C, para manter sua temperatura corporal, perma-
necendo nessa condi¢do por 3 horas. Ao final do periodo, a prole sera recolocada na gaiola e levada de volta a
sala de manutencao, sendo a mae reintroduzida nessa caixa em seguida.

Estimulo estressor na fase adulta

Os animais serdo submetidos a um ciclo de luz (325 lux a 1 m do piso) ininterrupto por 36 horas e colo-
cados em isolamento social (gaiolas individuais). Testes etologicos e laboratoriais. Aos 22 e 94 dias todos os
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animais serdo submetidos ao Teste do Campo Aberto (Open-Field test) e ao Teste do Labirinto em Cruz Eleva-
da (Elevated Plus Maze test). Aos 95 dias, serd realizada a colheita de sangue e determinacgao da concentragao
plasmatica de corticosterona (expressa em pg/dL). Teste do Campo aberto (Open-field Test) O teste do campo
aberto ¢ amplamente utilizado para avaliar alteragoes na atividade locomotora, hiperatividade, ansiedade e
comportamentos exploratorios de roedores'’. O teste ¢ realizado em um ambiente isolado e com iluminagéo
reduzida, sendo o animal colocado no centro de uma arena circundada por paredes medindo 60x60x450 cm
(largura, comprimento, altura) (Figura 1) e o seu comportamento exploratorio filmado durante cinco minutos.
Ao final, sera analisado o comportamento do animal durante o teste, € 0s 5 seguintes parametros serdo obtidos:
distancia total percorrida e tempo passado na periferia e no centro da arena, sendo os dois ultimos parametros
para avaliagcdo de comportamento do tipo ansioso. Os parametros serdo analisados pelo software Any-Maze
Video Tracking SystemTm (Stoelting Co., Il. US). Interpretagdo: Ratos exibem uma aversdo natural a areas
abertas bem iluminadas. Por outro lado, eles também tém um impulso para explorar um estimulo percebido
como ameacador. A diminui¢do dos niveis de ansiedade leva ao aumento do comportamento exploratorio. O
aumento da ansiedade, em contrapartida, resultarda em menos locomogao e preferéncia por ficar perto das pa-
redes do campo.

Figura 1. Teste Campo Aberto

Fonte: Autores, 2025.

Teste do Labirinto em Cruz Elevada (Elevated Plus Maze Test)

O teste do labirinto em cruz elevada é um dos testes de ansiedade mais utilizados por diversos grupos de
pesquisa em todo o mundo, e baseia-se no comportamento natural dos animais, nao oferecendo nenhum tipo
de punicdo aos mesmos. O aparato utilizado neste teste, construido em madeira, € constituido por dois bragos
abertos unidos perpendicularmente a dois bragos circundados por paredes (bragos fechados) e foi a principio
utilizado para avaliar o comportamento de ratos. Os autores do teste observaram que os animais, ao serem
colocados no centro do aparato, demonstravam clara tendéncia a explorar os bragos fechados, em detrimento
dos abertos. A exposicao dos ratos a situagdes naturalmente ameagadoras, representadas no modelo pela altura
e pelo espago aberto, explicaria a maior aversdo para explorar os bragos abertos. O labirinto em cruz elevada
(LCE) é um teste de ansiedade amplamente utilizado tanto para a descoberta de novos agentes ansioliticos,
quanto para investigar as bases psicoldgicas e neuroquimicas da ansiedade (Figura 2).
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Figura 2. Teste do Labirinto em Cruz Elevada

() aparato foi colocado acima da caixa do teste de campo aberio, no caso
de uma eventual queda do animal. Fonte. Autores, 2024,

Determinacio da concentracio plasmatica de corticosterona

Aos 94 dias, serao colhidas, em todos os animais, amostras de sangue total (0,5 ml) pela veia femoral.
As amostras serdo enviadas a laboratdrio de analises clinicas, particular para determinagdo da corticosterona
plasmatica. Os resultados serdo expressos em pug/dL. Em seguida, os animais serdo eutanasiados, segundo as
Diretrizes para a Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (RN n.°
37/2018).

Coleta e analise dos dados

Todos os dados coletados em ambas as etapas serdo analisados com auxilio do GraphPad Prism v.8.
pela analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias), tendo como fatores animais que mantiveram o
vinculo com a mae e animais sem vinculo com a mae. Os graficos serdo expressos na forma de Média + Erro
Padrao da Média e sera adotada significancia estatistica quando o valor de p obtido for igual ou inferior a 0,05.

Analise da transgeracionalidade do transtorno psiquiatrico

Ap6s a coleta e analise dos dados obtidos na primeira etapa da pesquisa, os animais identificados como
portadores dos graus mais elevados de ansiedade (machos ¢ fémeas) serdo selecionados e acasalados. Apds
o nascimento da prole, esses animais serdo submetidos ao modelo de origem paterna. Tal procedimento sera
reproduzido por trés geragdes consecutivas (F1, F2 e F3). Ao término dessa etapa, todos os animais nascidos
serdo criados com a presenca materna e submetidos aos testes descritos aos 90 dias. A etapa busca analisar a
transgeracionalidade do transtorno psiquiatrico. Em todas as proles (F1, F2 e F3), o nimero de nascidos sera
limitado a seis animais, a fim de se obter homogeneidade dos dados.

84



\/
) V SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-5320-042-5

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Elevated Plus Maze) é um teste utilizado em diferentes estudos
com roedores com objetivo de analisar o comportamento do tipo ansioso.16-18 Foi realizada uma analise
comparativa do tempo de permanéncia do animal no brago aberto e no brago fechado. O teste foi realizado em
duas etapas (T1 e T2) com 300 segundos cada etapa com intervalo de 300 segundos entre elas (Figura 3A, 1B).
Em T1, os machos do Grupo Controle (GC) apresentaram uma média de 76,83, mediana de 60,00, percentil
de 25% e 75% foi 39,75 e 107 respectivamente, ja em T2, os animais obtiveram a média de 24,50, mediana
de 23,00, o percentil de 25% e 75% = 5,75 e 44,0 respectivamente, sendo o valor de p# = 0,058 ¢ a diferenga
entre médias = SEM: 52,33 + 24,54. Ja as fémeas do GC, em T1, obtiveram a média de 81,67, mediana 65,00,
o percentil de 25% e 75% = 60,00 e 120,00 respectivamente. Em T2, as fémeas apresentaram a média de 15,67,
mediana de 15,00, o percentil de 25% e 75% = 0,00 e 26,0 respectivamente, sendo o valor de p*** = 0,0008 e
a diferenga entre médias = SEM: 66,00 & 13,96. Os resultados configuraram um perfil explorador caracteristico
de ratos adultos Wistar saudaveis. Os resultados demonstram que em T1 tanto os machos quanto as fémeas
permaneceram por maior tempo no brago aberto em relagdo a segunda exposig¢do em T2 (Figura 3A, 1B). Neste
estudo, também buscou-se avaliar a diferenga comportamental entre os géneros (Figura 3 C) no tempo de per-
manéncia no braco aberto. Os machos do GC apresentaram uma média de 76,83, mediana de 60,00, o percentil
de 25% e 75% =39,75 e 107,00 respectivamente. As fémeas do GC obtiveram a média de 81,67, a mediana
de 65,00, o percentil de 25% e 75% = 60,00 e 120,00 respectivamente, valor de p = 0,857 ¢ a diferenga entre
médias + SEM: 4,833 + 26,30, sendo possivel observar que ndo houve diferenca comportamental em relacao
ao género, onde machos e fémeas permaneceram por tempo semelhante no brago aberto em T1.

