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A BIOMICROSCOPIA ULTRASSONICA
ENDOLUMINAL ASSOCIADA COM A ENDOSCOPIA
CONVENCIONAL NADETECCAO DO TUMOR
ESOFAGICO EM RATOS. ESTUDO MULTICENTRICO

Marcel Vasconcellos', Raphaela Valente de Almeida Ito?, Pedro Filipe Campos Rampini?,
Ricardo Maia Cruz Brazuna?, Maria Paula Pinheiro Silva?, Julia Gon¢alves de Marins?,
Graziela Cypriano Sereno Diniz?, Barbarah Fernandes Wailante?, Joao Carlos Machado®

1 - Docente do Curso de Graduag¢do em Medicina do UNIFESQ; 2 - Discente do Curso de Gradua¢do em Medicina
do UNIFESO; 3 - Docente Titular do Programa de Pds-graduacdo em Engenharia Biomédica da COPPE-UFRJ.

Agéncia de Fomento: FAPERJ SEI-RJ 260003/019572/2002.

RESUMO

Introducao: Segundo o Instituto Nacional de Cancer, a taxa de sobrevida global para o cancer esofa-
gico em cinco anos € de apenas 19,9%, e na maioria dos pacientes a doenca € assintomatica em seus esta-
gios iniciais. Para um tratamento eficaz, torna-se crucial o diagndstico precoce. A endoscopia convencional,
considerada padrao-ouro, apresenta falhas na deteccéo precoce do cancer esofagico, haja vista a distribuig@o
esparsa das lesdes neoplasicas e suas discretas alteragdes macroscopicas. Apesar dos avancos alcangados com
as técnicas diagnosticas do cancer de esdfago, ha espaco para o aprimoramento ¢ desenvolvimento de tecno-
logias/procedimentos e, quanto a isso, os modelos animais sdo importantes na realizacdo de testes iniciais.
Objetivos: Detectar tumor esofagico em ratos (Rattus norvegicus) por imagens de biomicroscopia ultrassonica
endoluminal (BMUe), associada com a endoscopia convencional. Métodos: Pretende-se abordar dois modelos
de carcinogénese esofagica. O primeiro baseia-se na indugédo cirurgica da Doenga do Refluxo Gastroesofagico
(DRGE), a qual participa dos complexos eventos fisiopatoldgicos do cancer de esdéfago, e um segundo, na
infiltragdo de uma suspensdo contendo células da linhagem tumoral LLC-WRC 256, na camada submucosa
do esofago abdominal. Os achados (presenca e tamanhos de tumores, pardmetros histoldgicos e imuno-histo-
quimicos) serdo analisados com o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste t (Welch) com a
correcdo de Bonferroni, considerando-se um intervalo de confianca de 95% e grau de significancia de 5% (p
<0,05). Resultados preliminares: O modelo experimental da DRGE foi desenvolvido com sucesso. Durante
o periodo de 30 dias, verificou-se dilatagdo géstrica provocada pela vagotomia, além de sinais clinicos de re-
gurgitacdo. As amostras histoldgicas foram submetidas ao exame imuno-histoquimico, para a imunoexpressao
dos biomarcadores p53, E-caderina, e EGFR. No que tange a formac¢ao dos discentes, o estudo foi proveitoso,
haja vista o desenvolvimento cognitivo e motor obtido durante as cirurgias e os debates suscitados acerca da
doenca humana.

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

O Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima para cada ano do tri€énio 2023-2025, o surgimento de
10.990 novos casos de cancer esofagico. Segundo o INCA, a taxa de sobrevida global, em cinco anos, ¢ de
apenas 19,9% e na maioria dos pacientes a doenga ¢ assintomatica em seus estagios iniciais. Portanto, para um
tratamento eficaz torna-se crucial o diagndstico precoce, uma vez que a sobrevida do paciente se relaciona ao
grau de invasdo tumoral.

Em 96% dos casos diagnosticados, o tipo histologico prevalente ¢ o carcinoma escamocelular, o qual se
encontra entre os tipos mais agressivos de cancer e de pior prognostico, seguido do adenocarcinoma esofagico,
cuja incidéncia aumentou a partir da ultima década.'

Embora a endoscopia convencional seja considerada padrdo-ouro, ela apresenta falhas na detecgdo pre-
coce do cancer esofagico, haja vista a distribuicao esparsa das lesdes neoplasicas e suas discretas alteragdes
macroscopicas®. Desta forma, considerando-se que fatores clinicos e endoscopicos ndo apresentam sensibili-
dade e especificidade necessarias a estratificagdo de risco para o cancer esofagico, novos sistemas de imagem
passaram a ser investigados, a exemplo da endoscopia com magnificacdo, cromoendoscopia digital (sistemas
FICE®, iISCAN®, Narrow Band Image®), e endomicroscopia confocal a laser®.

Com relagdo ao emprego da ultrassonografia, Murata et al.*, aduziram que embora a ultrassonografia en-
doscopica (UE) de alta frequéncia pudesse apresentar limitagdes quanto a precisdo em detectar canceres com
invasdo da camada submucosa, sua acuracia se mostrou satisfatoria em determinar a profundidade da invasao
neoplasica. Desta forma, os pesquisadores propugnaram a combinagdo de diagnosticos endoscopicos e ultras-
sonograficos no estadiamento do cancer esofagico4. Em 2012, Yoshinaga et al.’ relataram a elevada acuracia
da UE, em 20 MHz, na determinagdo da profundidade de invasdo maligna no cancer precoce de esofago.

Em 2006, Buttar et al.®, utilizaram a ultrassonografia endoluminal para identificar a presenca de tumor no
esofago de ratos submetidos a esofagojejunostomia. No entanto, o estudo apresentou limitagdes por ndo asso-
ciar a endoscopia digestiva, o que impediu a visualizagdo da mucosa esofagica. Ademais, o método aumentou
o risco de broncoaspiragdo, e desse modo, os exames necessitaram ser realizados em tempo exiguo.

Em 2016, Magalhdes et al.” classificaram e correlacionaram, com sucesso, a gravidade das lesdes na
esofagite caustica com achados ultrassonograficos obtidos pelo uso combinado da endoscopia digestiva e o sis-
tema de biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe) operando em 40 MHz. Nesse caso, a possibilidade
de broncoaspiragdo durante o exame foi prevenida ao se intubar o animal. Da mesma forma, em estudos que
analisaram lesdes do colon em camundongos, a conjugacgdo da endoscopia com a BMUe mostrou-se crucial na
obteng¢do das imagens.’’

Apesar dos avangos alcangados com as técnicas diagnodsticas de cancer de es6fago, ha espaco para o
aprimoramento e desenvolvimento de tecnologias/procedimentos e quanto a isso, os modelos animais sdo
importantes na realizagdo de testes iniciais. Mesmo considerando que nenhum modelo animal vislumbre a
complexidade genética, bioldgica e molecular do cancer esofagico humano, avangos na ciéncia basica e trans-
lacional se fazem necessarios.

Pretende-se, no presente estudo, estabelecer dois modelos de carcinogénese esofagica. O primeiro ba-
seia-se na inducdo cirargica da Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE), a qual participa dos complexos
eventos fisiopatologicos da doenga, e um segundo, na infiltragdo de uma suspensao contendo células tumorais,
na camada mucosa esofagica.

A segunda abordagem iré partir da aquisi¢do da linhagem tumoral LLC-WRC 256 (CCL-38™), da Ame-
rican Type Culture Colection (ATCC®, Manassas, VA, US). Com isso, o desenvolvimento de um modelo mu-
rino de cancer esofagico tornar-se-a factivel, considerando que tumores espontaneos sdo extremamente raros
nesta espécie.
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Vale ressaltar que no tumor de Walker ¢ possivel observar os trés estagios da carcinogénese: iniciacao,
promocdo e progressao em um periodo de 12-16 dias. Ademais, o tumor apresenta comportamento biologico
agressivo, ¢ localmente invasivo e com alta capacidade metastatica. Este tumor tem crescimento acelerado,
0 que causa caquexia e estresse oxidativo, e ainda apresenta elevada demanda metabdlica, a exemplo do que
ocorre em pacientes com cancer.!”

O acompanhamento das alteragdes morfologicas do es6fago, associadas aos dois modelos propostos de
carcinogénese esofagica, sera realizado por meio de imagens de endoscopia e de BMUe, levando-se em conta
a experiéncia do grupo do Laboratorio de Ultrassom (LUS) quanto ao desenvolvimento da instrumentagdo de
BMUe como também na utilizagdo dela, conjugada a endoscopia, para a aquisi¢do de imagens do trato gas-
trointestinal de ratos (Rattus norvegicus) e de camundongos (Mus musculus).

JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que a grande maioria dos pacientes com cancer esofagico procuram assisténcia médica em
estagios avangados da doenca, a validacdo de um sistema ultrassdnico que produza imagens, em tempo real,
com resolucdes compativeis com a da microscopia dptica panoramica, como no caso da BMUe, permitird ao
médico endoscopista diagnosticar com maior precisdo a doenga, reduzindo o tempo para inicio do tratamento.
Desta forma, é imperativo testar o potencial diagndstico da BMUe em modelos animais de carcinogénese eso-
fagica, para futuramente realizar-se um trabalho translacional para o emprego da técnica em humanos.

OBJETIVOS

Objetivo primario:

* Detectar a presenca de tumor esofagico em ratos por imagens de biomicroscopia ultrassonica endolumi-
nal (BMUe) associada com a endoscopia convencional.

Objetivos secundarios:

* Induzir o desenvolvimento tumoral em ratos por meio da infiltragdo de uma suspensdo contendo 10°
células da linhagem tumoral LLC-WRC 256, na camada mucosa esofagica;

» Simular a Doenga do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) em ratos, com base na técnica operatoria da
miectomia total associada a vagotomia troncular;

* Realizar um acompanhamento da evolugdo tumoral esofagica por meio de imagens de BMUe ¢ de en-
doscopia adquirida in vivo;

» Comparar os achados nas imagens com aqueles obtidos por exame das pecas de esofago.

* Comparar a imunoexpressdo dos biomarcadores oncogénicos e de atividade mitotica: p53, E-caderina,
e EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) nos diferentes grupos experimentais.

* Capacitar discentes da Inicia¢ao Cientifica do Curso de Graduagdo em Medicina na pesquisa aplicada.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da amostra e desenho do estudo experimental

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario Serra
dos Orgaos- UNIFESO, em 10 de dezembro de 2021, sob o n.° de protocolo 525/2021 e encontra-se segundo a
Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008, bem como em conformidade com os principios adotados internacio-
nalmente, sobre a utilizacdo, manutengao e protecao de animais de laboratorio.

Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa serao utilizados 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia — Berkenhaout, 1769), machos, com média de idade de trés meses e peso de 300 + 20 g, procedentes
da Instala¢do de Ciéncia Animal do UNIFESO, Campus Quinta do Paraiso, Teresopolis—RJ. Os animais serdo
mantidos em macro e microambiente adequados, compreendendo gaiolas com ventilagdo apropriada (15-25
trocas de ar/hora), iluminagdo em conformidade com o ciclo circadiano (325 lux a 1m do piso), controle de
temperatura (22 + 2 °C), umidade (55 £ 5%), além de cuidados padronizados de alimentacdo (ragdo Nuvilab
CR-1 Irradiada, Quimtia®, PR. BR), higiene e agua ad libitum.

Desenho do estudo experimental

Os animais serdo randomizados em cinco grupos:

I) Grupo Controle (GC, n = 12); sem procedimento cirirgico. Aquisi¢do de imagens in vivo do esofago
por BMUe e endoscopia digestiva, em D1. Em seguida, serao realizados exames histoloégicos e imuno-histo-
quimicos dos espécimes esofagicos correspondentes.

IT) Grupo Simulagao (GS, n = 12); simulagdo do procedimento cirurgico de miectomia total (por palpacgio
do es6fago), e apds 10 dias, aquisicdo de imagens esofagicas por BMUe e endoscopia digestiva. Em seguida,
serdo realizados exames histoldgicos e imuno-histoquimicos dos espécimes esofagicos correspondentes.

IIT) Grupo Refluxo Gastroesofagico (GRGE, n = 12); laparotomia mediana, seguida de seccdo das tinicas
adventicia e muscular do esofago distal, proximo a juncdo gastroesofdgica, estendendo-se longitudinalmente
por = 7,5-10 mm (diregdo cranio-caudal). As tiinicas submucosa e mucosa serdo preservadas. Apds a cirurgia,
os animais serdo mantidos em jejum alimentar por trés dias, seguida da administracdo de racdo timida. Aos
7 dias sera fornecida ragdo comercial. Apds 30 dias, serdo obtidas imagens in vivo por BMUe e endoscopia
digestiva, além de exame histoldgico e imuno-histoquimico dos espécimes esofagicos correspondentes.

IV) Cancer Esofagico! (GCEI1, n = 12); infiltragdo de uma suspensdo contendo 10° células da linhagem
tumoral LLC-WRC 256 na camada submucosa esofagica. Apos a cirurgia, sera iniciada uma dieta como pro-
posta para o GRGE e 10 dias ap6s, obtidas imagens por BMUe e endoscopia digestiva do 6rgdo, seguidas de
exame histologico e imuno-histoquimico dos espécimes esofagicos correspondentes.

V) Cancer Esofagico? (GCE2, n = 12); procedimento similar ao grupo anterior, porém com as imagens,
exames histoldgicos e imuno-histoquimicos obtidas apos 20 dias. A indugdo cirurgica da doenga esofagica
seré realizada na Instalagio de Ciéncia Animal do UNIFESO (Centro Universitario Serra dos Orgdos, Campus
Quinta do Paraiso, Teresopolis-RJ), e as imagens de BMUe e de endoscopia convencional adquiridas no Labo-
ratorio de Ultrassom (LUS) do Programa de P6s-Graduagao em Engenharia Biomédica (PEB/COPPE/UFRJ).

10
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Sintese dos procedimentos em linha do tempo

A figura 1, resume os principais eventos que comporao o delineamento experimental do estudo, sequen-
ciados em linha temporal.

Figura 1. Linha temporal

GCE 2
BMUe | End.
Histo.+ IHQ

GCE 1
EMUe | End.
Histo. + IHG

r - Histo. + IHQ

GC
BMUe / End.
Histo. + IHQ

t o D10 D20 D30

GC = Grupo Controle; GS= Grupo Simulaciio; GRGE = Grupo Refluxo Gastroesofigico; GCEl = Grupo Cincer Esofagico 1; GCE2
Grupo Cincer Esofigico 2; Hist./THQ = Histologia/Tmuno-histoquimica. BMue/End = Biomicroscopia Ultrassénica Endoluminal
associada a Endoscopia Convencional. Fonte: Autores, 2024,

Descricao da técnica operatoria de miectomia total esofagica com vagotomia troncular

Apos cuidados de assepsia e antissepsia, o animal sera anestesiado com a associagdo de 75-100 mg/kg de
cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin® Syntec, SP, BR) e 5-10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Xila-
zin® Syntec, SP, BR) ambos na mesma seringa e aplicados por via intraperitoneal (I.P). Em seguida, o animal
sera posicionado em decubito dorsal, procedendo-se & laparotomia mediana com 3 cm de extensdo a partir do
apéndice xifoide até a topografia do umbigo, seguido de ressec¢do da camada muscular esofagica, proximo a
jungdo gastroesofagica, estendendo-se cranial e longitudinalmente por cerca de 7,5-10 mm.

O passo seguinte consistira na sintese cirurgica da parede abdominal e da pele com sutura ancorada de
Ford com uso de nailon 2-0 (Ethicon™ Johnson & Johnson MedTech, CA, US). Como analgesia preemptiva,
sera administrada 1 mg/kg de cloridrato de tramadol (Tramal®, Griinenthal do Brasil Farmacéutica Ltda., SP,
BR) por via intramuscular, 30 minutos antes do procedimento operatorio. Serdo excluidos os animais que
apresentarem perfuragdo e/ou hemorragia no eséfago, estomago e/ou duodeno. Os animais serdo monitorados
quanto a presenga de distirbios de motilidade esofagica por cerca de 30 dias.

Cuidados pos-operatorios e de suporte nutricionais

Como controle da dor pés-operatoria, sera utilizado uma vez ao dia, cloridrato de tramadol (Tramal®) 1
mg/kg via IP, seguido da administracdo de Ibuprofeno (Alivium®, Brainfarma Industria Quimica e Farmacéu-
tica S.A. GO, BR) diluido na agua de beber (30 mg/kg) durante 7 dias. Os animais que apresentarem sintomas
algicos graves ou anorexia, serdo eutanasiados por motivos humanitarios.

11
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Descricao da técnica de cultivo celular e preparo da suspensio de células tumorais

A cultura criopreservada contendo 5,6 x 10° células (CCL-38™) sera adquirida da American Type Culture
Colection (ATCC®), por meio de seu representante comercial no Brasil (Pensabio Instrumentos de Biotecnolo-
gia Ltda.®, SP, BR). Os seguintes procedimentos serdo realizados:

Preparo da suspensio de células tumorais

A recepgao e preparo da suspensdo serdo realizados no Laboratdrio de Ensaios Pré-Clinicos — LAEPC
do Departamento Experimental e Pré-Clinico da Bio-Manguinhos da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Apos o descongelamento, as células tumorais serdo cultivadas em meio de cultura Sigma 199 M4530®
contendo 5% de soro de cavalo normal estéril e 1 ml de penicilina e estreptomicina. Frascos de cultura de 150
cm? serdo usados para crescimento celular, e uma vez que > 90% de confluéncia for atingida, as células pas-
sardo a ser separadas pela adi¢do de 3,5 mL de tripsina a 1% (Sigma®). As células serdo entdo centrifugadas
(5 minutos a 1.500 RPM) e depois ressuspensas em meio de cultura isento de soro. O numero de células sera
calculado com uso de um hemocitdmetro e entdo diluido, de modo que, ao final, haja a concentragdo de 10°
c¢lulas/ml na suspensao.

Periodo estimado para o surgimento dos tumores esofagicos e tempo de sobrevida global

Estudos indicam que apos a infiltragdo, a sobrevida de ratos Wistar encontra-se em torno de 13 dias
quando se faz o procedimento no mtsculo do membro posterior (10° células), 14 dias em rim direito (3 x 10°
células), 10 dias no pulmao (5 x 10° células), 13 dias no estdomago (10 células) e 10 dias no figado (3 x 10°
células).!

Com relagdo ao modelo baseado no refluxo gastroesofagico, Matsui et al.'* estimaram que o Esofago de
Barrett (EB) é observado 10 semanas apds o inicio do refluxo. Ja a displasia e o adenocarcinoma esofagico
surgem a partir de 17 e 24 semanas, respectivamente.

Transporte dos animais

Para a obtengdo das imagens de BMUe e de endoscopia convencional, cada animal sera transportado
individualmente da Instalacdo de Ciéncia Animal (Teresopolis—RJ) até o Laboratorio de Ultrassom da COPPE/
UFRJ (Cidade Universitaria—RJ), para que a satide ¢ o bem-estar seja preservado, mantendo-o acomodado em
gaiola sem dgua e sem alimento. A temperatura do veiculo sera adequada para a espécie (22 + 2 °C). Antes da
retirada do biotério, o animal seré inspecionado pelo responsavel técnico (RT), que emitira o atestado sanitario
para ser utilizado na emissao da Guia de Transito Animal (GTA) e recolhimento da taxa (DARE) para cada
deslocamento realizado.

Exame ultrassonografico e endoscopico

As imagens ultrassonograficas serdo adquiridas por meio do sistema BMUe (resolugdes axiais e lateral da
ordem de 30 e 100 pm, respectivamente) desenvolvido no proprio LUS (Fig. 2), o qual utiliza uma minissonda
de ultrassom de 40 MHz, na forma de cateter, inserida através do canal de biopsia de um endoscopio flexivel
(Richard Wolf7 325.152, didmetro externo: 2,5 mm, Vernon Hilss, IL, US).
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Figura 2. Sistema de BMUe ¢ de endoscopia convencional
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Principais partes do sistema projetado no Laboratdrio de Ultrassom (COPPE), para exibir imagens ultrassonicas blomicroscopicas €
endoscopicas simultaneamente. Fonte: Magalhies Gomes er al. (2016).7

O sistema BMUe de 40 MHz usa um cateter minissonda com 3,6-F de didmetro (Atlantis SR Pro Coronary
Imaging Cateter, Boston Scientific, Natick, MA, US), projetado para imagens IVUS, para transmitir e receber pulsos
de ultrassom. A minissonda sera inserida no canal de trabalho do endoscopio com a ponta do nucleo de imagem
colocada fora extremidade distal do canal acessorio, mas ainda o mais proximo possivel da extremidade do endos-
copio. Assim, as regides de interesse para BMUe e endoscopia serdo coincidentes, tanto BMUe quanto imagens
endoscopicas adquiridas a taxa de 3,8 quadros/s e exibidos, simultaneamente, lado a lado em uma tela de video.

Durante o exame para aquisicdo das imagens, o esdfago serd irrigado com solugdo salina, injetada por
meio de um acesso do cateter minissonda, para atuar como meio de acoplamento do ultrassom entre o trans-
dutor e a parede do es6fago. As interconexdes entre os componentes do sistema de imagem serdo projetadas e
implementadas no laboratdrio onde a presente investigacao ocorrera. O processamento desses sinais para gerar
as imagens correspondentes ¢ exibi-las simultaneamente serdo controlados por computador pelo LabVIEW
(Versao 8.5, National Instruments, Austin, TX, US), rodando em Windows XP. As imagens BMUe serdo gera-
das a uma velocidade do som de 1.500 m/s.

Para a aquisi¢do simultanea das imagens endoscopicas e de BMUe em modo-B a anestesia sera breve-
mente induzida com isoflurano a 1,5% em 1,5 L/min de oxigénio, utilizando um sistema de anestesia para
animais de laboratorio (EZ-700, Euthanex, Palmer, PA, US), em seguida, sera aplicada uma solugao composta
por cloridrato de cetamina a 10% (75-100 mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (5-10 mg/kg), ambas na mesma
seringa, via I.P e depois o animal colocado em posi¢do ortostatica, com os incisivos fixados a um elastico em
uma plataforma de acrilico (RIS-100, Biotex, Inc. Houston, TX, US), para manter a cavidade oral aberta.

A entrada traqueal podera ser visualizada utilizando uma 6ptica Hopkins (I 64301 AA, Karl Storz, Tuttlin-
gen, DE), com didmetro externo de 1,9 mm e comprimento de 10 cm, revestido por uma bainha (Karl Storz,
Tuttlingen, DE), com diametro externo de 2,5 mm e canal de trabalho de 1,1 mm de diametro, que recebera
iluminagdo a partir de uma fonte de luz de xendnio (Xenolux 180, Confiance Medical, RJ, BR). A 6tica sera
acoplada a microcamera (H3-Z; Karl Storz, Tuttlingen, DE) conectada a processadora de video (Image I HD;
Karl Storz, Tuttlingen, DE). Um fio guia flexivel (didmetro externo de 0,88 mm) sera passado pelo canal de
trabalho da bainha do sistema 6tico e introduzido na traqueia do animal ap6s a visualizagdo das cordas vocais.
O sistema otico, entdo, serd retirado da cavidade oral, permanecendo apenas o fio guia no interior das vias aé-
reas. Apds isto, um cateter intravenoso Jelco 16 G® sera inserido no interior da traqueia orientado pelo fio guia,
que sera retirado imediatamente ap6s. O cateter traqueal sera conectado a um sistema de suporte de oxigénio.
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Com o rato intubado, um endoscépio flexivel (coledocoscopio Richard Wolf 2,5 mm, IL, US), acoplado
a uma microcamera (Karl Storz, Tuttlingen, DE) conectada a processadora de video (Image I HD; Karl Storz,
Tuttlingen, DE), com uma fonte de luz de xénon (Confiance Medical, RJ, BR), sera passado através de um
bocal pela cavidade oral até o esdfago distal.

Analise das imagens de endoscopia e BMUe

As imagens endoscopicas serdo examinadas, sendo emitido um diagnoéstico de acordo com a classificagdo
descrita por Zargar et al.'* (Tabela 1), contendo os escores para os achados endoscopicos. As imagens ultras-
sonograficas da BMUe também serdo examinadas e um diagnoéstico serd dado baseado nos critérios descritos
por Magalhaes et al.” (Tabela 2).

Tabela 1. Classificaciio histoldgica para esofagite

Giran Achados histoligicos
0 Mucosa lisa, cor normal
1 Edema e hiperemia
1a Friabilidade, hemorragias, erosdes, bolhas, membranas eshranquigadas, exsudatos e ulceragbes superficiais
2h Gran 2a, mais ulceragbes profundas e circunferenciais
3a Pequenas dreas dispersas de necrose
3b Necrose extensa

Fonte: Zargar et af 13

Tabela 2. Classificaciio em relagfio aos achados de BMUe

Achados de biomicroscopia ultrassonica (BMUe)

Grau 0 Parede com espessura normal

Graul Parede com espessura anumentada

Grau Il | Grau I mais alteragdes na textura da imagem em um segmento circular
da parede

GrauIIT | Alteragdes na textura da imagem ao longo de toda a circunferéncia da
parede ou grau 11l mais ulceragao

Fonte: Magalhdes ef af.7

As imagens de BMUe dos grupos experimentais serdo analisadas qualitativamente e comparadas com a
histologia post mortem.

As imagens da BMUe também serdo analisadas em relagdo a espessura da parede, utilizando o programa
de processamento de imagem ImagelJ (National Institute of Health, Bethesda, MD, US) para a obtencao das
medidas.

O valor médio da espessura da parede do esofago de cada rato examinado sera obtido apos a realizagdo
da medi¢do em dez locais, onde for evidenciado maior espessamento. A distancia radial entre o limite interno
da mucosa e o limite externo da camada muscular externa sera considerada em cada medic¢do. O valor médio
sera utilizado na analise estatistica.
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Estudo histologico e imuno-histoquimico

Ap6s a aquisicdo das imagens, sera induzida a morte nos animais por sobredose anestésica, para a excisdo
do segmento esofagico distal.

As amostras serdo enviadas ao Servigo de Anatomia Patologica (SAP), do Hospital Universitario Cle-
mentino Fraga Filho (HUCFF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Ap6s a fixagdo durante 24 horas em paraformaldeido a 4%, amostras do segmento distal esofagico serdo
fragmentadas e emblocadas na posicao vertical, em parafina, de modo a se obter cortes no plano transversal. O
seccionamento dos blocos sera realizado selecionando fatias de 5 um a cada 50 pm, os quais eram desprezados,
de maneira a obter diferentes segmentos para analise.

Em seguida, os cortes serdao colocados em laminas e corados por Hematoxilina ¢ Eosina (H&E). Os
parametros histologicos (tamanho e niumero de tumores) de cada animal serdo avaliados de modo cego, sem
identificar o nimero e grupo de cada animal para o pesquisador avaliador.

Serdo realizadas analises semiquantitativas, para a imunoexpressdo dos biomarcadores oncogénicos e
de atividade mitotica: p53, E-caderina, ¢ EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Os resultados serdo
avaliados por cegamento.

Analise estatistica dos dados

Os achados (presen¢a e tamanhos de tumores, parametros histoldégicos e imuno-histoquimicos) 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 confianga de 95% e grau de significancia de 5% (p < 0,05). Serd usado
o software livre Jamovi (Versdo 1.1.9), que tem como base a linguagem estatistica R.

RESULTADOS PRELIMINARES E DISCUSSAO

As imagens esofagicas de ratos, adquiridas in vivo foram baseadas no uso simultdneo do ultrassom de
alta frequéncia e na endoscopia convencional. Em conjunto, as técnicas permitiram avaliar simultaneamente
a superficie da mucosa esofagica, por meio da endoscopia Optica, e as camadas da parede do es6fago, com a
ultrassonografia.

Estudos anteriores do nosso grupo, utilizaram técnica semelhante na deteccdo e seguimento de tumores
do c6lon decamundongos®?, na avalia¢ao da inflamagdo do célon em ratos8, além da classificagdo endoscopi-
ca da esofagite caustica aliada a medi¢Oes de espessura parietal do 6rgéo’.

Nesse contexto, apesar dos avangos alcangados com as técnicas diagnosticas de imagem e estadiamento
do cancer de es6fago, ha espaco para o desenvolvimento de novas tecnologias/procedimentos e, quanto a isso,
os modelos animais sdo importantes na realizagdo de testes iniciais.

O estudo desenvolvido na Instalacao de Ciéncia Animal do UNIFESO, Campus Quinta do Paraiso, Tere-
sopolis—RJ e no Laboratério de Ultrassom (LUS) do Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pds-Graduagéo e Pes-
quisa de Engenharia (COPPE-UFRJ), utilizou ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia — Berke-
nhaout, 1769), machos, da linhagem Wistar, heterogénicos e mantidos sob condigdes ambientais controladas.

A escolha do rato Wistar baseou-se na sua docilidade, pequeno porte, facilidade de criagdo, assim como
na viabilidade de realizar a técnica operatéria e aquisicdo de imagens endoluminais. Ademais, utilizaram-se
animais do mesmo sexo, com peso e idade aproximados, 0 que proporcionou uma amostra uniforme.

No que tange a anatomia, histologia e fisiologia do es6fago murino ¢ do homem, ambas as espécies
possuem camada muscular esofagica composta tanto de musculo esquelético (controle voluntario) quanto liso
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(controle involuntario). As partes compostas por musculo liso do corpo do es6fago sdo inervadas pelo nervo
vago, que controla o peristaltismo sob condigdes fisiologicas.'*!?

No homem, assim como no rato, cerca de 5-33% do es6fago proximal ¢ constituido por musculo esquelé-
tico. Os 35-40% intermediarios sdo uma mistura de musculo esquelético e liso, e os 50 a 60% distais sdo com-
postos de musculo liso.!"? Nos ratos também ocorre a transi¢do gradual do mutsculo estriado para o liso, com
uma zona mista contendo ambos os tipos de fibras musculares (aproximadamente 35% do comprimento total
do esdfago) ao redor do nivel do arco aortico. Os dois tergos distais sdo formados por musculo liso, de contro-
le involuntario.'*!> Por sua vez, os mtsculos sdo organizados em camadas circulares internas e longitudinais
externas. Na espécie humana, a inervagdo neural do es6fago ¢é realizada pelo plexo mioentérico (Auerbach),
localizado entre as duas camadas musculares; e pelo plexo submucoso de Meissner. O plexo mioentérico ¢
responsavel pelo peristaltismo esofagico, ao passo que o complexo Meissner € o sitio dos impulsos sensoriais
aferentes.'

Embora a interagdo precisa entre a morfologia e a fungdo dos plexos nervosos ndo esteja totalmente clara,
existem dois neurotransmissores principais no plexo mioentérico. Os neurdnios excitatérios liberam acetilco-
lina (ACh), que medeia a contragdo tanto da camada muscular circular quanto da longitudinal. Os neur6nios
inibitorios afetam predominantemente a camada muscular circular através da liberagao de 6xido nitrico (NO).
A estimulagdo excitatoria da ACh tem seu maior efeito nas porgdes proximais, enquanto o efeito inibitorio do
NO ¢ observado distalmente.'*!>

O relaxamento do EEI ocorre em resposta a degluti¢do, podendo também ocorrer em resposta a disten-
sdo do esofago (peristaltismo secundario), ou até mesmo na auséncia de peristalse.'®!! Assim, o relaxamento
transitorio do esfincter esofagico inferior (RTEEI) desencadeado pela distensdo gastrica ¢ um reflexo vagal
que compde a digestao normal. O RTEEI representa o principal mecanismo de refluxo gastresofagico em indi-
viduos normais e naqueles com DRGE leve.!*"

Em anima nobile, a barreira gastroesofagica (antirrefluxo) ¢ formada pelo esfincter esofagico, diafragma
crural, ligamento frenoesofagico e angulo de His, que causa uma entrada obliqua do es6fago no estomago. Nos
ratos, a pressao nas duas extremidades da barreira gastroesofagica € muito maior do que o gradiente de pressao
encontrado no torax ou abdome durante qualquer fase do ciclo respiratorio. Em condigdes fisiologicas, a forga
e pressdo desta barreira tornam quase impossivel o refluxo em ratos. Vale lembrar que o refluxo é um processo
passivo, em que ocorre um fluxo do contetido alimentar ndo digerido do estdbmago para o esdfago.?