Figura 3. Analise comportamental do GC no teste do labirinto em cruz elevada (LCE)
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(A)  Tempo (em segundos) em que os machos parmanecaram no brago abeno, (B) Tempo em que as fémeas
parmaneceram no bragoe aberto. (C ) Comparagdo do tempo de parmanénscia no brago aberto entre o5 machos @ as
fémaas. Toste executado om duas elapas (T1 ¢ T2) respectivamente com cince minutes cada. Nao foram
identilicados outliers am nenhum grupo, Andlise Unpaired  test, # p=0,58; *** p=0,0008; ns= sem significincia
astatistica entre os grupos. Fonte: Autores, 2024,

O Teste de Campo Aberto (Open Field Test) é uma ferramenta versatil e comumente utilizado para avaliar
o comportamento semelhante a ansiedade e depressdo, além de possibilitar a andlise de outros parametros como
locomogdo e atividade exploratoria.'®?! Nesse estudo foram analisados diferentes pardmetros como locomogao,
atitude de autocuidado/limpeza, e exploratdria. A locomogdo foi representada pela analise do nimero de vezes
que os animais entraram no quadrado demarcado na arena e o niimero de cruzamento dos mesmos (Figura 4 A,
2B) respectivamente, nesse sentido observamos que os machos do GC apresentaram uma média de 73,67, media-
na de 66,50, percentil de 25% e 75% = 53,50 ¢ 94,25 respectivamente e média do grupo de fémea foi de 81,17,
mediana de 91,00, o percentil de 25% e 75% = 43,25 e 116,5 respectivamente em relacdo ao niumero de entradas
no quadrado demarcado, sendo o valor de p = 0,57 ¢ a diferenca entre médias = SEM: 7,500 + 22,51.
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Quanto ao cruzamento dos quadrados os machos obtiveram a média de 1,0, mediana de 1,0, percentil de
25% e 75% = 0,00 e 2,0 respectivamente. As fémeas do GC obtiveram a média de 1,3, mediana de 1,0, o per-
centil de 25% e 75% = 1,0 e 2,0 respectivamente, o valor de p = 0,25 ¢ a diferenca entre médias = SEM: 0,333
+0,421. Portanto, ambos os grupos apresentaram caracteristicas de locomog¢ao semelhantes e compativeis com
a normalidade, sugerindo nenhum déficit locomotor presente em ambos os grupos. A atitude de autocuidado/
limpeza representada pelo “grooming” explicita uma atividade natural do animal, contudo a intensidade ou
diminuigdo desse comportamento pode denotar altera¢des caracterizadas por comportamento do tipo ansioso
e/ou depressivo respectivamente. Observa-se na figura 2 C que durante o teste, os machos do GC apresentaram
uma média de 0,83, mediana 1,0, o percentil de 25% e 75% = 0,75 ¢ 1,0 respectivamente. As fémeas do GC
obtiveram a média de 0,83, mediana de 1,0, o percentil de 25% e 75% = 0,75 e 1,0 respectivamente e a diferen-
¢a entre médias + SEM: 0,0 £ 0,235. Sendo assim, os dois grupos apresentaram “grooming”, ndo sendo iden-
tificada diferenca entre os grupos, contudo ressaltamos um ntimero de apenas uma atividade de “grooming”
realizada em ambos os grupos de animais controle.

Quanto a atividade exploratoria, foram analisadas duas atitudes comportamentais: o levantaento (“rea-
ring”), onde o animal fica apoiado sobre as patas traseiras e realiza o deslocamento das patas dianteiras para
posicao superior a originalmente ocupada (Figura 4 D), e a atitude de roer (Figura 4 E), caracteristica intrinseca
presentes nos roedores. Na figura 4 D observa-se que machos do GC apresentaram uma média de 8,667, me-
diana de 9,00, o percentil de 25% e 75% = 5,75 e 12,25 respectivamente. As fémeas do GC obtiveram a média
de 19,17, mediana de 18,50, o percentil de 25% e 75% = 15 e 24,0 respectivamente e a diferencga entre médias
+ SEM: 10,50 + 2,396. Ambos os grupos apresentaram caracteristicas exploratorias satisfatorias, no entanto,
as fémeas apresentaram atitudes exploratorias superiores aos machos com valor estatistico de p** = 0,0014.

Como esperado, no comportamento de roer (Figura 4 E), ambos os grupos demonstraram tal atitude,
contudo ndo se observou diferenga significativa entre os grupos. Os machos do GC apresentaram uma média
de 2,16, mediana de 1,0, o percentil de 25% e 75% = 0,00 e 5,25 respectivamente. As fémeas do GC obtiveram
a média de 4,33, mediana de 4,0, o percentil de 25% e 75% = 3 ¢ 5,5 respectivamente, valorde p=0,12 ¢ a
diferenca entre médias = SEM: 2,167 + 1,293. 9 Juntos esses resultados sugeriram que os animais do GC, tanto
macho como fémeas ndo apresentaram alteracdes nos pardmetros de locomogao, autocuidado e exploragao do
ambiente, podendo ser considerados animais com caracteristicas comportamentais no padrdo de normalidade,
entretanto, as fémeas parecem apresentar um fenotipo mais explorador que os machos. Esses achados iniciais
confirmam que os parametros comportamentais do Grupo Controle estdo dentro da faixa de normalidade des-
crita na literatura, validando a adequacdo do modelo experimental adotado. Essa constatacdo ¢ fundamental
para garantir que quaisquer alteragdes observadas nos demais grupos possam ser atribuidas, de forma robusta,
aos protocolos de separacdo materna e/ou exposicao ao estressor na fase adulta, alinhando-se diretamente aos
objetivos propostos.
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Figura 4. Andlise comportamental do GG no teste de Campo Aberio (CA)
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(A} Nomera (n) de vezes em que os machos e fémeas enfraram no quadradoe demarcado. (B) Mimero de vezes
am que o5 machos e &meas cruzaram ou atravessaram o quadrado demarcado, representando também a
capacidade de locomogio do animal. (C) Nimero de vezes em que os machos e fémeas realizaram o movimento
de groomang. (D) Momero de vazes em que os machos e lémeaas realizaram a exploracao do ambiente
representado pela atitude de levantamento (ficar sobre as duas patas traseiras). Teste executado em cinco
minutos. Mo foram identificados oulliers em nenhum grupo. Andlise Unpaired 1 test, ™p = 0,0014; ns = sam
significincia estatistica entre os grupos. Fonte: Autores, 2024

Estudos com modelos animais, sugerem que o estresse na primeira infAncia pode contribuir com vulnerabi-
lidades no desenvolvimento em diferentes sistemas fisiologicos, destacando-se as alteragdes no desenvolvimento
comportamental. O modelo de separag¢do materna tem sido utilizado como uma ferramenta estressora na primeira
infincia capaz de induzir, no modelo animal, um fendtipo do tipo ansioso.%’ Nesse contexto, os testes de labirinto
em cruz elevada e campo aberto tornam-se uma ferramenta 1til, por serem frequentemente utilizados nos estudos
em doencas neuropsiquiatricas, permitindo avaliar o perfil do comportamento do tipo ansioso e depressivo, além
da possibilidade de analise de outros parametros como locomogao e atividade exploratoria.'®?

Como etapa inicial deste estudo, foi analisado o comportamento dos ratos Wistar adultos, tanto machos
quanto fémeas, que ndo foram submetidos a nenhum tipo de estresse, no teste de labirinto em cruz elevada.
Observou-se que os animais ndo apresentaram alteragcdes comportamentais do tipo ansioso, explorando um
tempo maior na primeira etapa do teste (T1) o brago aberto em detrimento ao brago fechado.