Com base nos modelos experimentais de refluxo gastroesofagico e do Esofago de Barret encontrados na
literatura pesquisada, optou-se pela técnica operatéria de miectomia total associada a vagotomia troncular, a
qual produz refluxo gastroduodenoesofagico moderado, sendo capaz de reduzir a probabilidade de 6bitos por
broncoaspiragdo.'*'¢ O procedimento cirurgico foi realizado na Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO, e
dada a rigorosa assepsia e antissepsia pré-operatoria, nao foram utilizados profilaticamente antibidticos, devi-
do a baixa possibilidade de ocorrerem infecgdes.

Procedeu-se a ressec¢do da camada muscular (= 7,5-10 mm) do esdfago intra-abdominal (Fig. 3), seguida
de sintese cirargica. O tempo operatdrio médio foi de 20 minutos, portanto curto. Apos o procedimento, os ani-
mais foram submetidos aos cuidados pds-operatorios de analgesia e aquecimento, seguido do jejum alimentar
por trés dias. Em seguida, receberam quantidades crescentes de racdo umedecida. Aos 7 dias, os animais vol-
taram a ingerir ragao comercial. Aduz-se que o adiamento do inicio da dieta s6lida se relaciona a mortalidade
aumentada nos animais submetidos a miectomia total.'*
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Figura 3. Técnica operatdria de miectomia total € vagotormia troncular

A) Aspecto normal do eséfago. B) Esdfago apds a miectomia total. C) Sinal clinico de regurgitagio do contedido alimentar. Legenda:
Esdfago (estrela); Jungdio gastroesofigica (Asterisco): Estdmago (X). Fomte: Autores, 2024,

No presente estudo, a taxa de mortalidade foi de 20%, portanto quando confrontado aos demais modelos
de DRGE citados na literatura, a técnica operatoria de miectomia total apresentou menor morbimortalidade,
considerando que aqueles que promovem o refluxo gastrico (por ligadura pildrica, constrigdo pilorica com
ligadura pré-estomacal, cardioplastia de Wendel e anastomose esofagogdstrica), refluxo misto (anastomose
esofagogastroduodenal, esofagoduodenostomia ou esofagojejunostomia), refluxo duodenal (anastomose eso-
fagogastroduodenal com gastrectomia), refluxo de componentes quimicos (refluxo bilioso, refluxo pancrea-
tico, perfusdo esofagica), ou mesmo transplante do 6rgéo, apresentam modificagdes anatdmicas por demais
acentuadas, principalmente por meio de anastomoses no sistema digestorio, o que aumentam sobremaneira, a
mortalidade pés-operatoria.!’*

Em nosso estudo, observou-se ao final do periodo de 30 dias, uma acentuada dilatagdo gastrica e impacta-
¢do esofagica nos ratos submetidos a miectomia total, causada pela resseccdo da camada muscular do eséfago
abdominal, o que diminuiu o tonus muscular, causando o transito lento e acumulado dos alimentos no eso6fago.
Tal fato pode estar associado ao retardo do esvaziamento gastrico decorrente da vagotomia troncular.'* Os
achados de necropsia atestaram o €xito na mimetizacdo da DRGE em ratos.

Por ocasido da colheita de amostras para exames histologicos e imuno-histoquimicos, alguns animais
apresentaram aderéncias envolvendo o figado e o es6fago. As aderéncias se localizavam na superficie do eso-
fago desprovida de camada muscular.

Histologicamente, o epitélio do es6fago no rato consiste em um epitélio escamoso estratificado querati-
nizado que se estende até o estdmago anterior. Em anima nobile, o eso6fago € revestido por epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado que se estende até a juncao gastroesofagica, onde se transforma em epitélio
colunar."’

Em D1, os animais do Grupo Controle (GC) e do Grupo Refluxo Gastroesofidgico (GRGE) apresentaram
achados histologicos compativeis com a normalidade (Figs. 4 ¢ 5). Aduz-se que apos 30 dias, as alteragdes
histoldgicas no esofago distal de ratos apos o refluxo cirurgicamente induzido sdo semelhantes aquelas ob-
servadas em humanos. Com excegdo da hiperceratose, o es6fago do rato passa a ter hiperplasia escamosa e
hiperplasia das células basais, com inflamagao severa de toda a espessura da parede esofagica.'’
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Figura 4. Achados histologicos do Grupo Controle
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Figura 5. Achados histolégicos do Grupo Refluxogastroesofigico
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Em C, fioi observada camada mucosa (seta) justaposta & lmina propria (estrela), com porgao epitelial integra e de espessura uniforme. Nao havia
alteraghes vasculares ou presenga de infiltrado inflamaténio na lamina propria (Figs. A - C). Nas amosiras ndo foi observada a presenca da camada
muscular. Legendas: Camada submucosa (), Muscular da mucosa (+); Mucosa (*). HAE 4x, 10x, 40x.

Nos animais do Grupo Controle (GC), a endoscopia convencional permitiu a visualiza¢do das camadas

esofagicas normais, compreendendo a mucosa e a submucosa exibidas como uma tnica camada além da ca-
mada muscular externa (Fig. 6).

Em relagdo a endoscopia convencional, aduz-se que a auséncia de alteragdes endoscopicas ndo exclui o diag-
nostico de DRGE, uma vez que 25% a 40% dos pacientes com sintomas tipicos apresentam endoscopia normal.”
Figura 6. Endoscopia digestiva alta em animal controle

Epiglote Cordas vocais

Traqueia

Entrada do es6fago Esdfago toracico Es6fago abdominal

Esfincter esofégico inferior (EEI)

Fonte: Autores, 2024.
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Em 2006, um estudo visualizou o esdfago de ratos por meio da ultrassonografia endoscopica (20 MHz).
O trabalho avaliou a presenga de tumores no 6rgao. No entanto, os autores nao utilizaram a endoscopia, e des-
sa forma, a camada mucosa ndo foi avaliada. Ademais, por incompatibilidade de impedancia acustica entre o
baldo utilizado e o tecido, houve a produgdo de artefatos na imagem ultrassonografica correspondente ao local
da mucosa, o que limitou o estudo.®

Num estudo posterior, outros pesquisadores utilizaram a intubagdo orotraqueal mantendo o rato respiran-
do normalmente, o que permitiu o tempo necessario para o exame ¢ uso combinado da BMUe ¢ endoscopia.’

CONCLUSOES

O modelo experimental da DRGE em ratos foi estabelecido com sucesso. Durante o periodo de 30 dias,
observou-se acentuada dilatacdo gastrica provocada pela vagotomia troncular, além de sinais clinicos de re-
gurgitagdo do conteudo estomacal. As amostras histologicas foram submetidas ao exame imuno-histoquimico,
para os imunoexpressdo dos biomarcadores oncogénicos e de atividade mitotica: p53, E-caderina, ¢ EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor).

No que tange a formacao dos discentes em Medicina, o estudo foi proveitoso, haja vista o desenvolvimen-
to cognitivo e motor obtido durante as cirurgias e os debates suscitados acerca da DRGE humana e do modelo
experimental.
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DESENVOLVIMENTO DE PLATAFORMA CIRURGICA
PARA PESQUISA E ENSINO COM ANIMAIS DE
LABORATORIO

Pedro Augusto da Costa', Marcel Vasconcellos?

1 - Discente do Curso de Graduacao em Biomedicina do UNIFESO; 2 - Docente do Curso de Graduagao em
Biomedicina e Medicina do UNIFESO

RESUMO

Com a criagdo da Rede Nacional de Biotérios (REBIOTERIO) pelo CNPq (Conselho Nacional de De-
senvolvimento Cientifico e Tecnologico), a industria direcionada ao setor encontra-se em expansao. Dados do
CNPq, estimam que 70% do total de animais utilizados em pesquisas cientificas, sdo roedores, o que gera uma
demanda da ordem de 5 milhdes/ano desses animais. Procedimentos cirtirgicos na espécie, exigem, além de
boa iluminagdo, ampliagdo visual do campo cirurgico, aquecimento do animal, contengdo adequada, assepsia e
possibilidade do registro de imagens. Plataformas cirurgicas inadequadas podem promover irreprodutibilidade
experimental, obrigando a repeticdo de procedimentos invasivos e subsequente maior uso de animais. Consi-
derando que em sua grande maioria as instituicdes de pesquisa do pais utilizam plataformas improvisadas, o
desenvolvimento de um produto nacional que atenda requisitos técnicos e se traduza em refinamento do proce-
dimento cirargico, mostra-se oportuno e adequado. Quanto aos produtos importados, o tramite moroso, custo
elevado e dificuldade na reposi¢do de seus componentes, desestimulam sua aquisi¢ao. Assim, o desenvolvi-
mento de um protdtipo de baixo custo e exequivel, pode de fato, agregar ganho tecnoldgico ao setor. A base da
plataforma, sera prototipada em material PLA (biopolimero acido polilatico) ndo toxico e biodegradavel, além
de ser manufaturado utilizando a tecnologia de impressao em 3D. Sendo como principal objetivo desenvolver
um produto diferenciado, exequivel, de baixo custo e comercialmente competitivo em relacdo aos importados,
auxiliando e reduzindo os custos de pesquisas realizadas na Instalacdo de Ciéncia Animal do UNIFESO.
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INTRODUCAO

A necessidade de integrar tecnologias digitais aos recursos educacionais e repensar abordagens tradicio-
nais de ensino traz luz ao fato de que a demonstrag@o de técnicas operatorias necessita ser reformulada. A tec-
nologia de impressao 3D tem um potencial significativo no desenvolvimento de prototipos de baixo custo, com
maior precisdo e adaptabilidade, aprimorando a qualidade do ensino e da pesquisa biomédica. Em um estudo
do INCA, o uso de impressoras 3D para reconstru¢des mandibulares demonstrou a eficacia dessa tecnologia
na personalizagdo e precisdo cirtrgica.! De maneira semelhante, no campo da Cirurgia Experimental, técnicas
microcirargicas podem se beneficiar dessas inovagoes, otimizando a visualizagdo e a execugdo operatoria, sem
depender de produtos caros e importados.

Desse modo, a manufatura de uma plataforma cirurgica para animais de laboratdrio, que atenda ao re-
gistro da técnica cirurgica e amplie o campo operatorio, entre outros, tem o potencial de incentivar o processo
de ensino-aprendizagem. Em rela¢do ao mercado para produtos utilizados em biotérios, dados do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) estimam que cerca de 70% do total de animais
utilizados em pesquisas cientificas sdo roedores, o que gera uma demanda atual por parte das instituigdes de
pesquisa publicas e privadas da produgdo de 5 milhdes/ano desses animais.

Vale ressaltar que grande parte das pesquisas utiliza procedimentos operatdrios os quais exigem, além de
boa iluminagdo, ampliag@o visual do campo cirargico, aquecimento do animal a 37 °C, conten¢ao adequada,
assepsia e possibilidade do registro de imagens.>*>

Plataformas cirargicas inadequadas podem promover maus resultados experimentais, obrigando a repe-
ticdo de procedimentos invasivos e o uso contraproducente de animais.® Dada a caréncia de um produto que
atenda com qualidade institui¢des de pesquisa do pais, estas se utilizam, em sua grande maioria, de plataformas
improvisadas. Em relagdo aos produtos importados, o tramite moroso, custo elevado (cerca de 500 a 1.000
USD), e dificuldade na reposi¢ao de seus componentes, desestimulam sua aquisigao.’

Desse modo, o desenvolvimento de um protétipo de baixo custo, exequivel, que atenda as necessidades da
pesquisa e ensino em animais de laboratdrio tem o potencial de agregar avango tecnoldgico a industria nacional.

OBJETIVOS

Objetivo primario
* Desenvolver uma plataforma cirargica, na area de concentragdo de Propriedade Intelectual, linha de
pesquisa de Inovagdo & Tecnologia, que atenda a critérios especificados a seguir.
Objetivos secundarios

*  Comparar a plataforma produzida com as principais existentes no mercado.

MATERIAIS E METODOS

Descricao dos Laboratorios a serem utilizados no projeto

O projeto foi desenvolvido no laboratério do UNIFESO (Instalagdo de Ciéncia Animal— ICA) e contara
com a ajuda da empresa ImpGeek®, localizada em Teresopolis, RJ. A empresa sera responsavel pela manufa-
tura da plataforma e a ICA pelos testes de campo, por meio de procedimentos cirurgicos envolvendo o uso de
animais de laboratério (protocolo CEUA/UNIFESO n.° 525/2021).

23



i IV SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-87357-77-5

Descricao do Software de Design grafico

Desenvolvida pela Autodesk o Fusion 360 ¢ um software de CAD, CAM, CAE ¢ PCB baseado na nuvem
que oferece uma ampla gama de fungdes para projetar, criar e fabricar produtos. Ele apresenta modelagem de
superficie, simula¢do de engenharia, usinagem e fabricagdo aditiva.?t

Recursos do Fusion 360:

*  Modelagem 3D (CAD): Modelagem de superficie com ferramentas paramétricas e historico de agoes.

* Simulagdo de Engenharia (CAE): Ferramentas de simulagdo para analise de tensdes, deformacao,
vibrag@o e temperatura de variados materiais.

» Usinagem (CAM): Usinagem integrada para fresamento, torneamento, furacdo e outras operagoes.

» Fabricacdo Aditiva (AM): Suporte para impressdo 3D FDM e SLA.

*  Colaboragdao em Nuvem: Baseado em nuvem, permite que uma equipe trabalhe no mesmo projeto ao
mesmo tempo.®

Descricio do equipamento de impressao 3D

A impressora 3D Creality K™ (Figura 1) que usa a tecnologia de modelagem por fusao e deposicao (Fu-
sed Deposition Modeling, FDM). Esse recurso ¢ amplamente utilizado em pesquisa e desenvolvimento devido
a sua capacidade de criar prototipos funcionais e modelos complexos com alta precisao e eficiéncia. A area de
impressdo da Creality K1 é de 220 x 220 x 250 mm, o que permite a manufatura de projetos de tamanho médio
em uma unica execug¢do, além disso sua velocidade de impressao ¢ de até 600 mm/s.’

Especificacdes Técnicas

* Tecnologia de Impressdo: FDM (Fused Deposition Modeling)

+  Area de Impressdo: 220 x 220 x 250 mm

*  Velocidade de Impressdo: Até 600 mm/s

*  Precisdo de Impressdo: = 0,1 mm

¢ Diametro do Filamento: 1,75 mm

* Tipos de Filamento Compativeis: PLA, PETG, ABS, TPU, entre outros

*  Diametro do Bico (Nozzle): 0,4 mm (padrao), compativel com 0,2 e 0,6 mm
*  Temperatura Maxima do Bico: Até 300°C

*  Temperatura Maxima da Mesa Aquecida: Até 100°C

* Nivel de Ruido: <50 dB

¢ Conectividade: USB, cartdo microSD, Wi-Fi

* Tela de Controle: Tela de toque de 4,3 polegadas

*  Software: Compativel com Creality Slicer, Cura, Simplify3D, entre outros
» Tensao de Entrada: 100-240V, 50/60Hz

* Dimensoes da Impressora: 355 x 355 x 480 mm

*  Peso da Impressora: 14,7 kg.’
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Figura 1. Impressora 3D Creality K1™
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Fonte: Autores, 2024.

Funcionamento

As impressoras 3D funcionam por meio de uma tecnologia chamada Fused Deposition Modeling (FDM)
e isso permite a criagdo de objetos tridimensionais através da adicdo de canadas do material, geralmente plas-
tico fundido, a partir de um arquivo digital (CAD). O filamento do plastico ¢ aquecido a uma temperatura de
até 300 °C e ¢ extrudido em camadas para que se forme o objeto desejado.

Principais componentes

Extrusora: é composta por um motor de passo, engrenagem hobbed e um hotend. A engrenagem empurra
do filamento até o local onde esta o hotend que aquece o material a uma temperatura especifica derretendo o
mesmo que ¢ extrudido pelo nozzle (bico de extrusio).

Cama de impressio (build plate): E onde o material fundido é depositado, algumas impressoras pos-
suem build plate aquecida melhorando a aderéncia do plastico e evitando deformagdes na peca.

Motores de passo: Controlam os movimentos X, Y ¢ Z. os motores que controlam X e Y movimentam a
extrusora de forma bidimensional e o motor do eixo Z controla a altura da cama de impressao.
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Ventiladores: Uma impressora pode apresentar dois tipos de ventiladores: Ventilador de resfriamento
de camada, que resfria o material que ¢ extrudido para solidificagdo evitando deformidades e o Ventilador do
hotend que mantem o mesmo em uma temperatura constante.