Inferido uma caracteristica exploratoria esperada nos animais controle, corroborando com o encontrado
na literatura, onde animais saudaveis tendem a explorar mais tempo o brago aberto em T1, uma vez que em
T2 os animais ja haviam tido contato prévio com os perigos inerentes a exposi¢ao ¢ altura representada pelo
brago aberto. Na primeira exposicdo (T1) € normal que os animais explorem o ambiente na identificagdo es-
pacial em relagdo as oportunidades e aos perigos. No segundo momento (T2), ap6s a exposicao prévia em T1,
os animais ja conheciam as situagdes ameagadoras representadas pela altura e pelo espago aberto do aparato,
demonstrando maior aversao em explorar os bragos abertos. Portanto, os resultados apresentados aventam que
os animais do Grupo Controle, tanto machos quanto fémeas nao apresentaram comportamento do tipo ansioso
a medida que ambos os grupos exploraram o brago aberto do aparato do teste de labirinto em cruz elevada na
primeira etapa do teste.

Curiosamente nao foi observada diferenga entre os grupos de machos e fémeas. Alguns autores discutem
alguns fatores intrinsecos capazes de modular a resposta dos animais submetidos ao teste de labirinto em cruz
elevada, dentre esses fatores destaca-se a diferenca entre os géneros, onde animais fémeas podem apresentar
um nimero de entradas e permanéncia no brago aberto superior em relagdo aos machos.?® Contudo, a igualdade
entre os géneros podem ser observada sem caracterizar nenhum disturbio comportamental, uma vez que fato-
res extrinsecos como ambiente, climatizagdo da sala, iluminacao e até mesmo o periodo estral das fémeas po-
dem influenciar no comportamento dos animais. Nesse sentido, as analises futuras seguirfio as mesmas técnicas
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adotadas nesta fase do estudo, para minimizar o viés garantindo a reprodutibilidade do estudo. Neste primeiro
momento, sugere-se que os animais controles machos e fémeas apresentam caracteristicas comportamentais
sem alteracdes, ratificando a utilizacdo desses animais como um controle adequado ao estudo proposto.

Outros parametros que permitam avaliar o comportamento dos animais que mimetizam altera¢des psi-
quicas em humanos so atividades como locomogao, autocuidado e exploracdo do ambiente através do teste
de campo aberto?**! No presente estudo observa-se que os animais do GC, tanto machos quanto fémeas apre-
sentaram caracteristicas de locomogdo ¢ autocuidado semelhantes. Diferentes autores que utilizaram o teste
de campo aberto tanto para analise em modelos que induzem comportamentos do tipo depressivo, como em
processos infecciosos e neurodegenerativos, demonstraram que os animais controle tendem a se locomover
mais em relagdo ao grupo afetado. Quanto ao parametro de autocuidado, explicitado como grooming, a menos
que os animais tenham sido submetidos a algum estimulo agressor, o grooming ndo é observado com tanta
intensidade, contudo é uma caracteristica intrinseca do animal.*

Na atividade exploratoéria, as fémeas apresentaram uma caracteristica superior aos machos, corroborando
com visto no teste de labirinto em cruz elevada onde as fémeas apresentaram uma diferencga significativamente
maior (p = 0,0008), que os machos (p = 0,58) no tempo de permanéncia no brago aberto. Knight e colabora-
dores (2021)* exploraram as diferencas sexuais em parametros de ansiedade e atividade no teste de labirinto
em cruz elevada e no teste de campo aberto, identificando que as fémeas ficaram por um tempo maior no brago
aberto, assim como passaram mais tempo na zona central do aparato do campo aberto, além de percorrer uma
distancia maior em relagcdo aos machos. Os autores observaram também uma correlagdo positiva entre as en-
tradas no brago aberto no labirinto em cruz elevada e entradas na zona central do campo aberto, inferindo que
as fémeas parecem exibir um menor comportamento semelhante a ansiedade e depressdo nos testes de labirinto
em cruz elevada e campo aberto, corroborando com os dados apresentados neste estudo.

Diante do exposto, observa-se que dentre os parametros comportamentais analisados, machos e fémeas
apresentaram caracteristicas fenotipicas dentro da normalidade reproduzindo o que ja se tem descrito na lite-
ratura onde as fémeas saudaveis tendem a apresentar um fendtipo mais explorador que os machos, o qual se
acredita estar relacionado a caracteristicas intrinsecas do animal como ciclo estral, instinto materno como a
necessidade de construgdo do ninho, de maneira a assegurar a seguranga da prole futura.

Um aspecto central do presente estudo ¢ a possibilidade de diferenciar alteragdes comportamentais e
fisiologicas decorrentes de efeitos herdados de natureza epigenética, daqueles adquiridos por exposigdo direta
a eventos estressores. Ao adotar um modelo que inclui multiplas geracdes (F1, F2 e F3) e mantém a prole sub-
sequente sob condi¢des controladas apds o nascimento, busca-se isolar os efeitos transgeracionais genuinos.
Essa abordagem permitira avangar na compreensdo dos mecanismos de heranga nao genética relacionados a
transtornos psiquiatricos, contribuindo para o refinamento de estratégias preventivas e terapéuticas.

CONSIDERACOES FINAIS

Caracterizou-se o comportamento de machos e fémeas do Grupo Controle da Instalagdo de Ciéncia Ani-
mal do UNIFESO, quando submetidos aos testes do labirinto em cruz elevada e do campo aberto. Ressalta-se
que o experimento envolvendo o protocolo de separagdo materna ja se encontra em andamento. Atualmente,
os animais alcangaram a fase adulta e serdo em breve submetidos aos testes comportamentais previamente
estabelecidos, com o objetivo de avaliar eventuais alteragdes decorrentes da separagdo materna. Os dados
obtidos nesta etapa complementardo a analise global do estudo, o que permite ampliar a compreensao sobre os
impactos desse modelo experimental nos pardmetros comportamentais investigados.
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AVALIACAO DA NANOEMULSAO DE BRUGMANSIA
SUAVEOLENS NA CICATRIZACAO DE FERIDAS
CUTANEAS EM RATOS

Ana Carolina Borba de Frias, Marcel Vasconcellos, Sandro Pinheiro da Costa

RESUMO

Introducio: A prevaléncia de feridas cronicas cutdneas aumenta, sobretudo em idosos e portadores de
doengas cronicas, causando impacto econdmico significativo ao sistema de saude. A eficacia terapéutica dos
procedimentos convencionais € restringida pela multirresisténcia bacteriana. Nanoformulagdes fitoterapicas
despontam como alternativa, viabilizando liberag¢ao controlada, elevada biodisponibilidade e baixa toxicidade.
Objetivos: Avaliar o uso de nanoemulsdes contendo extratos de flores e folhas de B. suaveolens na cicatri-
zagdo de feridas em ratos (Rattus norvegicus). Materiais e Métodos: O estudo foi aprovado pela CEUA/
UNIFESO sob o n.° 569/2024. Foram utilizadas 12 ratas Wistar com 3 meses e peso médio de 250 g. Apos
a randomizacdo, os animais foram distribuidos em 3 grupos: Grupo Controle (GC, n = 4), sem interven¢ao;
Grupo Nanoemulsao folhas (GNf, n = 4) e Grupo Nanoelmusao base (GNb, n = 4). Foi induzida uma ferida
cirargica na regido cervical posterior e apds 15 dias, avaliada a cicatrizagdo por morfometria fotografica. Re-
sultados: A nanoemulsdo com extrato de Brugmansia suaveolens, 6leo de copaiba e Pluronic F-127® acelerou
significativamente a cicatrizagdo em ratos, reduzindo diametros de feridas desde o 4° dia e favorecendo a
transicao inflamatoria. Propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e pro-angiogénicas promoveram me-
lhor vascularizagdo, epitelizagdo e organizagao tecidual, evidenciando seu potencial clinico. Conclusdes: A
nanoemulsdo de Brugmansia suaveolens/6leo de copaiba/Pluronic F-127® acelerou a cicatrizagdo, reduzindo
o didmetro da lesdo ja no 4° dia, obtendo ~40 % maior taxa de fechamento entre os dias 8—15 e epiteliza¢do
completa até o 15° dia. Esses resultados confirmam sua superioridade sobre os controles e sustentam o uso
translacional da formulagdo como adjuvante no tratamento de feridas cronicas.