Fim de curso (end stops): Sensores que delimitam os movimentos da impressora nos eixos, garantindo
a precisdo da impressdo.!*!!

Na figura abaixo estd um diagrama do funcionamento de uma impressora 3D:

Figura 2. Diagrama de impressora 3D

Filamento

Extrusora

Motores de passo ( Eixos X e Y) Rolo de filamento

Ventilador do Hotend

Hotend

Protétipo ——— Bico extrusor (nozzle)

\ Eixos X e Y

Cama de impressao

Ventilador de resfriamento de camada
Eixo Z

Motor de passo (Eixo Z)

Fonte: Autores, 2024.

Descricio da matéria-prima da plataforma cirurgica

O PLA (Acido polilactico) ¢ um biopolimero termoplastico derivado de fontes renovaveis, como amido
de milho, mandioca e beterraba, através de um processo de fermentagdo. Apresenta diversas caracteristicas
vantajosas que o tornam uma alternativa promissora aos plasticos tradicionais a base de petroleo, além de ser
considerado um importante polimero para aplicagdes biomédicas em razdo de suas caracteristicas, como bio-
compatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia mecénica e processabilidade.'?

Na figura abaixo hd uma representacdo esquematica da plataforma manufaturada em PLA:
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Figura 3. Representagdo esquematica do protdtipo

Fonte: Autores, 2024.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacio com as plataformas disponiveis no mercado

Durante o processo de desenvolvimento do projeto, foi realizada uma analise comparativa com as plata-
formas das principais empresas do mercado em pesquisa experimental, a fim de averiguar sua competitividade
em termos de custos e funcionalidades.

A tabela 1 apresenta uma comparacgao entre as plataformas e o protdtipo:

Tabela 1. Comparagio de pregos e funcionalidades das plataformas cirtirgicas comerciais

Plataforma Preco (USD) Pr:g:.(g?;{L Caracteristicas principais Obs:
Thermo Controlled
Surgery Platform R$4.768,93 (30 de | Controle térmico com pads Del-
w/ Deltaphase Pads USD 875 Set 2024) taphase Importado
(ASS7T)
Surgery Platform with R$ 3.406,38 (30 de - .
2 flexible LED lights USD 625 Set 2024) Iluminagao flexivel com LEDs Importado
. R$ 3.406,38 - R$
Grace .Surgzcal War- USD 625- 4.768,93 (30 de Tabua aquecida para cirurgia Importado
ming Board 875 Set 2024)
MicroTattooing Pla- USD 525 R$ 2.861,36 (30 de | Plataforma para tatuagem micro- Importado
tform Set 2024) cirtirgica
Surgical Board 8-125 . C -
x 16 Animal Range: up | USD 265 RS 1;1442,3(2) i30 de | Tabua cirurgica bqswe} para peque- Importado
012" et ) nos animais
L. Nacional, em
Prototlpo.dfr p!atafor— USD 36,66 R$ 200,00 - RS Plataforma com suporte para os desenvolvi-
ma cirurgica 700,00 aprox. componentes e aquecimento mento

Fonte: Autores, 2024.
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Figura 4. Principais plataformas cirurgicas presentes no mercado

A) Surgery Platform with 2 flexible LED lights; B) Thermo Controlled Surgery Platform wDeltaphase Pads (ASSTT); C) Surgical
Board 8-125 x 16 Animal Range: up to 12 long; D) MicroTattooing Platform,; E) Grace Surgical Warming Board; Fonte: Braintree
Scientific, 2024.

Figura 5. Plataforma Cirtrgica em PLA

Fonte: Autores, 2024.
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Figuras 6. Plataforma com os componentes

Microscopio Digital

/ =
Y./
74

Lupa de aumento

Manta de aquecimento

Foco Cirargico

Fonte: Autores, 2024.

A necessidade de assistentes para manusear instrumentos essenciais aos procedimentos cirargicos, como
afastadores, iluminagdo, amplia¢cdo do campo operatorio e contengdo do animal, muitas vezes, torna complexa
a execucgdo de cirurgias em animais de laboratorio.

Atualmente, com a regulamentagdo das Comissdes de Etica em Pesquisa Experimental, é necessario
dar prioridade ndo apenas aos procedimentos cirargicos, mas também ao conforto e & seguranca dos animais,
evitando a manipulacdo excessiva. Portanto, experimentos que causam sofrimento e morte desnecessarios aos
animais devem ser evitados.'

Alguns modelos de plataformas cirargicas t€m sido propostos e disponibilizados comercialmente, ofe-
recendo uma série de beneficios e recursos que visam diminuir o tempo cirtrgico, proporcionando conforto e
segurancga para o operador e o animal.

Costa Filho et al. (2012) mencionaram diversas opgdes de mesas cirtrgicas, com diferentes indicagoes,
aplicacdes e formatos. Como, por exemplo, a patente US 6467112, intitulada “Operating Table for Animal”,
que apresenta uma mesa com uma grade destacavel, composta por furos circulares de tamanhos variados, onde
as excretas e fluidos corporais passam e sdo coletados por uma cdmara interna, como uma pia inferior, ligada a
rede de esgoto. Ao redor dessa grade estdo acoplados um microscopio ou lupas e um sistema de exaustdo para
coletar o ar da cAmara coletora. A mesa possui pés ajustaveis e pode ser equipada com conexdes para entrada
de agua e iluminacdo. A patente RU 2 246 283 C2 da Federacao Russa refere-se a uma mesa portatil ajustavel
em diferentes alturas e inclinagdes, cuja compactagdo facilita o armazenamento e transporte sem exigir muito
espaco. Ja a patente US2009/126113, intitulada “Rotatable Surgery Table”, descreve uma mesa auxiliar aco-
plavel a uma mesa cirtirgica convencional, apresentando uma estrutura de “cama” com base dupla desmonta-
vel, que permite sua movimentagao e ajuste tanto na horizontal quanto na vertical. O modelo ¢ indicado para
procedimentos em animais de pequeno e médio porte. A rotatividade da plataforma proporciona a redugao do
tempo necessario para o operador se deslocar ao redor do paciente durante o procedimento cirtirgico.!

Testes realizados com a plataforma demonstraram que, com o uso de uma manta de aquecimento, a su-
perficie da mesa atinge uma temperatura de aproximadamente 38-40 °C, proporcionando um ambiente térmico
adequado para o animal e mantendo sua homeostase durante a cirurgia. Além das patentes mencionadas, diver-
sos produtos tém sido disponibilizados comercialmente no mercado internacional, com cada fornecedor apre-
sentando sua propria lista de beneficios e vantagens para a manipulacao cirurgica de animais de laboratorio.

A plataforma desenvolvida teve um custo aproximado de R$ 200,00 apenas para a estrutura em PLA.
Com a inclusdo de componentes adicionais, o custo total chegou a aproximadamente 50% do valor da platafor-
ma comercial E (Figura 4), que representa uma variagdo de R$ 600,00 até R$ 800,00.
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Dessa forma, o presente estudo apresenta um modelo inovador de mesa cirurgica, definido pela sua com-
binacdo de recursos e funcionalidades voltadas para a cirurgia experimental. O dispositivo inclui uma mesa
projetada para procedimentos cirirgicos em animais de laboratorio, otimizando a execu¢do de maneira padro-
nizada e rapida, eliminando a necessidade de assistentes.

Como mostra a figura 7, a plataforma foi utilizada com em uma cirurgia de tireoidectomia total, contando
com manta térmica, lupa de aumento, foco cirirgico e microscopio digital (aumento de 1000x).

Figura 7. Plataforma usada durante cirurgia de tireoidectomia total

Fonte: Autores, 2024.

O uso do microscopio foi essencial para o registro de imagens e para a localizagdo precisa da tireoide do
rato, além de ajudar na verificacdo da remog¢ao completa da glandula (Figura 8).

Figura 8. Técnica operatoria de tireoidectomia total

A) Triangulo cervical ventral aumento de 1000x; B) Vestigio de remogao da glandula tireoide; Fonte: Autores, 2024.
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CONCLUSOES

O protoétipo foi definido pela combinagao de recursos e funcionalidades resultando em um produto dife-
renciado, exequivel, de baixo custo e comercialmente competitivo em relagcdo aos importados. A plataforma foi
desenvolvida para atender as necessidades de pesquisas experimentais e procedimentos ciriirgicos em animais
de pequeno porte, oferecendo praticidade e facilitando a execugdo de cirurgias com precisao e eficiéncia. Além
disso, a plataforma desenvolvida no UNIFESO permite a integracdo de componentes opcionais, como manta
de aquecimento, fonte de iluminagdo LED, mascara para anestesia inalatoria, lupa de aumento, microscopio
digital e afastadores cirurgicos. Esses componentes contribuem para a criagdo de um ambiente cirirgico com-
pleto e personalizado, que atende aos requisitos de diferentes tipos de procedimentos. O uso de diferentes com-
ponentes, tais como a manta de aquecimento, por exemplo, assegura a manutencdo da temperatura corporal do
animal, reduzindo a perda de animais por complicagdes causadas por hipotermia.

O design modular da plataforma, construido em PLA (acido polilatico), um material resistente e de fa-
cil modificacdo, traz viabilidade para adaptagdes e alteracdes futuros, permitindo ajustes na plataforma para
atender a diferentes protocolos experimentais. Essa versatilidade ¢ vantajosa em ambientes de pesquisa, onde
¢ essencial para lidar com a variabilidade entre estudos. Além disso, o uso do PLA contribui para a reducdo de
custos de produgao, tornando o prototipo acessivel e competitivo em comparagao com plataformas importadas,
cujo custo ¢ significativamente maior. Por ser um material biodegradavel, o PLA contribui para a sustentabi-
lidade das instalagdes de ciéncia animal, reduzindo o impacto ambiental associado ao descarte de materiais e
promovendo praticas mais ecologicamente conscientes.

Assim, o modelo desenvolvido ndo apenas preenche uma lacuna no mercado nacional, mas também pro-
move o avanco da ciéncia experimental ao possibilitar que institui¢des com recursos limitados possam realizar
procedimentos com seguranga e conforto para os animais. Ao proporcionar uma plataforma de qualidade a um
custo acessivel, a iniciativa contribui para a disseminagao de boas praticas em experimentacao animal, alinhan-
do-se aos principios de ética e bem-estar animal.
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RESUMO

Introducéo: Segundo a FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations), a
ocorréncia de agentes infecciosos em bioérios reforga a necessidade de se considerar a qualidade microbio-
logica dos animais, uma vez que esta influencia diretamente no bem-estar dos animais, na validade e repro-
dutibilidade da pesquisa. Objetivos: Realizar o monitoramento sanitario, visando contribuir na melhoria na
qualidade dos animais produzidos na Instalagdo de Ciéncia Animal do UNIFESO. Métodos: CEUA n.° 573/24.
Para o estudo, um rato Wistar (Rattus norvegicus), macho, com 21 dias de idade, foi utilizado como animal
sentinela durante trés semanas. Em seguida, o animal foi encaminhado ao Servigo de Controle de Qualidade
Animal (SCQA) da Fiocruz- RJ, onde procedeu-se exames imunoldgicos, bacteriologicos, parasitologicos e
anatomopatologicos. A partir dos resultados, discentes do curso de Biomedicina, elaboraram um Procedimento
Operacional Padrao, visando implantar a vigilancia laboratorial, tendo por objetivo identificar patogenos pre-
judiciais aos animais e com potencial zoonotico. Em relagdo ao microambiente dos animais, foi realizada a cul-
tura de microrganismos em Agar Miiller-Hinton nas gaiolas, bebedouros, grade e racdo. Ademais, o processo
de esterilizagao por autoclave e seu protocolo operacional foram revistos. Resultados: Em relacdo a autoclave,
conclui-se que o equipamento esta operando adequadamente e os instrumentos esterilizados sdo seguros para
uso. A analise microbiologica dos fomites mostraram que o processo de esterilizagdo foi eficiente. O exame
parasitologico do animal sentinela, revelou uma carga parasitaria baixa de Entamoeba sp., a qual ndo apresenta
significado clinico ou mesmo interferéncia nas pesquisas, assim como no exame bacterioldgico, no qual foram
encontrados Enterococcus faecalis e Escherichia coli, patdgenos que fazem parte da microbiota intestinal de
ratos. O exame imunoldgico nao detectou a presenca de virus murino. Conclusio: A implantagdo de um pro-
grama de monitoramento sanitario periddico representa um passo importante para a melhoria da qualidade dos
animais produzidos no UNIFESO.

Palavras-chave: Controle de Qualidade; Animais de laboratorio; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

Localizada no Campus Quinta do Paraiso, Teresopolis- RJ, a Instala¢do de Ciéncia Animal do UNIFESO,
possui status sanitario convencional, ou seja, produz e utiliza animais que possuem microbiota indefinida, uma
vez que estes sao mantidos em um ambiente desprovido de barreiras sanitarias rigorosas.

Na pesquisa basica, ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), sio amplamente empregados como modelo
animal na pesquisa biomédica. Eles apresentam um custo relativamente menor para se produzir ¢ manter, sen-
do usados praticamente em todo tipo de pesquisa, desde a genética até a cirargica.!

No entanto, para que se possa ter confianca nos resultados experimentais e reprodutibilidade, o estado sanitario
desses animais precisa ser conhecido, a fim de se evitar possiveis vieses causados por contaminagg@o da coldnia.

Sdo inimeros os patogenos que acometem roedores, tais como virus (Virus Sendai, Virus Toolan’s H-1,
Parvovirus, etc.), bactérias (Mycoplasma pulmonis, Salmonella spp, Car Bacillus, etc.), fungos (4Aspergillus
spp, Penicillium spp, etc.) e parasitos (Myobia musculi, Staphylococcus aureus, etc.), e nesse ponto, a caracte-
rizacao do estado sanitario de uma coldnia permite conhecer as particularidades do modelo biolégico utilizado
e compor base de dados para auxiliar no desenho e na interpretagdo experimental dos pesquisadores.2

Segundo a FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations), a ocorréncia
de agentes infecciosos em instalagdes de criagdo e experimentagdo de animais, reforga a necessidade de se
considerar a qualidade microbiologica dos animais, uma vez que esta influencia diretamente no bem-estar dos
animais, na validade e reprodutibilidade dos dados da pesquisa’.

Assim, torna-se relevante o estabelecimento de um programa de vigilancia laboratorial da satde animal
como parte integrante do sistema de garantia de qualidade.

OBJETIVOS

Realizar o monitoramento sanitario da colonia, visando contribuir na melhoria na qualidade dos animais pro-
duzidos na Instalagdo de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra dos Orgéos- UNIFESO, Teresopolis- RJ.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pela CEUA, sob o protocolo n.° 573/2024. Para o monitoramento sanitario da co-
l6nia, um rato Wistar (Rattus norvegicus albinus), macho, com 21 dias de idade, foi isolado e utilizado como
animal sentinela por trés semanas.

O uso de animal “sentinela” compreende sua exposigao diaria a uma parte da cama utilizada por cada cai-
xa do biotério. Desse modo, uma grande parte dos patdgenos presentes na colonia, serd transmitida ao animal.

Ap6s o periodo de 21 dias, o animal foi encaminhado ao Servigo de Controle de Qualidade Animal (SE-
CQA) do Centro de Criagao Animal (CECAL) da Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ- RJ), onde apos a euta-
nasia, procedeu-se a pesquisa de anticorpos ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para detec¢do de
virus, além de exames bacteriologicos, parasitologicos e anatomopatologicos.

Obtidos os resultados, discentes da Iniciac¢do Cientifica do Curso de Graduacdo em Biomedicina elaboraram
um Procedimento Operacional Padrao (POP) relacionado a implantacdo do monitoramento sanitario regular e pe-
riédico do biotério, tendo por objetivo identificar patdgenos prejudiciais aos animais ¢ com potencial zoondtico.

Em relagdo ao microambiente dos animais, foi realizada a colheita e cultura em Agar Miiller-Hinton de
microrganismos nas gaiolas, bebedouros, grade e ragdo e comparada com seus respectivos controles.

Da mesma forma, o processo de esterilizagao por autoclave e seu protocolo operacional foram revistos.

A seguir, os eventos que compuseram o delinecamento experimental do estudo (Figura 1), sequenciados
em linha temporal.
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Figura 1. Linha temporal
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0 monitoramento sanitario completo encontra-se descrito no quadro 1.
Fonte: Autores, 2024,

Vale mencionar, que o monitoramento sanitario completo realizado pelo Servigo de Controle de Quali-
dade Animal (SECQA) da Fiocruz- RJ, atende biotérios de todo o pais, firmando parcerias com instituicoes
publicas e privadas para esse controle periodico.

O quadro 1, descreve os exames realizados:

Ouadro 1. Monitoramento sanmtino completo em ratos

Pesquiss de anticorpos por ELISA™
T ELISA™

uisa de ant ELISA™
Heorpos por

Culta

Culta

i

Cail

Leitura atraves de esterecscapio
Leitura através de microscopia dgtica
Leitura através de micrescopia dptica
Leitura através de microscopia dptica
Leitura atraveés de microscopia dptica
Leitura atraves de microscopia cptica
Leitura atravis de micrescopia Sptica

Leitura atraves de microscopia cptica

Lista de patdgenos pesquisados. Fonte: SECQA (Fiocruz- RT), 2024,

Na figura 2, encontram-se os fomites do microambiente submetidos a analise microbiolédgica.
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Figura 2. Componentes da anihise microbiologica do microambiente

Bebedouro

Fonte: Autores, 2024,

Monitoramento biologico da autoclave

A autoclavagem refere-se a descontaminagao com utilizagao de vapor em altas temperaturas e pressoes. O
termo descontaminagdo ao invés de esterilizacdo ¢ mais correto, por considerar que a eficiéncia do tratamento
se da com 99,9% de inativacao de microrganismos, o que se opde ao conceito de esterilizagdo, que seria a
morte de 100% dos seres vivos.

Ademais, o processo de autoclavagem inclui ciclos de compressao e de descompressdo de forma a fa-
cilitar o contato entre o vapor e os residuos. O aquecimento dos residuos em autoclave acontece em regime
transiente ndo-isotérmico, ou seja, desde o inicio até o fim do processo a temperatura e pressao ndo se mantém
constantes. Durante o procedimento, o vapor ¢ introduzido na autoclave e o aumento gradual da pressdo favo-
rece o contato entre o vapor e os residuos.*

Indicadores biologicos para autoclave sdo dispositivos que contém esporos de bactérias resistentes ao calor,
como o Bacillus stearothermophilus. Esses esporos sdo extremamente resistentes € servem como “testes vivos”
para verificar se o ciclo de esterilizagdo da autoclave foi eficaz em eliminar todos os microrganismos presentes.

No monitoramento bioldgico, o frasco teste ¢ colocado dentro de um pacote, e passa pelo ciclo de esteri-
lizagdo da autoclave. Terminado o ciclo, o tubo plastico é retirado, aguardando-se por 15 min. para seu resfria-
mento e perda de pressdo. A ampola plastica ¢ pressionada (ativada) e consequentemente ocorre a quebra da
ampola de vidro interna, expondo os enddsporos ao meio de cultura. O indicador teste é incubado, junto com
outro indicador controle.*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise microbiologica dos fomites do microambiente

A analise microbiologica dos fomites do microambiente foi realizada apds a esterilizagao e depois de 72h
de uso (de acordo com o procedimento de limpeza e troca de caixas preconizado para o biotério).
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Ap6s a colheita por meio de swab estéril, foi realizada a semeadura em meio de cultura Miiller-Hinton e
incubagdo em estufa a 37 °C por 24h.

Os resultados mostraram intensa contaminagao da caixa e da grade apds 72h de uso (Figura 3a, 3b). Em
relagdo ao bebedouro, observou-se que a esterilizagdo nao foi totalmente eficiente (Figura 3c), demonstrando
algum crescimento bacteriano apos sua autoclavacdo. Acredita-se que tal fato esteja relacionado ao formato
do bebedouro.

Ja aracdo irradiada, ndo apresentou nenhum tipo de contaminagdo logo apos sua abertura. E finalmente,
o controle do meio de cultura ndo demonstrou, como esperado, crescimento de microrganismos (Figura 3d).

Figura 3. Cultura em Agar Miller-Hinton

A) Caba sulochvada e apds 3 diss de wso, B) Grade aulockivads & apds 3 das de uwso, C) Bebedouro autociavado & apds 3 das
de umo, D) Racha irradads & apds J das de uso, £) Conlrcle do e de cullura MH. Autiores, 2024

Teste biolégico da autoclave

Quanto ao teste bioldgico da autoclave, o indicador-teste ndo apresentou crescimento bacteriano apos a
incubagdo (sem mudanga de cor), indicando que o ciclo de esterilizagdo foi bem-sucedido. Ja o indicador-con-
trole (que ndo passou pela autoclave) mostrou crescimento bacteriano esperado (mudancga de cor), confirman-
do que o teste foi realizado corretamente (Figura 4).

Conclui-se que a autoclave da Instalagdo de Ciéncia Animal esta funcionando adequadamente e os instru-
mentos esterilizados estdo seguros para uso.

Figura 4. Teste da autoclave com indicador bioldgico (Bacillus Stearothermaphilus)

Cultura teste: sem mudanca de cor. Observou-se mudanca de cor do meio de cultura controle, indicativo de alteraciio do pH da
solugdo que resulta da atividade microbiana. Fonte: Autores, 2024,
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Monitoramento sanitario

Na tabela 1 abaixo, encontram-se os resultados dos exames imunologicos, bacterioldgicos, parasitologi-

cos e anatomopatologicos.

Tabela 1. Momtoramento samitirio completo em ratos
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Fonte: Servige de Controle de Quahidade Ammal (SECQA) da Frocruz- R, 2024,

O monitoramento sanitario completo efetuado pela Fiocruz, efetuou a pesquisa de endoparasitos median-
te dois procedimentos, nomeadamente: 1- Método direto para pesquisa de exemplares de parasitos e ovos em
amostras de mucosa intestinal, obtidas durante a necropsia. 2- Método direto com fita adesiva para pesquisa de
oxiurideos na regido perianal (Método de Graham). O exame direto na mucosa intestinal, encontrou uma carga
parasitaria baixa (1-100) de cistos de Entamoeba sp. (Tabela 1a)

Na pesquisa de ectoparasitas foi utilizado o método da fita adesiva (Método de Graham), no qual consiste
no uso de uma fita adesiva (Durex®), colocada ao fundo de um tubo de ensaio com a parte colante voltada
para fora. Em seguida, a prega anal do animal ¢ aberta e assim ¢ encostado diversas vezes a parte colante na
regido perianal. A fita adesiva é entdo colocada em lamina e observada em microscdpio optico. A pesquisa ndo
demonstrou a presenca de ectoparasitas. (Tabela 1a)
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No exame parasitologico de endoparasitas, foi encontrada Entamoeba sp., a qual € a inica ameba presen-
te em animais de laboratorio, sendo considerada comensal do ceco e colon dos animais. Sua infecgdo ocorre
por via fecal-oral. Nao se tem conhecimento de que possa provocar doenca em animais, nem interferéncia nas
pesquisas, no entanto, ¢ um bom indicador das condigdes higiénico-sanitarias do biotério.’

O exame bacterioldgico utilizou cultura bacteriana e identificagdo automatizada (VITEK® 2, BioMérieux
Brasil, Rio de Janeiro, BR).

O exame demonstrou a presenca de Enterococcus faecalis, uma espécie de bactéria enterococos que normalmente
vive no trato gastrointestinal de mamiferos e também pode ser encontrada na cavidade oral e trato vaginal.’ (Tabela 1b)

Embora E. faecalis geralmente nao seja prejudicial ao corpo humano e murino, ela pode se tornar um
patogeno oportunista — causando doengas quando as defesas imunoldgicas estdo baixas. Por esta razao, E. fae-
calis é considerada um patégeno oportunista. De todas as espécies de enterococos, € a causa mais comum de
infecgdes do trato urinario, e um importante agente causador de sepse.®”

Ainda no exame bacterioldgico foi observada a presenca de Escherichia coli. (Tabela 1b)

Vale lembrar, que E. coli ¢ uma bactéria bacilar Gram-negativa que se encontra normalmente no trato gas-
trointestinal inferior dos mamiferos. As estirpes inofensivas de E. coli constituem parte da microbiota intestinal
humana normal, e podem ser benéficas para os seus hospedeiros ao produzirem vitamina K2, e impedirem que ali
se estabelegcam bactérias patogénicas.’ E. coli ¢ as bactérias relacionadas constituem cerca de 0,1% da microbiota
intestinal, ¢ a transmissdo fecal-oral ¢ a principal via utilizada pelas cepas patogénicas que causam doengas.'”

O exame imunolégico para detecgdo de virus murinos, utilizou o Ensaio imunoenzimatico indireto ELI-
SA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), sendo “ndo reagente” para os seguintes patdgenos: Adenovirus,
Clostridium piliformis— Tyzzer, Virus K (Kilham), Mycoplasma pulmonis, Pneumovirus, Coronavirus (Sia-
lodacrioadenite), Parvovirus de ratos, Reovirus tipo 3 (REO 3), Sendai virus, Helicobacter sp., Bacillus as-
sociados aos cilios respiratérios (CARB), Theilovirus de rato, Virus Toolan’s H-1, Virus Diminuto de Rato,
Hantavirus, Streptobacillus moliniformis e Mycoplasma arthritis. (Tabela 1d)

O exame anatomopatologico realizado por ocasido da necropsia, ndo evidenciou nenhum achado digna
de nota. (Tabela 1c)

Ao final do estudo, discentes da Iniciagdo Cientifica do Curso de Graduagdo em Biomedicina elaboraram
o seguinte Procedimento Operacional Padrao (POP) (Tabela 2).

Tabela 2. Procedimento Operacional Padriio

POFP N5 11 Versido: 1

OBJETIV(

Implantar um programa de monitoramento sanitirio regular e periddico da coldnia tendo por objetivo identificar patbge-
nos prejudicials aos animais ¢ com potencial 2oondtico.

DESCRICAQ
O monitoramento sanitirio visa o uso de animal “sentinela™ O uso de animal sentinela compreende sua exposigiio didria
4 uma parte da cama utilizada por cada gaiola do biotério. Desse modo, uma grande parte dos patdgenos presentes na
coldnia, serd transmitida ao animal. Em seguida, o mesmo serd encaminhado ao Servigo de Controle de Qualidade Am-
mal (SCQA) da FIOCRUZ, onde serfio realizados exames imunologicos, bacterioldgicos parasitologicos ¢ anatomopato-
logicos.
MATERIAIS UTILIZADOS
01 caixa de polipropileno autoclavivel (41x33,5x18 cm), com bebedouro e grade.
OBSERVA(COES
0O presente POP preconiza a vigilincia laboratonal regular e periddica a cada 12 meses.

Fonte: Autores, 2024,

40



i IV SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-87357-77-5

Como limitagdo do estudo, cita-se a auséncia de controle microbioldégico do macroambiente quanto a
formacgdo de bioaerossoéis. Este controle verifica se os mecanismos de desinfeccdo e limpeza do sistema de
ventilacdo se encontram eficientes.

CONCLUSOES

A implantacdo de um programa de monitoramento sanitario periddico representa um passo importante
para a melhoria da qualidade dos animais produzidos no UNIFESO.
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Os autores declaram ndo haver quaisquer conflitos de interesses.
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EFEITO DA SUPRESSAO DOS HORMONIOS
TIREOIDIANOS NOS ORGAOS REPRODUTORES
MASCULINOS DE RATOS WISTAR —- RESULTADOS
PRELIMINARES

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

1 - Docente do Curso de Graduagdo em Medicina Veterinaria do UNIFESQ; 2 - Discente do Curso de Graduagao
em Medicina Veterinaria do UNIFESO

RESUMO

Os hormonios tireoidianos controlam o metabolismo orgénico e sdo essenciais para a fungdo reprodutiva.
Os cédes t€ém como principal endocrinopatia o hipotireoidismo e cursam com problemas reprodutivos. Estudar
os efeitos da supressdao hormonal sobre os 6rgéos reprodutores masculinos e sobre os parametros dos esperma-
tozoides, fornecera dados importantes sobre distarbios reprodutivos em animais acometidos por hipotireoidis-
mo. Para a realizacdo deste estudo, os animais serdo submetidos a cirurgia de tireoidectomia, utilizando como
modelo animal experimental, 20 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus), de trés meses de idade,
distribuidos em 10 animais para o grupo controle e 10 animais para o grupo cirurgico. Trés meses apos o proce-
dimento cirurgico, os animais serdo mortos com sobredose anestésica e serdo coletados os testiculos, prostata,
glandula vesicular e pénis para analise histomorfométrica, coleta dos espermatozoides via cauda do epididimo
e coleta de sangue para analise hormonal. Os dados serdo tabulados para fins comparativos entre os grupos
controle e cirurgico, usando o teste T de Student e os resultados serdo considerados significativos quando p <
0,05. Sao esperados encontrar alteragcdes histomorfométricas, hormonais e de parametros dos espermatozoides
condizentes com diminui¢do da fun¢ao reprodutiva decorrente da supressao dos hormoénios T3 e T4.

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

Os hormonios da tireoide, T3 e T4, estdo envolvidos com a regulagdo do metabolismo corporeo. Também
sdo responsaveis pelo desenvolvimento, crescimento e funcionamento de muitos orgaos’. Isto se deve ao fato
da maioria das células do organismo expressarem receptores tireoidianos'. Estudos mostraram que os hormo-
nios tireoidianos tém um papel fundamental na regula¢ao da reprodugdo, tanto feminina quanto masculina®*.
No sistema reprodutor masculino ha relatos que a supressao destes hormonios, hipotireoidismo, ocasiona di-
minuicdo espermatogénica levando a quadros de infertilidade?. Em ratos, foram relatados receptores de T3 no
epididimo, local onde ocorre a maturagdo dos espermatozoides e onde adquirem motilidade’.

Buzzard et al., (2000)" mostraram que as células de Sertoli expressam receptores de hormonios tireoi-
dianos, e sua agdo nelas células esta relacionada com a duracdo da fase proliferativa. As células de Sertoli sdo
as responsaveis por sustentar, nutrir e garantir a passagem de hormoénios androgénicos para as células germi-
nativas. Outros estudos mostraram que em neonatos com hipotireoidismo possuiam um periodo prolongado
da proliferacdo das células de Sertoli e das germinativas, enquanto animais com hipertiroidismo mostravam o
efeito inverso, com reducgdo do periodo de proliferagdo das mesmas células®. No entanto, ha estudos que suge-
rem que em ratos adultos ndo sdo responsivos aos hormonios tireoidianos.

Em Medicina Veterinaria, a principal endocrinopatia em cées € o hipotireoidismo. Estudar os efeitos que
mimetizem a redugdo dos hormdnios tireoidianos, sabendo da sua atuagdo na reproducdo, fornecera dados
importantes sobre disturbios reprodutivos em animais que sofrem de hipotireoidismo.

JUSTIFICATIVA

O estudo cientifico dos efeitos da supressdo tireoidiana em ratos machos Wistar ¢ indispensavel para
adquirir informagdes acerca da fisiopatologia organica e metabolica da disfun¢do endocrina e, em particular,
analisar seus impactos no sistema reprodutivo.

O principal enfoque dessa abordagem ¢ obter a compreensdo das consequéncias fisioldgicas e metabo-
licas do déficit hormonal tireoidiano para o manejo assertivo das endocrinopatias e seu tratamento em outras
espécies, especialmente em caes machos. O hipotireoidismo ¢ a patologia enddcrina mais frequente em caes e
¢ caracterizado pela producao expressivamente reduzida dos pardmetros hormonais da glandula tiredide, rele-
vantes para a regulacdo do metabolismo, crescimento e desenvolvimento. A semelhanca entre os mecanismos
fisiologicos da fungdo tireoidiana em ratos e cdes machos torna o modelo animal uma ferramenta de pesquisa
viavel para investigacdo das bases moleculares e celulares da doenga. Estudos preliminares apontam que as
desordens tireoidianas podem impactar significativamente a fertilidade e saude reprodutiva. O estudo porme-
norizado desses efeitos em ratos pode fornecer informagdes criticas sobre como o hipotireoidismo pode preju-
dicar o sistema reprodutivo canino. A saude reprodutiva ¢ primordial para para a manutengdo das populagdes
da espécie e para a viabilidade de programas de reproducdo, principalmente em determinadas ragas caninas,
que podem geneticamente predispor a endocrinopatia. Esta analise, pode auxiliar no desenvolvimento de estra-
tégias que visam mitigar as problematicas e melhorar o bem estar de caes afetados pela doenca. A manutencao
das populagdes da espécie e para a viabilidade de programas de reprodugdo, principalmente em determinadas
racas caninas, que podem geneticamente predispor a endocrinopatia. Esta analise, pode auxiliar no desenvolvi-
mento de estratégias que visam mitigar as problematicas ¢ melhorar o bem estar de cées afetados pela doenca.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

Estudar e analisar os efeitos da supressdo dos hormonios tireoidianos sobre os 6rgdos do sistema reprodu-
tor masculino em modelo animal, utilizando ratos Wistar (Rattus norgegicus albinus).