Palavras-chave: Nanoemulsdo; Cicatrizacdo; Antimicrobiano; Feridas.
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo eficiente € vital para preservar a integridade da pele e evitar infecgdes, mas as feridas cro-
nicas vém crescendo, especialmente entre idosos e pessoas com comorbidades'. No Brasil, cerca de 25,9% dos
hospitalizados — majoritariamente idosos — apresentam lesdes por pressdo, ¢ Ulceras de perna representam
aproximadamente 52,27% dessas feridas em certos grupos*”.

Essas feridas cronicas impactam negativamente a qualidade de vida e geram custos elevados para os
sistemas de saide. Em 2022, os gastos globais com seu tratamento ultrapassaram US$ 15 bilhdes*. No cenario
brasileiro, coberturas avancgadas na Aten¢do Primaria se mostraram custo-efetivas, reduzindo tempo de cica-
trizagdo e despesas’.

Infecgdes por patdgenos bacterianos e fungicos retardam a cicatrizagdo e podem evoluir para infecgdes
sistémicas. Altos niveis de resisténcia (> 50%) foram observados em bactérias como Klebsiella pneumoniae e
Acinetobacter spp.5. Mais de 60% das cepas de Neisseria gonorrhoeae resistem a ciprofloxacina®. No Brasil, a
resisténcia microbiana causa cerca de 33 mil mortes por ano e custa =€ 1,5 bilhdo’. Nos EUA, sdo registrados
mais de 2,8 milhdes de infecgdes resistentes e > 35 mil mortes anuais’.

O uso indiscriminado de antimicrobianos acelera a resisténcia, reduzindo as op¢des terapéuticas eficazes
para infecgdes de feridas. A necessidade de estratégias eficazes para prevenir ¢ controlar infecgdes, bem como o
desenvolvimento de novas terapias contra a resisténcia microbiana, é evidente no cenario atual. O uso de plantas
medicinais com propriedades antimicrobianas e cicatrizantes, aliado a nanotecnologia para otimizar a entrega e
efetividade desses agentes, representa uma abordagem promissora no tratamento de feridas cronicas infectadas.

A pele, maior 6rgao do corpo (8-20% do peso corporal), é composta por epiderme, derme ¢ hipoderme, ¢
funciona como uma barreira protetora®. O processo de cicatrizagdo envolve quatro fases principais: hemosta-
sia, com coagulagio e liberagdo de fatores de crescimento’; inflamagéo, com infiltragao de neutrofilos e macro-
fagos, que pode se prolongar em presencga de biofilmes ou patogenos resistentes'?; proliferagdo, caracterizada
pela migragdo de fibroblastos e queratindcitos, angiogénese ¢ deposi¢do de matriz, que pode ser interrompida
por défices como isquemia; e remodelacdo, fase no qual a reorganizacdo do coldgeno confere resisténcia ao
tecido, falhando ocasionalmente e resultando em cicatrizes hipertroficas ou feridas cronicas'’.

Diversos fatores prejudicam esse processo, entre eles infecgdes persistentes e biofilmes que dificultam a
penetragdo de antimicrobianos!!, hipoxia tecidual comum em diabéticos e pacientes com insuficiéncia vascular
que prejudica a proliferagdo celular e angiogénese'?, condigdes de inflamagao cronica, idade avangada, uso de
corticosteroides e imunossupressores, além da ma nutri¢do com caréncia de proteinas, zinco e vitamina C que
impactam negativamente a sintese de colageno ¢ a atividade celular'.

Tratamentos topicos convencionais, como antissépticos, antibioticos e curativos tradicionais, enfrentam li-
mitacdes significativas: a resisténcia microbiana compromete a eficacia dos antibidticos, alguns antissépticos sdo
citotoxicos aos fibroblastos e queratindcitos, e curativos tradicionais nem sempre mantém a umidade adequada® ',

A resisténcia emergente de patogenos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida
spp. reduz a eficacia das abordagens tradicionais, e agentes como o cloreto de benzalconio, apesar de eficazes,
podem ser toxicos para células essenciais na cicatrizagao'®. A presenga de biofilmes em uma parcela significa-
tiva das feridas cronicas reforca ainda mais a necessidade de desenvolver estratégias inovadoras que superem
a resisténcia microbiana e minimizem a toxicidade celular, como as nanoformulagdes contendo compostos
bioativos de origem natural'>.

A prevaléncia crescente de feridas cronicas no Brasil, afetando cerca de 2 milhdes de pessoas, destaca
a necessidade de terapias inovadoras, especialmente diante das limitagdes dos tratamentos convencionais'®.
A resisténcia antimicrobiana, exacerbada pelo uso indiscriminado de antibioticos, compromete a eficicia dos
tratamentos tradicionais e prolonga o tempo de cicatrizagéo!*.
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Nesse cenario, a nanotecnologia aplicada a medicina regenerativa emerge como uma estratégia promis-
sora, permitindo a liberagao controlada e direcionada de compostos bioativos, potencializando a eficécia tera-
péutica e minimizando efeitos adversos!’. Particularmente, a incorporagdo de extratos de plantas medicinais
em nanoparticulas tem mostrado resultados positivos, com nanoemulsdes contendo extratos vegetais exibindo
atividade antimicrobiana significativa e acelerando o processo de cicatrizagdo, posicionando-se como alterna-
tivas viaveis aos tratamentos convencionais'.

A nanomedicina ¢ definida como a aplicagdo de nanomateriais para diagndstico, monitoramento, triagem,
prevengdo e cura de doencas comecando no nivel molecular utilizando engenharia nanocarreadora, com ob-
jetivo de obter beneficios médicos na terapia que se concentra na entrega de medicamentos alternativos e na
melhoria da eficacia do tratamento, reduzindo os perfis toxicologicos e de seguranca prejudiciais aos tecidos
normais com fins terapéuticos e diagndsticos. Devido ao seu tamanho submicrometro e alta area de superficie
em relacdo ao volume, esses materiais mostram diferengas importantes em comparagdo com materiais a granel,
incluindo mudangas nas propriedades bioquimicas, magnéticas, dpticas e eletronicas.'’

Os nanocarreadores podem proteger a carga util da degradag@o e permitir a liberagdo sustentada e con-
trolada do medicamento. Além disso, os nanossistemas t€ém o potencial de diminuir a depuragdo e melhorar o
acimulo de farmacos no tecido alvo, aumentando assim a eficacia terapéutica e reduzindo os efeitos colate-
rais'”?°. A nanomedicina propiciou avangos tecnologicos em diversas ciéncias, incluindo extensas aplicagdes
em entrega de drogas e terapéutica in vivo, dispositivos de diagndstico, biomarcadores, imagens moleculares,
medicina regenerativa, terandstica (combinagdo de diagnostico e tratamento), dispositivos implantados e bios-
sensores. A nanotecnologia, como um campo de pesquisa abrangente, ¢ caracterizada pelo uso de materiais ou
produtos na faixa de tamanho entre 1 ¢ 1000 nm .

Outro fator em destaque € a vegetacdo brasileira como uma fonte abundante de compostos quimicos com
atividade bioldgica, que oferece um potencial para a produgdo de novos fitoprodutos. O Brasil abriga alguns
dos maiores biomas do mundo, tanto em biodiversidade quanto em area total. Em particular, a Mata Atlantica
possui uma flora extremamente rica e variada, com uma grande diversidade morfologica que atrai inimeras
substancias ainda ndo completamente estudadas, sendo um dos principais mantenedores da biodiversidade
global, destacando-se pela sua diversidade, como a vegetacao predominante no municipio de Teresopolis, RJ%.

Nos ultimos tempos, a busca por novas moléculas ativas na biodiversidade tem se intensificado, com di-
versos compostos sendo utilizados para o desenvolvimento de tecnologias mais eficazes e seguras. No entanto,
muitas dessas substincias, apesar de biologicamente ativas, apresentam alta toxicidade. Uma alternativa para
reduzir essa toxicidade é o desenvolvimento de nanofarmacos por meio da nanomedicina, que pode diminuir
os efeitos adversos sistémicos € melhorar a adesdo ao tratamento. Metabolitos secundarios, como os alcaloi-
des, sdo frequentemente associados a efeitos adversos na pratica clinica devido a sua atividade biologica. A na-
notecnologia surge como uma solucdo para minimizar esses efeitos indesejados, otimizando a administragéo e
aplicagdo desses compostos e reduzindo sua toxicidade.? Visto isso, a nanomedicina aplica nanomateriais para
o diagnostico, prevengao e tratamento de doencas ao nivel molecular, visando aumentar a eficicia terapéutica
e reduzir a toxicidade em tecidos saudaveis.

Os nanocarreadores sdo essenciais ao proteger medicamentos da degradagdo e permitir uma liberagdo
controlada, melhorando a concentragdo nos tecidos-alvo e minimizando os efeitos colaterais. Nesse contexto,
a nanotecnologia trouxe avangos em areas como a entrega de medicamentos, dispositivos de diagnostico e
medicina regenerativa. No Brasil, a biodiversidade, especialmente na Mata Atlantica, oferece um grande po-
tencial para novos produtos fitoterapicos, embora muitos compostos bioativos apresentem alta toxicidade, que
pode ser atenuada pela nanomedicina por meio do desenvolvimento de nanofarmacos que reduzam os efeitos
adversos, como os provocados por alcaloides, otimizando sua administracdo e diminuindo os riscos a satde.
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Esta proposta possibilitara a adi¢do de uma nova area do conhecimento médico com a integragdo de
atividade de inova¢do na nanomedicina além de subsidiar o desenvolvimento de um ecossistema de inovagao
para o municipio de Teresopolis—RJ, destacado como poténcia em flora e agricultura, além de referéncia no
ensino médico, para contribuir com a producao de novos fitoterapicos, por meio da nanotecnologia, para o uso
populacional, para garantir um tratamento mais acessivel e eficaz.

OBJETIVO

Avaliar o uso de nanoemulsdes contendo extratos de flores ¢ folhas de B. suaveolens na cicatrizagdo de
feridas em ratos (Rattus norvegicus).

MATERIAIS E METODOS

Colheita e obtenc¢ao dos extratos

Extratos etanolicos das folhas (37 amostras, 1 kg/4 L) e flores (43 amostras, 1,17 kg/6 L) de Brugman-
sia suaveolens (coletadas em abril e setembro/2024) no PARNASO, Teresopolis-RJ (895 m; 22°26'09,38" S
42°58'33,22" O; SISGEN A76B905). As amostras, higienizadas e fracionadas, foram extraidas em até duas
horas pelo método de maceragao a frio durante sete dias, com agitacdo didria em frascos ambar, filtradas, con-
centradas em rotaevaporador Tecnal® a 50 °C e estocadas a 4 °C até o uso.

Desenvolvimento da nanoformulacao

As nanoemulsdes foram obtidas por sonicacdo (UP100H, Hielscher; 100 W, 30 kHz, ciclo 1) durante 5
min a 50 % de amplitude, em banho de gelo (~5 °C), e depois acondicionadas em frascos &mbar para preservar
compostos fotossensiveis. A formulacdo mais estavel — 44 % de fase oleosa e 56 % de fase aquosa — foi de-
finida pelo menor indice de polidispersidade e pela homogeneidade macroscopica da emulsdo®. A nanoformu-
lagdo encontra-se depositada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) sob o nimero de patente
BR 102020026179-7.

Ensaio pré-clinico
Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario Serra
dos Orgaos- UNIFESO, sob o n.° de protocolo 569/2024 e encontra-se de acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, bem como em conformidade com os principios adotados internacionalmente, sobre a utiliza-
¢do, manutencao e protecdo de animais de laboratorio.

Avaliacdo da cicatrizacdo in vivo

Doze ratas Wistar (3 meses, 300 = 50 g), criadas na Instalacao de Ciéncia Animal do UNIFESO, foram
mantidos em gaiolas (4 animais, 22 + 2 °C, ciclo claro/escuro 12 h) com dieta e agua ad libitum. Apos jejum de
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12 h, receberam anestesia intraperitoneal (cetamina 100 mg kg™' + xilazina 10 mg kg™), foram tricotomizados
na regido dorsal cervical e submetidas a antissepsia com clorexidina 2 %.

A ferida dermoepidérmica padronizada foi criada com punch de 8 mm, seguida de infiltragdo local de
lidocaina 2 % (5 mg kg™). Os animais foram randomizados em trés grupos, entre eles: Grupo Controle (GC, n
= 4), sem intervencdo; Grupo Nanoemulsdo folhas + 6leo de copaiba (GNf, n = 4) e Grupo Nanoelmusdo base
(composto por copolimero + dleo de copaiba)(GNb, n = 4).

A evolugdo cicatricial foi quantificada por morfometria: fotografias digitais de alta resolucédo, obtidas entre
0 1°ao 15° dia, tiveram o diametro da lesdo medido em milimetros; a taxa de cicatrizagdo foi calculada pela for-
mula [(Di — Df)/Di] x 100, onde Di é o didmetro inicial (dia 1) e Df os valores subsequentes, permitindo estimar
o ganho percentual. As mensuracdes, realizadas para comparar a eficacia das nanoformulagdes entre os grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise macroscopica das feridas evidenciou que os animais tratados com a nanoemulsdo que associa
extrato de folhas de Brugmansia suaveolens, 6leo de copaiba e Pluronic F-127® apresentaram cicatriza¢ao
significativamente mais rapida que o grupo controle, com reducdo do didmetro ja no 4° dia do pos-operatoério.
A combinagdo favoreceu a passagem precoce da fase inflamatoria para a fase proliferativa, caracteristica ob-
servada clinicamente pela formacao de tecido de granulacao vascularizado antes do 8° dia.

Do ponto de vista fisiopatologico, o extrato vegetal fornece alcaloides tropanicos e compostos fendlicos
com atividade antioxidante e moduladora de citocinas, o que atenua o recrutamento excessivo de neutrofilos e
diminui o estresse oxidativo local?’. Esse microambiente menos inflamatorio reduz a liberagdo de metalopro-
teinases e preserva a matriz extracelular inicial, condi¢do fundamental para que fibroblastos e queratindcitos
migrem de maneira ordenada e iniciem a re-epitelizagao.