Objetivos secundarios

* Estudar e analisar histologicamente os efeitos da supressao dos hormonios tireoidianos em testiculos,
prostata, glandula vesicular e pénis;

»  Estudar e analisar os efeitos da supressdo dos hormonios tireoidianos sobre os pardmetros dos esper-
matozoides, tais como: motilidade, viabilidade e concentracéo;

* Estudar e analisar os efeitos da supressdo dos hormonios tireoidianos sobre os niveis dos hormdnios
androgénicos e sobre o nivel de calcio séricos.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

As patologias endocrinoldgicas sdo desequilibrios hormonais que impactam diretamente na fisiologia cor-
poral. Suas complicagdes costumam estar relacionadas a disturbios metabolicos severos ¢ quando nao tratadas
corretamente sdo capazes de proporcionar graves pioras ao quadro de saide do animal (HERRTAGE, 2001).

A glandula tireoide desempenha no metabolismo dos animais, armazenamento e liberagdo dos hormdnios
tireoidianos na circulacdo, sanguinea sendo eles: triiodotironina (T3), responsavel pelas a¢des da tireoide ¢ a
tiroxina (T4), um reservatorio na circulagdo sanguinea para conversao em triiodotironina conforme a necessi-
dade metabolica (MARTINS, 2018).

Os hormoénios tireoidianos foram designados T3 e T4 conforme a quantidade de 4&tomos de iodo presen-
tes na molécula de hormonio, isto €, a triodotironina contém trés 4&tomos de iodo em sua molécula enquanto a
tiroxina contém quatro atomos de iodo. A glandula tireoide secreta o T4 em maiores quantidades, porém, o T3
¢ considerado mais relevante, pois, por vezes o T4 ¢ transformado em T3 para que seja possivel provocar uma
acdo metabolica nas células-alvo (NUSSEY, 2001).

A produgdo de T3 e T4 ocorre por meio da tireoglobulina, advinda das células foliculares da glandula
tireoide. Os hormonios tireoidianos estimulam a sintese de proteinas, impulsionam a absor¢ao de oxigénio,
aumentam a producdo de calor, moderam o processo metabolico dos lipidios e intensificam a absor¢do de car-
boidratos pelo intestino (REECE, 2006).

Os hormonios tireoidianos sdo considerados termogénicos visto que conseguem elevar o metabolismo
basal, o que proporciona ao animal a possibilidade de aquecer o organismo. Animais submetidos a temperatu-
ras mais baixas demandam maior ingestdo caldrica em comparagdo com animais mantidos em ambientes com
temperatura superior, isso ocorre em decorréncia da acentuada e agil degradac@o dos nutrientes, o que provoca
uma perda corporal significativa e demonstra como a sintetiza¢cdo dos hormdnios tireoidianos amplia com
temperaturas baixas, elevando sua taxa metabolica (MULLUR et al., 2014).

A tireoide ¢ uma glandula bilateral presente em todos os vertebrados, localiza-se lateralmente sobre a
traqueia, abaixo da laringe. A fungdo da tireoide envolve a concentrag@o de iodo e a sintese, armazenamento e
secrecdo do hormonio tiredideo. Os hormdnios da tireoide elevam a producao a partir de um estimulo sobre o
hipotalamo e a hipofise da diminui¢do de TRH e TSH na corrente sanguinea (SILVA, 2017).
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Em conformidade com o descrito por REECE (2006), a sintese e secre¢do dos hormdnios tireoidia-
nos ocorre via eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide. O hipotalamo secreta o hormonio liberador de tireotropina
(TRH), que incentiva a produgdo do horménio tireoestimulante (TSH) secretado pela hipofise anterior, este
que, induz a glandula tireoide a sintetizar e secretar os horménios T3 e T4. Os hormonios tireoidianos contém
um sistema de feedback negativo que sinaliza ao hipotalamo e a hipofise, a necessidade de reduzir a sintetiza-
¢do e liberacdo de TRH e TSH no organismo.

A deficiéncia de hormonios tireoidianos afeta multiplos processos metaboélicos de todo sistema corporal,
os sinais clinicos sdo variaveis e muitas vezes inespecificos. A produgao deficiente dos hormonios tireoidianos
pode levar a anormalidades estruturais ou funcionais da glandula tireoide (DIXON, 2002).

De acordo com BACHLER (2022), o hipotireoidismo ¢ uma disfung@o enddcrina comum na espécie ca-
nina, que se manifesta devido a incapacidade das glandulas tiredides de produzir tiroxina e triiodotironina em
niveis adequados.Sendo a disfung@o enddcrina mais frequente na espécie canina, o hipotireoidismo pode ser
congénito ou adquirido; a forma adquirida pode ser classificada em primaria ou secundaria (NELSON, 2020).

O hipotireoidismo € associado a diversos sinais clinicos como letargia, ganho de peso, hipersensibilidade
ao frio, bradicardia, anemia e alteragdes dermatologicas. (NELSON et al., 2013)

Incidéncias de alopecia simétrica, hiperqueratose, piodermite superficial e infecgdes cutdneas sdo comu-
mente encontrados como manifestacdes dermatoldgicas em animais com hipotireoidismo (RAMSEY etal., 1997)

A glandula tireoide produz horménios com diversas fungdes fisiologicas, atuam aumentando a transcri-
¢do de grande numero de genes, estimulando praticamente todas as células do organismo a sintetizar enzimas,
proteinas estruturais e transportadoras, entre outras substancias. Com esse estimulo as células, hd o aumento
difuso da atividade funcional em todo o organismo do animal (GUYTON & HALL, 2002).

Horménios tireoidianos sdo essenciais para o crescimento, o desenvolvimento e o metabolismo de diver-
sos tecidos e orgdos. Estes hormonios possuem importante atividade na fun¢ao testicular em diversas espécies
por meio de receptores, principalmente nas células de Sertoli. Além de alteragdes morfologicas no testiculo, a
inopia destes hormonios pode alterar a fertilidade e o comportamento sexual. (BUZZARD et al., 2000).

Baixos niveis dos hormonios tireoidianos podem interferir na proliferacdo das células de Sertoli e Leydig,
pois exerce a¢ao propriamente no epididimo e na préstata afetando o desempenho reprodutivo de varias es-
pécies. O hipotireoidismo € uma altera¢do endocrina caracterizada por baixos niveis séricos dos hormdnios
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (Rocha & Papa, 2012).

O hipotireoidismo, afeta a esteroidogénese ¢ a espermatogénese testicular podendo levar a infertilidade. Pode-
mos ressaltar que de acordo com estudos a produgdo dos hormonios tém sido relacionadas ao volume do ejaculado,
motilidade espermatica e morfologia dos testiculos de ratos e humanos (NELSON, 2006; MARTINS, 2018).

O procedimento de estimulacao do hipotireoidismo nos roedores através da tireoidectomia completa mos-
trou-se simples, exequivel e de custo financeiramente reduzido (CESAR-MOREIRA et al.,2020).

No que se refere as principais adversidades associadas a tireoidectomia completa, em ratos (Ratfus norve-
gicus) estas podem abranger hemorragias de segmento venoso ou arterial, infec¢des, seromas e/ou hematomas,
hipocalcemia resultante de lesdo iatrogénica das glandulas paratireoides e danos bilaterais aos nervos laringeos
frequentes (Waynforth & Flecknell, 1992).

Conforme descrito por Pritchett-Corning et al. (2011), a destreza no manuseio de pequenos instrumentos ¢ a
cautela ao manipular os tecidos sdo vitais para minimizac¢ao de traumas e melhorar os resultados cirGirgicos em ratos.

Conforme relatado por Anbalagan et al. (2010) ratos maduros com hipotireoidismo transitorio induzido
durante o desenvolvimento fetal demonstraram queda na motilidade progressiva dos espermatozoides, perda
de peso do epididimo e significativo decréscimo na concentracdo de receptores nucleares de androégenos na
zona terminal epididimaria. Esse impacto na maturagdo espermatica pds-testicular, decorrente da baixa na
concentracdo acessivel de androgenos e na expressdo de RA no epididimo, causou infertilidade.
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Conforme os estudos de WAJNER et al. (2007) os horménios da tireoide exercem uma fungao significa-
tiva no desempenho testicular dos roedores, particularmente na especificagao de células de Sertoli e na esper-
matogénese na fase pré-pubertaria (apud Holsberger & Cooke, 2005).

Apesar disso, a influéncia desses hormonios tireoidianos em animais maduros ainda ndo esta esclarecida
completamente. (WAJNER et al., 2007).

Encontra-se uma diversificada literatura acerca dos impactos dos parametros hormonais tireoidianos na
multiplicacdo, diferenciag@o e atuagdo das células de Sertoli. No entanto, sabe-se, em comparativo pouco a
respeito da influéncia do hipotireoidismo e hipertireoidismo neonatal na formagao aglomerado de células de
Leydig do tipo adulto (TEERDS et al., 1998).

De acordo com HARDY et al. (1993) o hipotireoidismo durante a fase neonatal é relacionado ao desen-
cadeamento de hiperplasia das células de Leydig em ratos maduros. Ja relacionado as células de Sertoli, o
declinio no parametro dos hormonios tireoidianos desencadeia um retardo na passagem da fase proliferativa
para a fase amadurecida das células, extensdo da fase mitogénica e aumento do grupo adulto dessas células
(COOKE et al., 1991).

MATERIAIS E METODOS

Consideracoes Eticas

O projeto foi submetido & Comissio de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario Serra dos Or-
gaos (CEUA-UNIFESO), protocolado sob o nimero 2802.2141.011/2024.

Amostra

A pesquisa sera desenvolvida a partir da utilizagdo de 20 ratos adultos da raga Wistar, machos, com 3
meses de idade, que serdo mantidos no Laboratério de Ciéncias Animais do Centro Universitario Serra dos Or-
gaos — UNIFESO, seguindo o ciclo circadiano que consiste em deixar o animal doze horas em total escuriddo e
doze horas exposto a claridade. Os ratos serdo repartidos em dois grupos, o Grupo I (n=10) — animais que pas-
sardo pela Tireoidectomia total € o Grupo II (n=10), designado como grupo controle, que sera submetido a ci-
rurgia de placebo. Ao inicio e término da pesquisa serdo coletadas amostras sanguineas dos referentes grupos.

Técnica Cirurgica

Tireoidectomia

Para auxilio da manipulagdo, supressdao do estresse, maior seguranca e analgesia no preparo cirdrgico,
sera administrada nos 30 minutos antecedentes ¢ 30 minutos apds o término da cirurgia uma associa¢ao de
morfina (2,5mg/Kg) e dipirona (160mg/Kg) via subcutanea. A primeira etapa de inducdo ocorrera através do
método open drop, utilizando na base da cimara de inducdo anestésica, um infiltrado de 0,5 ml de isoflurano
10 % com equipo de inalatdrio. Apds redugdo dos reflexos e inicio do sono artificial, os animais serdo pesa-
dos e por via intraperitoneal, na regido abdominal caudal direita, serd administrado como anestésico geral a
associac¢do dos farmacos cloridrato de cetamina a 10% (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2% (10 mg/kg).
Em sequéncia, apos realizagdo da tricotomia, assepsia e antissepsia da regido infrahiéidea com a utilizagdo do
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degermante digluconato de clorexidina a 2%, sera injetado na area de incisdo por via subcutanea, o anestésico
local cloridrato de lidocaina a 1%, diluido em 0,5% (0,4ml/kg) (Xie et al., 2022).

A cirurgia ocorrera a partir da incisdo na pele e submucosa da regido cervical ventral na linha média do
pescoco, sera realizada a dissec¢@o dos tecidos circundantes e sutil afastamento dos musculos para que haja
exposicao da tireoide. Apos a exposicdo, sera feita a dissec¢do da glandula e sua total retirada, finalizando o
procedimento através da sintese da ferida cirirgica com sutura continua da musculatura em fio vicryl 2.0 e
dos tecidos adjacentes e subcutaneo com fio mononylon 3.0 (Xie et al., 2022; Yan Cesar-Moreira et al., 2020).

Cirurgia placebo (Cirurgia Sham)

Consiste na simulagdo do procedimento cirtrgico, tircoidectomia, sem a remocgao da glandula, onde sera
realizada apenas a manipulacdo do érgdo. O protocolo pré, trans e pos-anestésico sera igual ao utilizado no
Grupo I (Xie et al., 2022; Yan Cesar-Moreira et al., 2020).

Analises histomorfométricas

Imediatamente apos constatada a morte dos animais, serdo realizados o exame histopatologico dos tes-
ticulos, prostata, glandula vesicular e pénis. Os testiculos serdo clivados na sua porgdo proximal e fixado por
imersdo em solucdo de Bouin por 12 horas. Apds este periodo o 6rgdo sera clivado para pds-fixacao em for-
malina 4% (Ribeiro et al., 2018).

Os fragmentos fixados em formalina serdo processados para inclusdo em parafina e secgdes de Spum
obtidas em microtomo. Tais cortes serdo corados pela hematoxilina e eosina e fotografados digitalmente em
microscopio optico sob diferentes magnificagdes para as seguintes andlises (Ribeiro et al., 2018).

Didmetro do tubulo seminifero

Com auxilio do software ImagelJ, o diametro de 125 tabulos seminiferos serd mensurado em cada testicu-
lo (5 tubulos em 5 campos de 5 cortes).

Altura do epitélio do tubulo seminifero

Nos mesmos tibulos em que foram medidos o didmetro dos tubulos, serd também medido a altura do
epitélio seminifero.

A prostata, glandula vesicular e pénis serdo fixados diretamente em formalina a 4%. A prostata e glandula
vesicular serdo mensuradas a altura no epitélio (Procopio et al., 2023). Ja no pénis serdo mensurados a altura
do epitélio da uretra e a circunferéncia dos corpos cavernoso e esponjoso (Ribeiro et al., 2019). Também serao
analisados com o auxilio do software Imagel,

Exames laboratoriais

Também sera realizada a dosagem sérica hormonal de T3 total e T4 livre, TSH, testosterona e estradiol
com Kkits especificos. Também serdo avaliados os parametros dos espermatozoides: motilidade e concentragdo
em camara de Newbauer e a viabilidade através de teste hipoosmotico. Os espermatozoides serdo coletados da
cauda do epididimo e submersos em solugdo salina nutritiva aquecida para analise dos pardmetros supracitados.
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Eutanasia

A eutanésia sera realizada de acordo com as praticas do Conselho Nacional de Controle de Experimenta-
¢do Animal — CONCEA. Os animais envolvidos no presente estudo serdo eutanasiados com uma sobredose de
propofol de trés vezes a dose recomendada dos anestésicos gerais utilizados no procedimento cirurgico, por via
intraperitoneal. Os animais serdo submetidos a morte trés meses apos o procedimento cirirgico para a coleta
das amostras. Apoés a realizagdo da eutanasia e confirmado o 6bito dos animais, suas carcagas serdao descartadas
em sacos ou caixas hermeticamente fechados.

Analise dos dados

Os resultados obtidos serdo tabulados e analisados de acordo com os objetivos propostos pelo estudo.
Desta forma, para alcangar o objetivo de estudar a morfometria dos 6rgdos analisados, da fun¢do reprodutiva
(mediante andlise dos parametros dos espermatozoides) e das analises hormonais, serdo feitas comparacoes
dos resultados dos grupos submetidos a cirurgia simulada (sham) e dos grupos submetidos a tireodectomia.
As médias de cada parametro serdo comparadas pelo teste t de Student ndo pareado, ndo paramétricos Todas
as analises serdo realizadas no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As dife-
rencas serdo consideradas significativas quando p < 0,05. Todos os resultados serdo expressos como média e
desvio padrio.