O oleo de copaiba, largamente empregado em fitoterapia, acrescenta agao antimicrobiana e anti-inflama-
toria reconhecidas, diminuindo a carga bacteriana potencial e o exsudato na interface da lesdao”. A redugdo do
bioburden impede a cronificacdo da ferida e propicia ambiente propicio a deposicao de colageno tipo III, etapa
indispensavel a consolidagdo do tecido cicatricial.

As avali¢gdes macroscdpicas realizadas no 15° dia confirmaram maior densidade de vasos de neoforma-
cdo, fibras colagenas paralelas e presenca de epiderme integra nos animais tratados com a formulagdo combi-
nada. A observagao sugere que, em concentracdes adequadas, alcaloides tropanicos podem induzir expressao
de VEGF e estimular atividade endotelial, acelerando a angiogénese necessaria ao suprimento de oxigénio e
nutrientes para o novo tecido?” .

Os dados morfométricos evidenciam diferencas estatisticamente significativas na velocidade de reparo
tecidual entre os grupos. Conforme a Tabela 1, a curva de redugdo do didmetro das feridas mostra que ambas
as nanoemulsdes aceleraram o fechamento em relagdo ao controle, com desempenho superior da formulagao
que combina extrato de Brugmansia suaveolens, 6leo de copaiba e Pluronic F-127®. Esse grupo ja apresentou
redugdo relevante do didmetro no 4° dia, indicando transigdo precoce da fase inflamatoria para a proliferativa.
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Tabela 1: Evolugdo da cicatrizagdo cutinea ¢ taxas de reparo tecidual

Md Md [ T | Md
Grupo | DI | D4 | D8 |DIS|Ti-4 | 0 | T48[ 70| s | gys

NE-Ext | 4.00 | 3.30 | 3.00 [0.00 | 17.5 [ 5.83 | 9.09 | 2.27 | 100.0 | 14.29
NE-Cop | 4.00 | 3.50 | 3.20 | 030 | 12.5 | 4.17 | 857 | 2.14 ] 90.63 | 12.95
Ctrl 4.00 | 3.68 | 3.39 1097 8.0 | 197 | 7.80 | 1.97 | 71.43 | 10.20

Legenda: NE-Ext: nanoemulsao com extrato de Brugmansia suaveolens + 6leo de copaiba; NE-Cop: nanoemulsdo com 6leo de
copaiba; Ctrl: controle (sem tratamento). D1, D4, D8, D15: diametro da ferida (mm) nos dias 1,4, 8 ¢ 15; T 1-4, T 4-8, T 8-15: taxa
de cicatrizagdo (%) nos respectivos intervalos de dias; Md 1-4, Md 4-8, Md 8-15: média diaria da taxa de cicatrizagdo (% dia™).
Fonte: Autores, 2025.

A tabela 1 apresenta os valores absolutos de diametro (D1-D15) e as taxas de cicatrizagdo médias por
intervalo. Destaca-se que o grupo NE-Ext atingiu taxa média diaria de 14,29 % entre os dias 8-15, superando a
nanoemulsdo de copaiba isolada (12,95 %) e o controle (10,20 %). Esses resultados sugerem que a nanoestru-
turagdo otimiza a biodisponibilidade dos metabolitos vegetais, mas também garante liberagdo sustentada dos
ativos no leito da ferida, efeito atribuido ao carater termorresponsivo do Pluronic F-127®.

Do ponto de vista farmacodinamico, alcaloides tropanicos e compostos fenolicos do extrato atuam como
moduladores anti-inflamatorios e antioxidantes, reduzindo a infiltragdo neutrofilica e o estresse oxidativo lo-
cal. Em paralelo, o 6leo de copaiba exerce atividade antimicrobiana e imunomoduladora, diminuindo a carga
bacteriana e a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. A sinergia desses componentes gera microambiente
propicio a migragdo de fibroblastos e queratindcitos, etapas criticas para a re-epitelizacao.

A angiogénese eficiente, fundamental na fase proliferativa, também parece ter sido estimulada pela for-
mulagdo combinada. Estudos pré-clinicos atribuem a alcaloides tropanicos a capacidade de induzir expressao
de VEGF; de fato, observou-se vascularizagdo mais densa na interface lesdo-tecido integro dos animais trata-
dos, favorecendo deposicao de colageno tipo III e maturagdo subsequente do tecido cicatricial.

Em contraste, o grupo controle manteve inflamagao persistente, menor tecido de granulagéo e fechamento
mais lento da ferida, confirmando que a auséncia de intervencao topica eficaz prolonga a fase inflamatoéria e
retarda a reorganizacdo dérmica. A nanoemulsdo de copaiba isolada apresentou resposta intermediaria, refor-
cando o efeito terapéutico adicional conferido pelo extrato vegetal.

Desse modo, a nanoemulsdo contendo B. suaveolens e copaiba demonstrou capacidade de acelerar e or-
ganizar a cicatrizagdo cutanea, combinando propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana e pro-angiogénica.
Esses achados sustentam sua aplicacdo clinica potencial como agente topico adjuvante, especialmente em
pacientes com risco de retardo cicatricial ou feridas cronicas, justificando a realizac@o de ensaios clinicos para
validacdo em ambiente assistencial.

CONCLUSOES

A nanoemulsdo que combina extrato foliar de Brugmansia suaveolens, 6leo de copaiba e Pluronic F-127®
acelerou significativamente todas as etapas do reparo cutaneo em modelo murino, reduzindo o diametro da
ferida ja a partir do 4° dia e promovendo fechamento completo até o 15° dia. A eficacia superior decorre da agdo
sinérgica anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante e pro-angiogénica dos fitoquimicos encapsulados,
potencializada pela liberagdo sustentada conferida pela matriz nanoestruturada. Embora os achados apontem
para aplicagdo clinica promissora em lesdes de dificil cicatrizagdo, o periodo de acompanhamento limitado e o
uso de animais sauddveis impoem a necessidade de estudos prolongados, testes biomecanicos da cicatriz e en-
saios clinicos controlados em populacdes com comorbidades. Ainda assim, os resultados fornecem evidéncia
pré-clinica robusta para o desenvolvimento de formulagdes topicas baseadas em nanotecnologia vegetal como
adjuvantes no manejo de feridas agudas e cronicas.
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VALORES GLICEMICOS DE REFERENCIA DA
INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL

Poliana Ferreira de Oliveira, Marcely Adachi Custodio, Jennyffer Ferreira Varela, Ana Vitoria Araujo de
Souza, Anna Julia Rodrigues Kobbi, Hemily de Siqueira Pinheiro, Julia Vieira Morais, Julia Cardoso de
Oliveira, Mariana de Jesus Barboza, Gustavo Kimus Pimentel Nogueira, Giovanna Simoes Macedo, Alicia
Correa de Queiroz, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos

RESUMO

O monitoramento dos valores glicEémicos em animais de laboratorio ¢ fundamental em estudos experi-
mentais. A glicemia, como indicador metabdlico, pode influenciar diretamente os resultados das pesquisas nas
areas laboratoriais da endocrinologia, imunologia, nutri¢do, entre outras. Variagdes nas concentracdes de gli-
cose sanguinea podem ser causadas por fatores como dieta, estresse, ambiente, manejo, genética e ciclo estral
das fémeas, tornando essencial o controle rigoroso desses pardmetros. A padronizagdo dos valores glicémicos
em cada colonia € crucial para garantir a reprodutibilidade e a confiabilidade dos dados obtidos. Sem essa uni-
formidade, os resultados podem ser comprometidos por varidveis ndo controladas, dificultando a comparagao
entre estudos e a validacdo cientifica. Além disso, o monitoramento contribui para o bem-estar animal, evitan-
do quadros de hipoglicemia ou hiperglicemia que interferiram no comportamento ¢ na fisiologia dos modelos
experimentais. Desse modo, estabelecer protocolos para o controle da glicemia nos animais de laboratorio ¢
uma pratica indispensavel para a conducao ética e cientifica de pesquisas biomédicas.