RESULTADOS ESPERADOS

O estudo ainda ndo foi iniciado, pois os animais ainda nao atingiram a idade para a execug¢do do trabalho.
Com este estudo espera-se encontrar alteragdes na morfometria dos 6rgaos reprodutores masculinos e dos pa-
rametros dos espermatozoides, que sejam condizentes com distirbios reprodutivos decorrentes da supressao
hormonal dos hormdnios T3 e T4.
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RESUMO

A perda tecidual em animais é algo rotineiro na Medicina Veterinaria, podendo ser ocasionada por defei-
tos congénitos, herniagdes, traumas ou de cirurgias oncoldgicas. Sendo assim, torna-se necessaria a implemen-
tagdo de técnicas que busquem a corregdo tecidual. As hérnias s8o caracterizadas pela ma formagdo ou pelo
enfraquecimento das camadas de tecido em uma cavidade corporea, levando assim a protusdo total ou parcial
de um ou mais 6rgdos através da mesma. As hernioplastias, embora realizadas frequentemente, ainda possuem
altos indices de complicac¢des, impelindo assim o desenvolvimento de novos biomateriais e técnicas. A pele de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um biomaterial futuroso que segundo estudos, possui as caracteris-
ticas necessarias para a utilizagdo como material alternativo em correcdes teciduais. Este trabalho tem como
proposito testar o uso da pele da tilapia do Nilo, conservada em glicerina 98%, como um biomaterial para
hernioplastia de parede abdominal de ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar. Serdo utilizados 21 ratos se-
parados aleatoriamente em 3 grupos, de acordo com o material utilizado para realizagdo da hernioplastia. Serdo
testados dois meios de esterilizagdo, um grupo de 10 animais receberdo a protese tratada com glutaraldeido
0,5% (grupo G) e outro grupo de 10 animais receberd a protese tratada com clorexidina 2% (grupo C) e ambas
sendo conservadas em glicerina. Os animais serdo avaliados através de analise clinica, termografica, macros-
copica pos-morten. Até o presente momento, ja foram confeccionadas as peles tanto em clorexidina quanto em
glutaraldeido e ja foi implantada a pele preparada com Clorexidina em 5 animais do grupo que foi eutanasiado
com 7 dias de pos operatdrio. A pele de tilapia processada em clorexidina demonstrou resultados satisfatorios
apos implantagdo ndo apresentando alteragdes clinicas em até 7 dias de pos-cirurgico.

Palavras-chave: Glutaraldeido; Clorexidina; Malhas cirurgicas bioldgicas; Hérnias abdominais; Cirur-
gia veterinaria.
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INTRODUCAO

As hérnias abdominais representam uma das principais condigdes médicas que frequentemente requerem
intervengdo cirurgica, e nos ultimos anos a busca por materiais biologicos que possam substituir as telas sinté-
ticas tradicionalmente utilizadas no reparo de hérnias veio crescendo. Nesse contexto, a pele de Tilapia do Nilo
tem surgido como uma alternativa promissora devido as suas propriedades absorviveis e elevada proporcao de
fibras de colageno, possibilitando assim a infiltragdo celular, estugando o processo cicatricial.

A reparacao cirurgica das hérnias frequentemente envolve o uso de telas sintéticas para reforgar a parede
abdominal enfraquecida, reduzindo assim a taxa de recorréncia, sendo a tela de polipropileno a mais utilizada.
No entanto, o uso desses materiais sintéticos pode estar associado a complicagdes, como erosdo de 6rgaos
intra-abdominais, sepse, volvo, fistulas enterocutaneas e aderéncias que podem ocasionar obstrugdo intestinal.
Além disso, outro fator importante a ser considerado € o alto custo monetario das telas de polipropileno, se
tornando um obstaculo, principalmente na medicina veterinaria.

A busca por alternativas naturais e compativeis levou a investigagdo de diversos biomateriais derivados
de fontes animais e vegetais. A pele de Tilapia do Nilo, um subproduto da industria de processamento de peixe,
apresenta caracteristicas que a tornam atraente para aplicacdes biomédicas.

A eficacia das malhas cirtirgicas tem sido extensivamente estudada com o objetivo de desenvolver pré-
teses ideais que minimizem os efeitos cicatriciais adversos, sejam biocompativeis, reduzam a formacao de
aderéncias peritoneais, possuam textura e flexibilidade adequadas, além de alta resisténcia. Esses dispositivos
visam proteger as visceras e promover a mobilidade natural do abdome. As malhas de origem bioldgica re-
querem técnicas de processamento especificas para preservar ou melhorar suas propriedades, além de garantir
uma esterilizacdo eficaz para evitar riscos de infec¢do durante procedimentos cirirgicos.

A clorexidina se destaca por seu forte potencial antimicrobiano e suas propriedades antissépticas notaveis,
além de apresentar baixa toxicidade local ou sistémica quando utilizada em concentra¢des de até 2%, ja a gliceri-
na 98% ¢ frequentemente empregada para a preservacao e esterilizagdo de biomateriais organicos, destacando-se
sua utilidade na conservagdo de membranas bioldgicas de diferentes espécies e o glutaraldeido é um agente bac-
tericida amplamente empregado para desinfec¢do de membranas bioldgicas desde a década de 1960, devido a sua
disponibilidade, custo e histérico em estudos cientificos. Até hoje, € continuamente utilizado e pesquisado como
um método de pré-conservagdo para xenoenxertos, gragas a sua eficacia na estabilizacdo celular.

A pele de tilapia pode ser uma alternativa economicamente viavel em comparacdo com outras opgoes
disponiveis no mercado. A tildpia € uma espécie de peixe amplamente criada em varias partes do mundo, o que
contribui para uma oferta consistente ¢ potencialmente acessivel desse biomaterial, no entanto, sua pele con-
tinua sendo um subproduto no contexto do processamento comercial, sendo considerado material de descarte.

Essas consideracdes ressaltam a importancia de buscar biomateriais que atendam os requisitos clinicos,
mecanicos e econdmicos fundamentais para o uso na rotina cirirgica da Medicina Veterinaria. Encontrar mate-
riais que possam ser eficazes e a0 mesmo tempo viaveis economicamente € crucial para melhorar os resultados
dos procedimentos veterindrios e garantir o bem-estar dos animais atendidos.

JUSTIFICATIVA

A Tilapia do Nilo ¢ uma espécie de amplo consumo mundial, com sua criagdo comercial disseminada
por todo territorio brasileiro, e a sua pele ainda sendo um produto de descarte no processamento comercial, a
acessibilidade ao xenoenxertos proposto neste experimento ¢ vasta. Enquadrada a realidade deste estudo, com
criacdo académica para disciplinas de biotecnologia do pescado através do Curso de Medicina Veterinaria do
UNIFESO, as peles antigamente descartadas apds o abate sdo destinadas ao estudo desta linha de pesquisa.

52



i IV SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-87357-77-5

Conjunto a facil acessibilidade, os materiais de preparo sdo de baixo custo, tornando a confec¢do dos implantes
cirargicos também financeiramente acessiveis. Frente as diversas vantagens demonstradas nos estudos atuais
utilizando a pele de tilapia do Nilo como enxerto em tratamento para queimaduras ou implantes cirurgicos, ¢
notoria a importancia do teste em animais de experimentagdo antecedendo a aplicabilidade clinica.

Este estudo se justifica pela grande demanda de corregoes de hérnias na rotina cirlrgica, a inacessibilida-
de a implantes modernos na medicina veterinaria, a dificuldade de aceitacdo do organismo frente a implantes
sintéticos, ainda considerando pacientes de dificil repouso e as vantagens dos implantes de origem biologica
em quadros cirurgicos de hernioplastia na medicina veterinaria.

OBJETIVOS

Objetivo primario

O presente estudo tem como principal objetivo testar a pele de Tilapia do Nilo, sob diferentes métodos de
esterilizacdo (clorexidina 2% e glutaraldeido 0,5%), como implante cirirgico biolégico em hernioplastias de
parede abdominal em Rattus norvegicus.

Objetivos secundarios

* Avaliar clinicamente os animais quanto a movimentagao corporea e abdominal, locomogdo, 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-operatérios de eutanasia pré-estabelecidos 7 e 30 dias.

» Avaliar as caracteristicas fisicas da pele de Tilapia do Nilo sob os dois diferentes métodos de esterili-
zacao propostos, como maleabilidade e resisténcia a tragcdo ou passagem da agulha de sutura.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

As hérnias abdominais abrangem uma das mais importantes patologias que requerem tratamento cirtr-
gico da rotina médica (RICCIARDI et al., 2012; EVERLING et al., 2020). A técnica cirargica para corregdes
herniarias varia conforme a proporgdo do defeito (SMEAK, 2018).

A estratégia do cirurgido quanto a melhor técnica e material de implantacdo se correlaciona ao sucesso do
procedimento (TANG; EATON, 1995). A vista disso, a busca pela diminui¢io das reagdes pos-operatorias em
procedimentos de hernioplastias ainda ¢ um desafio para a cirurgia moderna (UTRABO, 2021).

Varios métodos de reparacdo dos defeitos herniarios podem ser utilizados. A tela de polipropileno é o
implante de maior usabilidade em cirurgias herniarias, contudo, também pode demonstrar complica¢des, como
erosdo de orgdos intra-abdominais, sepse, volvo e fistulas enterocutdneas e aderéncias que podem ocasionar
obstru¢do intestinal. (KISTI et al, 2012).

As malhas cirurgicas biologicas sdo geralmente oriundas de tecidos de cadaveres ou animais, processados
para descontaminagdo, conservagao e posteriormente implantagio (MONTGOMERY, 2013). O elevado per-
centual de coldgeno presente na matriz extracelular de diferentes espécies proporciona uma menor reatividade
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aos implantes biologicos, assim como resisténcia e tragdo. A relagdo destas fibras de colageno ao processo ci-
catricial dos animais mamiferos estabelece um vinculo de similaridade celular, possibilitando menores efeitos
cicatriciais, ¢ podendo vir a se assentar como um arcabougo colagenoso estimulante para as células do organis-
mo do proprio paciente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; MONTGOMERY, 2013).

A utilizacdo de malhas cirurgicas tem sido exaustivamente testada com a finalidade de conseguir uma
protese ideal, apresentando poucos efeitos cicatriciais, biocompatibilidade, menor ou nenhuma formagao de
aderéncias peritoneais, textura ¢ flexibilidade compativeis e elevada resisténcia. Viabilizando protegao as vis-
ceras ¢ uma normal movimenta¢do do abdome (BELLON, 2014; LIU et al, 2011; JORGE et al., 2023).

O emprego de materiais biologicos como a pele de peixes e anfibios tem tido um amplo crescimento na
area da medicina regenerativa (JORGE, 2016; LIMA-JUNIOR et al., 2017; MOURA, 2019; SOUSA-FILHO,
2019; COSTA, 2021; COUTINHO, 2021; RABELLO, 2022; NEVES, 2023; JORGE et al., 2023; COSTA et
al., 2024). Por sua propriedade absorvivel e elevada proporcao de fibras de coldgeno, a pele de diversos peixes
possibilita a infiltragdo celular, estugando o processo cicatricial (ELANGO, 2017).

A clorexidina ¢ um composto com significativo potencial antimicrobiano e elevado poder antisséptico,
principalmente pela alta afinidade entre a substancia e o tecido cutaneo, e a baixa toxidade local ou sistémica
em concentragoes até 2% (ALMEIDA; DUQUE; MARION, 2014).

O glutaraldeido ¢ um agente desinfetante bactericida, utilizado no processamento de membranas biolo-
gicas desde a década de 1960 por sua acessibilidade, custo, e presenca em diversas pesquisas (BAUCIA et
al.,2006).

Com o desenvolvimento de pesquisas, este meio continua sendo utilizado e testado como tratamento pré-
-conservacao de xenoenxertos, por sua capacidade de estabilizagdo celular (COSTA, ANDRADE; SILVA 206;
VIVAS et al., 2021; COSTA et al., 2024).

A glicerina 98% ¢ amplamente utilizada como meio de conservacdo e esterilizacdo, principalmente de
biomateriais organicos, cita-se sua aplicabilidade para a conservacao de membranas bioldgicas proveniente de
diversas espécies (ALVARENGA, 1992).

A pele de Tilapia do Nilo apresenta destaque na medicina regenerativa como curativo ou implante biolo-
gico, tendo suas caracteristicas promissoras evidenciadas na atual literatura, principalmente no tratamento de
queimaduras, mas também € observada sua usualidade como implante cirGirgico em procedimentos de neova-
ginoplastia (JORGE et al., 2021; STONE et al., 2021; TORRES et al., 2022).

A aplicabilidade do omento extraperitoneal ¢ observada com resultados experimentais promissores na
oclusdo de feridas sem anastomose em gatos, mantendo sua viabilidade e com influéncia positiva no processo
de reparo, sem sinais deletérios ao processo de cicatrizagdo, com maior resisténcia da ferida por auséncia de
espaco morto subcutineo (TEIXEIRA et al., 2020). Assim como, em estudo macro e microscopico do omento
maior e sua funcionalidade, em ratos, a indicagdo principal de sua aplicabilidade extratraperitoneal esta como
estrutura carreadora de vascularizagdo, com aplicabilidade positiva no tratamento e areas isquémicas e no
desenvolvimento de novos 6rgdos (CLARO JUNIOR et al., 2014). A utilizagdo do omento como enxerto livre
autdlogo ¢é pouco relatada e ainda necessita estudos mais profundos, porém seus resultados experimentais de-
monstram resultados promissores (MOTTA; LUNARDI 2023).

MATERIAIS E METODOS

O presente projeto estima a utilizagdo de quarenta e dois animais, previamente divididos em dois periodos
de execucdo. Neste primeiro periodo (2024/2025) serdo avaliados os primeiros 21 animais, com os dias 7 e
30 pos-operatorios de periodo final do experimento, onde serdo analisados os processos inflamatérios agudo
e cronico, com um roedor correspondendo ao controle, com implante de tela sintética de polipropileno. No
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segundo periodo (2025/2026) de pesquisa acontecera o estudo de mais 21 animais, com avalia¢do nos periodos
de 15 e 90 dias de pos-operatorios dos processos inflamatdrios intermediario, agudo/crénico e a incorporagao
total do implante.

Consideracoes éticas

Este experimento estd sendo conduzido de acordo com as diretrizes ARRIVE (LANCOME, 2017). Foi
submetido a Comissdo de Etica do Uso de Animais de Experimenta¢io (CEUA/UNIFESO) do Centro Univer-
sitario Serra dos Orgaos-UNIFESO, e aprovado sob registro n°564/2023. Os animais deste estudo sdo prove-
nientes e permanecerdo alojados na Instalagdo de Ciéncia do UNIFESO. Em caixas de polipropileno (43 cm
x 23 cm x 16 cm) forradas de maravalha autoclavada e enriquecidas com brinquedos, sob condi¢des de ciclo
circadiano, temperatura ambiente de 22 £+ 2 °C, umidade relativa do ar entre 45% e 60% e exaustdo de ar de 10
— 15 trocas de ar/hora, tendo total acesso a ragdo comercial Nuvilab® alimento completo (Fabricante: Quimtia)
e agua potével ad libitum, trocadas a cada 24 horas.

Divisao dos grupos

Neste trabalho serdo utilizados 21 ratos, variedade Wistar, machos, jovens, com peso aproximado de 350
+ 50 gr. Estes serdo divididos em dois grupos de 10 animais, determinados conforme o agente utilizado no
processamento dos implantes de pele de Tilapia, sendo um grupo com implantes tratados com Clorexidina 2%
(Grupo C), e um segundo grupo com implantes tratados com Glutaraldeido 2% (Grupo G). Estes grupos de
animais ainda ser@o subdivididos, em mais quatro grupos de cinco animais, determinados conforme o periodo
pos-operatorio de eutanasia, em 7 e 30 dias. O animal restante serd parte do grupo controle, que recebera im-
plante de protese sintética de polipropileno.

Preparacao das peles e confec¢cao dos implantes

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 Laboratorio da POA (Produtos de Origem Animal), do mesmo curso, no mesmo campus, imersos
em gelo, imediatamente apos despesca, em trajeto de cinco minutos.

Ap6s dessensibilizados, os peixes foram abatidos para consumo de carne, sendo este processo realizado
conforme as normativas legais vigentes, e realizada através da disciplina de Produ¢do 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 doagao para realizacdo desta pesquisa.