Palavras-chave: Glicemia; Controle glicémico; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

A determinago de valores glicémicos de referéncia em colonias de roedores ¢ um item critico na go-
vernanca de qualidade de qualquer instalacdo de pesquisa biomédica. Em modelos experimentais, a glicemia
funciona como um indicador metabolico sensivel, diretamente impactado por fatores bioldgicos, ambientais e
comportamentais. Essa variabilidade, quando ndo controlada, abre brechas para viés experimental, comprome-
tendo comparabilidade entre grupos e reprodutibilidade dos estudos. "2

Entre as variaveis de maior impacto destacam-se o estado nutricional, o sexo e o ciclo estral das fémeas.
Estudos envolvendo roedores demonstram que a glicose sanguinea pode oscilar de maneira significativa de
acordo com o metabolismo basal de machos e fémeas, bem como com as flutuagdes hormonais ao longo do ci-
clo reprodutivo. No proestro, por exemplo, € esperado que fémeas apresentem glicemia relativamente reduzida
devido a influéncia estrogénica sobre o metabolismo energético. >3

Diante desse cenario, a padronizagdo interna dos valores glicémicos da colonia torna-se parte estratégica
do controle de qualidade institucional. Além de evitar vieses metodologicos, esse alinhamento contribui para o
bem-estar animal, prevenindo eventuais quadros de hipoglicemia ou hiperglicemia decorrentes de manejo ina-
dequado. Assim, estabelecer valores de referéncia especificos da Instalacdo de Ciéncia Animal do UNIFESO
¢ um passo fundamental para elevar a maturidade cientifica da unidade e fornecer parametros confiaveis para
futuros protocolos.®

OBJETIVOS

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de definir os valores glicémicos de referéncia da coldnia
Wistar da instalagdo animal, avaliando ainda o impacto do jejum e possiveis diferencas metabolicas entre ma-
chos e fémeas, incluindo a influéncia do ciclo estral.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pela CEUA/UNIFESO sob o protocolo n.° 573/2024. Vale ressaltar, que a pesqui-
sa se encontra de acordo com a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, bem como em conformidade com os
principios adotados internacionalmente, sobre a utilizagdo, manutengdo e proteg¢do de animais de laboratorio.

Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia — Berkenhout, 1769) da variedade albina e linhagem Wistar, de ambos os sexos, com média de
idade de trés meses e peso de 300 + 50g e procedentes da Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO.

Os animais serdo mantidos em estantes com gaiolas apropriadas, com iluminag¢ao em conformidade com
o ciclo circadiano (12h claro x 12h escuro), controle de temperatura (22 + 2 °C), além de cuidados padroniza-
dos de alimentagao (ragdo industrializada), higiene e agua ad libitum.

Apos a randomizacdo simples os animais serdo distribuidos em Grupo Alimentado (GA) e Grupo Jejum (GJ).
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Descricao da coleta de sangue e dosagem de glicose

Os animais serdo contidos pelo método open-drop por meio de uma caixa de acrilico com gaze embebida
em isoflurano a 2% (2 ml). Apos a sedacdo, punciona-se a extremidade da cauda e com auxilio de um glicosi-
metro da marca comercial G-Tech free® ¢ realizada a medigao (Figura 1).

Figura 1. Coleta de sangue em Rattus norvegicus

¥

Instalacdo de Ciéncia Animal. Fonte: utores, 2025.

RESULTADOS
Ap6s jejum alimentar de 12h, o sangue dos animais em jejum foi colhido e os resultados demonstrados
na tabela 1.
Tabela 1. Glicemia do Grupo Jejum 12h (em mg/dL)
Machos Fémeas
Rato 1 117 Rata 1 84
Rato 2 102 Rata 2 93
Rato 3 104 Rata 3 92
Rato 4 82 Rata4 107
Rato 5 118 Rata 5 105
Rato 6 94 Rata 6 115
Média 102.83 Média 99.16
DP 13.74 DP 11.80

Fonte: Autores, 2025.

A seguir, elaborou-se um grafico comparativo entre os resultados obtidos entre o grupo de machos e o
grupo de fémeas em jejum de 12h.
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Figura 2. Gréfico boxplot comparando os grupos de machos e fémeas em jejum 12h
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O grafico mostra que ndo houve diferenga estatisticamente significante (p = 0,631) entre os grupos (GM = GF).
Fonte: Autores, 2025.

Tabela 2. Glicemia do Grupo Alimentado (em mg/dL)

Machos Fémeas

Rato 1 165 Rata 1 110
Rato 2 151 Rata 2 118
Rato 3 145 Rata 3 126
Rato 4 142 Rata4 130
Rato 5 141 Rata 5 108
Rato 6 141 Rata 6 117
Média 145.50 Média 118.17
DP 8.63 DP 9.38

Fonte: Autores, 2025

Figura 3. Grafico boxplot comparando os grupos de machos e fémeas alimentados
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Como o valor de p = 0,00022 e portanto menor que 0,05, a diferenca entre os grupos foi estatisticamente
significante (GM > GF). Fonte: Autores, 2025.

Figura 4. Fase de proestro das ratas do grupo alimentados, o que responderia pela baixa glicemia encontrada nesses animais

Fonte: Autores, 2025.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos na Instalagdo de Ciéncia Animal mostraram de forma clara as varidveis biologicas
¢ nutricionais sobre a glicemia dos ratos Wistar avaliados.

No grupo em jejum de 12 horas, nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre machos
e fémeas (p = 0,631). Esse achado indica que, sob privacdo alimentar, ambos os sexos tendem a convergir para
um perfil metabodlico semelhante, reduzindo o impacto das diferencas hormonais sobre a glicemia.

Ja no grupo alimentado, o cenario mudou de forma marcante. A diferenca entre machos e fémeas foi
estatisticamente significante (p = 0,00022), com os machos apresentando valor glicémico mais elevado. Esse
comportamento condiz com o metabolismo mais acelerado e a maior massa corporal (muscular) dos machos,
resultando em maior disponibilidade e liberagdo de glicose apds a alimentagdo.>*

O fator decisivo, no entanto, foi a observagdo de que as fémeas estavam na fase de proestro durante a
coleta, o que explicaria a glicemia mais baixa nos animais alimentados. O aumento dos niveis de estrogénio no
proestro induz maior captacao periférica de glicose e modula vias metabolicas que reduzem a glicose circulan-
te. O registro dessa informagao fortalece a analise, reforcando o papel do ciclo estral como variavel critica na
interpretagdo de dados glicémicos em fémeas.**

Esses achados confirmam que o estado nutricional ¢ um modulador central da glicemia, mas também
deixam claro que a variavel “sexo” precisa ser interpretada em conjunto com o contexto hormonal. Para fins
de pesquisa, isso destaca a importancia de registrar fase do ciclo estral em estudos que envolvam fémeas e,
quando possivel, padronizar a coleta ou realizar corre¢des estatisticas.>*>6

A definicao dos valores de referéncia também contribui para a prevencdo de vieses experimentais no
biotério. Laboratorios que utilizam parametros genéricos da literatura correm risco de discordancia com a rea-
lidade da propria instalagdo, uma vez que temperatura, manejo, tipo de ragdo e estresse ambiental influenciam
diretamente a glicemia. Assim, os valores de referéncia de um biotério sdo essenciais para a confiabilidade e
reprodutibilidade experimental.
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CONCLUSAO

O estudo consolidou um conjunto de valores glicémicos proprios da Instalagdo de Ciéncia Animal, esta-
belecendo um parametro interno confiavel para consultas futuras e padronizacdo metodolégica.

A construgdo desses referenciais permitira que os experimentos desenvolvidos tenham menor variabilida-
de ndo controlada, aumentando a previsibilidade dos resultados e a qualidade dos modelos utilizados.

A diferenciacdo entre condi¢des alimentares e entre os sexos refor¢a a necessidade de que esses fatores
passem a integrar a rotina de registro dos protocolos que envolvem glicemia. A identificacdo da fase do ciclo
estral como variavel relevante fortalece ainda mais a importancia de conhecer o estado bioldgico das fémeas
antes da coleta, garantindo maior confianca nos dados produzidos.

Com o estudo, a Instalacdo de Ciéncia Animal passa a dispor de um instrumento operacional que facilita
o monitoramento continuo. O resultado final ¢ um ambiente experimental mais robusto, com informagdes mais
consistentes e maior capacidade de atender padrdes cientificos e regulatorios.

REFERENCIAS

1. Castello Branco ACS da S, Santos JAA, Medeiros ACM, Oliveira KM, Silva AJS, Diniz MFFM, et al. Pa-
rametros bioquimicos e hematoldgicos de ratos Wistar e camundongos Swiss do Biotério Professor Thomas
George. Rev Bras Cienc Saude. 2011;15(2):209-14.

2.Santos JCP. Uso de glicosimetro em animais — uma revisao da literatura [Trabalho de Conclusdo de Curso].
Jodo Pessoa: Universidade Federal da Paraiba; 2017.

3. Sartori CR, Miguel TT, Aratijo N. Glicemia como parametro metabolico em roedores: importancia e varia-
veis moduladoras. Rev Bras Cienc Biomed. 2022;9(2):55-63.

4. Ginnetti B, Fuchs D, Ellersieck M, Garner J, Johnson R. Glycemia in laboratory rats: physiological varia-
tions according to sex, age and fasting. J Am Assoc Lab Anim Sci. 2019;58:460-8.

5. Rodriguez E, Sanchez M, Pérez M, Garcia A, Lopez M. Influence of estrous cycle on glycemic profile in
female rats. Endocr Res. 2017;42(3):207-15.

6. Felasa. Recommendations for the health monitoring of mouse, rat, hamster, guinea pig and rabbit colonies
in breeding.

104



	_Hlk200551686
	_Hlk196320061
	_Hlk195773186
	_Hlk202285497
	_Hlk196554714
	_Hlk203496149
	FERRAMENTA_DE_VISÃO_COMPUTACIONAL_PARA_S
	Alberto_Torres_Angonese1,_João_Pedro_Mor
	_bookmark7
	Prefácio 
	O EFEITO DA SEMAGLUTIDA NA MODULAÇÃO DOS NEUROTRANSMISSORES MEDIADOS PELOS AGONISTAS DOS RECEPTORES GLP-1
	Aimée de Almeida Carreiro, Giovanna Simões Macedo, Ana Carolina Rocha de Lima, Karla Maria Gonçalves Brito de Sousa, Gleiciane Pereira de Souza, Poliana Ferreira de Oliveira, Mariana de Jesus Barboza, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos
	AUTOTRANSPLANTE DE TECIDO PARATIREOIDIANO CRIOPRESERVADO NO TRATAMENTO DO HIPOPARATIREOIDISMO PÓS-OPERATÓRIO. ESTUDO EXPERIMENTAL
	Barbara Alves de Melo Sá, Camila Tolentino de Sá, Antonella Cisari Constanza, Amanada Matias Bezerra, Gabrielle Goulart Balthazar, Luca Magalhães Beisl, Pedro Henrique Nascimento Ornelas, Victoria Scheeffer Carvalho de Almeida, Catarina Pinto Nogueira de 
	ESTUDO DA SUPRESSÃO DOS HORMÔNIOS TIREOIDIANOS NOS ÓRGÃOS REPRODUTORES MASCULINOS DE RATOS WISTAR 
	Carina Teixeira Ribeiro, Maria Eduarda Monteiro Silva, Maria Julia Desouzart de Aquino Viana, Bruna Silveira de Oliveira, Juliana Jesus de Monteiro Alves
	TÉCNICA OPERATÓRIA MODIFICADA DE MIECTOMIA TOTAL E AVALIAÇÃO DIAGNÓSTICA POR BIOMICROSCOPIA ULTRASSÔNICA ENDOLUMINAL EM RATOS
	Amanda Matias Bezerra, Raphaela Valente de Almeida Ito, Pedro Filipe Campos Rampini, Ricardo Maia Cruz Brazuna, Júlia Gonçalves de Marina, Giovana Monteiro Martins Teixeira, Vanessa Henriques Novaes da Silva, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconc
	FERRAMENTA DE VISÃO COMPUTACIONAL PARA SUPORTE AO TESTE DE CAMPO ABERTO (OPEN FIELD TEST)
	Alberto Torres Angonese, João Pedro Moreira Ferreira, Marcel Vasconcellos, Rafael Soares Areal Costa, Valéria Cristina Lopes Marques, Arthur da Conceição Cunha, Gustavo Mattos Rodrigues,Marco Antônio Araujo de Almeida, Ana Beatriz Rocha Câmara, Pedro Augu
	ENTRE O REAL E O VIRTUAL: UMA ANÁLISE COMPARATIVA COM ROEDORES UTILIZANDO A CAIXA DE SKINNER E O TESTE DO CAMPO ABERTO
	Drielly Abreu de Souza, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos
	UTILIZAÇÃO DA PELE DE TILÁPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS) PROCESSADA EM GLUTARALDEÍDO 0,5% OU CLOREXIDINA 2% EM HERNIOPLASTIA ABDOMINAL DE RATTUS NORVEGICUS VARIEDADE WISTAR
	Síria da Fonseca Jorge, Luiza Lobo Caitano, Júlia de Oliveira Araujo Almeida, Letícia Arthou Aatahides, Maria Júlia Ribeiro de Oliveira, Juliana de Jesus Monteiro Alves, Carolina Seabra da Costa, Marcelo Abidu Figueiredo 
	EFEITOS TRANSGERACIONAIS DA SEPARAÇÃO MATERNA EM FILHOTES DE RATOS WISTAR: ANÁLISE COMPORTAMENTAL POR MEIO DOS TESTES DE CAMPO ABERTO E LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA
	Geórgia Rosa Lobato, Suzana Maria Bernadino Araújo, Maria Eduarda Cordeiro da Cunha, Camila Matos Assunção Ana Carolina Klein dos Santos, Aline Pacheco Moura da Silva, Valéria Cristina Lopes Marques, Marcel Vasconcellos
	AVALIAÇÃO DA NANOEMULSÃO DE Brugmansia suaveolens NA CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS CUTÂNEAS EM RATOS
	Ana Carolina Borba de Frias, Marcel Vasconcellos, Sandro Pinheiro da Costa
	VALORES GLICÊMICOS DE REFERÊNCIA DA INSTALAÇÃO DE CIÊNCIA ANIMAL
	Poliana Ferreira de Oliveira, Marcely Adachi Custódio, Jennyffer Ferreira Varela, Ana Vitória Araujo de Souza, Anna Julia Rodrigues Kobbi, Hemily de Siqueira Pinheiro, Julia Vieira Morais, Julia Cardoso de Oliveira, Mariana de Jesus Barboza, Gustavo Kimus