A partir, os fragmentos de pele foram divididos em dois grupos e seguiram para processamento. O primei-
ro grupo de peles de Tilapia foram imersas em solucao comercializada de Clorexidina degermante 2%, 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 imersd@o em Glutaraldeido 0,5%. O agente em questdo
foi adquirido na concentragdo de 2%, ¢ diluido com agua destilada proporcionalmente até concentragdo de-
sejada, também tamponada com PBS (pH 7.4) (NOVAES, 2015; COSTA et al., 2024). Entdo, os fragmentos
de pele de tilapia foram imersos na solucdo de Glutaraldeido 0,5% por 18 dias, seguindo posteriormente para
lavagem com NaCl0.9% estéril e processo de conservacdao (GOISSIS, 1999; NOVAES, 2015; COSTA, AN-
DRADE, SILVA 2016; NEVES, 2023; COSTA et al., 2024).
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Apos o processo de desinfeccdo, as peles foram processadas de forma idéntica, sendo encaminhadas para
conservacgdo 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 utiliza¢do 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

Técnica 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, administragdo de Cetamina
(75mg/kg) [Cetamin® 10%] ¢ 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 pardmetros trans anestésicos. Durante o trans anestésico os
animais e o ambiente foram submetidos a controle térmico, a fim de reduzir a hipotermia ocasionada pelo pro-
cedimento anestésico e cirargico (SARTORI; MELLO, 2018). A analgesia foi realizada com a administra¢ao
de Cloridrato de Tramadol (12,5 mg/Kg) [Cloridrato de Tramadol ® 50mg/ml], via subcutanea, em pds-opera-
torio imediato e durante os cinco dias sequentes, a cada 24 horas. A dor foi avaliada em escala Grimace, para
resgate analgésico se necessario. Foi realizada contengdo quimica para as capturas termograficas, com cdmara
anestésica, seguida de mascara facial, com Isoflurano e O2 (FLECKNELL; THOMAS, 2017).

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¢ao 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 peritonio de 1,5
cm no eixo transversal por 3,0 cm no eixo longitudinal. Durante a exposigao visceral, foi retirado pequeno
fragmento de omento maior, de aproximadamente 1 cm, para posterior utilizacdo em espago subcutineo. A
partir, o respectivo implante foi posicionado sobre a ferida, de acordo com o grupo em questdo, 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, foi realizado o posicionamento do fragmento de omento acima
do implante, ocupando regido subcutanea (TEIXEIRA et al., 2020), e por fim a sintese de pele ocorreu com
pontos em padrao “Wolf”, em fio Nylon 4.0 [PROCARE ®].

Pdos-operatorio

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

Analise Clinica

As analises clinicas aconteceram conforme descrito em Jorge (2016), Jorge e colaboradores (2021) e
Jorge e colaboradores (2023), diariamente até o dia 7 de pos-operatério, posteriormente nos dias 15 e 30,
objetivando avaliar processos inflamatérios agudo e cronico. Primeiramente, os animais foram pesados para
posterior analise ponderal. Em seguida, a avaliago clinica consistiu no exame da regido abdominal quanto a
presenca de edemas, seromas, infec¢des, hematomas, abcessos, fistulas, deiscéncia de sutura e necroses, caso
ocorrentes estas alteracdes foram mensuradas em escores de gravidade, sendo: ausente; leve (+); moderado
(++); grave (+++); muito grave (++++). Os animais também foram observados quanto ao comportamento e
mobilidade.

Anadlise Termogrdfica

A analise termografica ocorreu com a captura das imagens nos dias dos procedimentos cirargicos (dia 0)
e nos dias 3, 7, 15, 30 de pos-operatorio. A analise termografica foi realizada primeiramente com a captura das
imagens termograficas através de um termografo, da marca Flir®, modelo T420, Danderyd Suécia, resolugdo
320 x 240, com sensibilidade terminal de 0.045 °C e emissividade 0.99 a temperatura ¢ umidade ambiental.
Para realizagdo da captura destas imagens os animais foram rapidamente sedados com Isoflurano e oxigénio
(FLECKNELL; THOMAS, 2017). Apo6s sedados e em decubito dorsal, foi realizada a tricotomia completa da
regido abdominal, e a captura da imagem termografica, a cerca de 1 metro dos ratos (JORGE, 2016, JORGE
etal., 2021).

A andlise termografica sera realizada a partir do tratamento das imagens capturadas, no aplicativo Flir
Tools®. Através deste processamento objetiva-se a mensuragdo e comparagdo as temperaturas cutineas do lado
abdominal direito (com o implante de Tilapia) e esquerdo (considerado regido controle). Através da criagdo
de duas elipses, medindo 0,001 m? de area, posicionadas uma na regido direita ¢ outra na regido esquerda do
abddmen, paralelas entre si (SOUSA FILHO, 2019; COSTA, 2021; JORGE et al, 2021, COSTA et al., 2024). O
aplicativo entdo, fornecera a média de temperatura presente em cada uma destas elipses, que quando enquadra-
das, por lado abdominal, conjunto as temperaturas dos demais roedores, pode vir a proporcionar a temperatura
média cutinea de cada uma das regides abdominais, direita (com implante), e esquerda (controle), por periodo
pos-operatorio, a partir, também, a variacao e a diferenca destas temperaturas, por periodo pds-operatorio.

Andlise macroscopica

Esta etapa avaliativa acontece apds a eutanasia dos animais, realizada nos periodos pds-operatorios de 7
e 30 dias de pds-operatdrio, e seguindo as preconizagdes da Resolugdo Normativa n° 37 do CONCEA, item
9.1.2.3 de 27 de julho de 2017, promulgada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal,
cuja atribui¢do lhe foi conferida pelo art. 5 da Lein® 11.794, de 8 de Outubro de 2008. O procedimento sera ini-
ciado com a contengdo quimica dos animais em caixa de acrilico, semelhante ao realizado nos procedimentos
anestésicos, com Isoflurano e Oxigénio, ap6s sedados profundamente sera realizada a administragdo intraperi-
toneal da sobredosagem da associacdo de Cetamina (100mg/kg) e Xilazina (40mg/kg). Os animais, entdo, fo-
ram submetidos a uma necropsia, através de grande incisdo em forma de “U” (cranio/caudal), compreendendo
as margens laterais das regides direita e esquerda abdominal, se unindo através de uma incisdo transversa em
extremidade caudal do abdomen, incluindo pele, tecido subcutdneo e musculatura, possibilitando, a observa-
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¢do da musculatura abdominal completa com implante, e as visceras abdominais e aderéncias formadas, sem
alteragdes no posicionamento anatomico (JORGE, 2016; JORGE et al, 2021, COSTA et al., 2024).

Com isso, foi observada a presenca da formacdo de aderéncias, os 6rgdos envolvidos e a taxa de ades@o,
formulando uma escala gravitacional, sendo (JORGE, 2016, COSTA et al., 2024): Grau 0 ou ausente — ausén-
cia de aderéncias; Grau 1 ou leve (+) — numero de aderéncias menor ou igual a 3, de carater fibrinoso, que se
desfazem facilmente através de manipulacdo; Grau 2 ou moderado (++) — nimero de aderéncias maior que 3,
de carater firmes e/ou resistentes a manipulagao, entre algas intestinais, sem envolver parede abdominal; Grau
3 ou grave (+++) — aderéncias firmes, resistentes a manipulacdo, envolvendo parede abdominal e 6rgao ou
estrutura; Grau 4 ou muito grave (++++) — aderéncias firmes, resistentes a manipulagdo, entre algas intestinais
e parede abdominal, com ocorréncia de fistula entérica;

Analise estatistica dos dados

Sera realizada, a partir da normalidade dos dados, a comparacdo do peso dos animais ao dia do procedi-
mento ciriirgico e ao dia da eutanasia, por grupos através do teste “t” de Student pareado. Havera a verificacao
se houve diferenca entre as medidas de escores de processo inflamatério, deiscéncia de sutura e presenga e
grau de aderéncias aplicando o Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagdo entre grupos (C e
Q), relativos aos periodos pds-operatdrio estabelecidos nas analises. Quando encontrada diferenca significativa
entre os grupos com o teste anterior, sera aplicado o Teste Mann-Whitney entre os dois grupos, considerando
0 mesmo periodo pds-operatorio estudado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo ainda se encontra em andamento, sendo realizado o preparo e confecgdo dos implantes de ambos
os grupos, tendo estes atingido 30 dias em conservagdo, conforme preconizado na metodologia. Os materiais
necessarios para os procedimentos foram adquiridos, assim como o levantamento bibliografico e a familiarizagao
dos estudantes com a pesquisa. Até o presente momento foram realizados procedimentos cirargicos em cinco ani-
mais, estes correspondentes ao Grupo C, com eutandsia aos 7 dias. Assim como, seus dados de analises pds-ope-
ratorias foram colhidos e as imagens termograficas capturadas, estas ainda em processamento. Os demais dados
colhidos neste estudo, como as analises clinicas e macroscopicas serdo previamente expostos, apesar de ainda em
processamento e refinamento individual e, com o avangar da pesquisa, em correlacdo aos demais grupos.

O aspecto visual dos implantes de pede de tilapia tratados tanto em glutaraldeido quanto em clorexidina,
e de seus respectivos meios de conservagao se encontram dentro da normalidade, com colorag@o habitual ao
processamento ¢ conservagdo, com as peles em estado translucido de desidratagdo, com liquido conservante sem
presenca de fragmentos, com coloragdo normal e odor caracteristico. O bom aspecto visual ¢ comparado aos
demais estudos realizados em mesma linha de pesquisa, diferindo no processamento e composi¢do do material
biologico, assim como com suas descrigdes observadas em Jorge e colaboradores (2021) e Costa (2021).

Os resultados preliminares correspondentes ao Grupo C 7 dias demonstram-se promissores, ndo sendo
observadas reagdes exacerbadas aos dias seguintes a cirurgia, com alteragdes clinicas brandas e poucas forma-
¢oes de aderéncias.

Aos dias seguintes ao experimento, em analise clinica, os animais foram avaliados rapida e visualmente
quanto a mobilidade e comportamento, assim como observados em regido abdominal, onde nao foram obser-
vadas presenca de seroma, hematoma, abscessos, infecgoes, fistulas ou necroses. Em contraponto ao observado
em Jorge e colaboradores (2021), onde com implante de mesma composicdo, pele de tilapia, em processamen-
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to com clorexidina e glicerina foram observadas presenca de edema em 33% dos animais, seroma em 25% e
abscesso em 8%, de um total de 12 animais. Neves e colaboradores (2023) observaram edema e abaulamento
abdominal secundario a recidiva herniaria em todos os animais que receberam implantes de pele de truta com
processamento em clorexidina e glicerina.

Neste estudo foi observado edema em grau leve em dois roedores ao dia 1 (rato 4 ¢ 5), permanecendo
ao dia 2 e tendo melhora com auséncia aos demais periodos pos-operatorios, assim como os demais roedores
ndo apresentaram alteragdo clinica em pds-operatdrio, concluindo a presenga de edema como Unica alteracdo
observada em 40% dos animais, ou dois dos cinco ratos operados. Este edema foi observado em regido corres-
pondente ao omento (Figura 1). Teixeira e colaboradores (2020) relatam fato importante como alteragéo pos-
-operatoria o edema em até 72 horas ap6s o procedimento de implante de omento como enxerto autélogo livre
em espaco subcutaneo em gatos, sendo considerado pelos autores tal edema como “omento ativado”, quando
supostamente esta cria suas aderéncias e libera fatores de crescimento endotelial.

E de importancia ressaltar que em demais estudos onde nido houve empego de omento em regido subcuta-
nea diretamente acima do implante, foram observadas alteragdes clinicas com maior exorbitancia até o sétimo
dia, como formagédo de grande quantidade de seroma em Jorge e colaboradores (2021), onde relata-se drenagem
de até 2,5 mL, o que pode vir a estar correlacionado a auséncia de espago morto com a aplicacdo de omento, e
as suas propriedades celulares, como observou Teixeira e colaboradores (2020), com o emprego do omento em
subcutaneos acima de implantes 6sseos em regides de pouco tecido em pacientes caninos miniatura.

Figura 1: Edema em regifio abdominal. (A) Rato 5, dia 1. (B) Rato 5, dia 2.

Fonte: Arquive pessoal, 2024,

Em analise ponderal foi observada peso média ao dia do procedimento cirtirgico (Dia 0) de 0,395 g, ao
dia 3 de 0,377 g, e ao Dia 7, dia da eutanasia de 0,380 g, concluindo na perda média de 0,15 g, ou 3.8% do
peso corpdreo em comparagdo ao dia do procedimento cirurgico e ao dia 7 (Figura 2). Conforme foi observado
em Jorge e colaboradores (2021), Jorge e colaboradores (2023) e Costa e colaboradores (2024), com maior
perda de peso até o terceiro dia de pds-operatdrio e a partir o inicio de sua recuperagdo, em hernioplastias em
ratos com implantes bioldgicos e/ou sintéticos, correlaciona-se a perda apice de peso as alteragdes metabodlicas
acarretadas pelo procedimento anestésico e a hipotermia decorrente deste e do procedimento cirrgico, como
Sartori e Mello (2018) descrevem em grande ocorréncia em ratos de mesma espécie.
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Figura 2: Exemplificaciio grifica da perda de peso dos roedores desde o dia do procedimento cirlingico até o sétimo dia de pos-operatonio.
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Em anélise macroscdpica foram observadas formagdes de aderéncias peritoneais em todos os animais,
diferindo ao grau de adesdo e as estruturas aderidas. A formagdo de aderéncias em procedimento de hernio-
plastias abdominais ¢ observada com frequéncia, sendo de importancia e estrutura aderida e as complicagdes
decorrentes desta aderéncia. Em estudos experimentais com materiais biologicos de processamento similar
Jorge e colaboradores (2021) e Costa e colaboradores (2024) observaram formagdes de aderéncias em todos
os animais, variando em omento, ligamentos testiculares, mesentério e intestino, apesar, nao foram observadas
complicagdes sistémicas ou locais. Assim como, em Jorge e colaboradores (2023) foram observadas formagdes
de aderéncias peritoneais ao implante sintético empregado em hernioplastias abdominais de ratos.

Figura 3: Fotomacroscopia das formagdes de aderéncias. { A) Aderéncia em omento; (B) Aderéncia em ligamento testicular direito;
(C) Aderéncia em ligamento testicular esquerdo.

2

Fonte: Arquive pessoal, 2024,

Em maioria, foram observadas aderéncias envolvendo ligamento testicular (80%), em 10% dos animais
em ligamento testicular direito, em 40 % dos animais em ligamento testicular esquerdo e em 10% dos animais
envolvendo ambos os ligamentos testiculares. Também, em um animal (10%) foi observada aderéncia em
omento (Tabela 1).
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Tabela 1: Demonstragiio das formagdes de aderéneias nos ratos do Grupo C 7 dias.

Rato N7 Estrutura aderida Adesio Grau

Rato 1 2 Lig Testicular direito € esquerdo Facilmente desfeita Grau 1 (+) ou leve
Rato 2 1 Lig Testicular esquerdo Facilmente desfeita Grau 1 (+) ou leve
Rato 3 1 Omento Facilmente desfeita Grau 1 (+) ou leve
Rato 4 1 Lig Testicular direito Facilmente desfeita Grau 1 (+) ou leve
Rato 5 1 Lig testicular esquerdo Facilmente desfeita Grau 1 (+) ou leve

As aderéncias envolvendo os ligamentos testiculares em ratos se correlacionam principalmente ao meca-
nismo de termorregulacdo dos roedores, onde estes translocam o testiculo para regido abdominal em situagdes
de frio, como foi observado também em estudos de hernioplastias, com aderéncias similares, como em Jorge e
colaboradores (2021) e Costa e colaboradores (2024). A aderéncia em omento é observada principalmente pelo
mecanismo fisiologico da estrutura intracavitaria, onde € observada em diversas situacdes como vantajosas, ja
que o omento auxilia na formacdo da neovascularizagdo, sendo de recomendagdo sua pexia cirargica com ob-
jetivo de angiogénese e auxilio no carreamento celular para o processo cicatricial, como observa Jorge (2016),
Jorge e colaboradores (2021) e Costa e colaboradores (2024), Motta e Lunardi (2023).

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

CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa ainda estd em andamento, apesar, até o presente momento a pele de tilapia do Nilo processada
em clorexidina 2% e conservada em glicerina 100% demonstrou resultado promissor em até 7 dias de aplica-
cdo cirlrgica, assim como a aplicabilidade de enxerto de omento em regido subcutanea, acima do implante de-
monstrou-se positiva em até 7 dias, com brandas alteragdes pds-operatdrias € poucas formagoes de aderéncias.

Com a execucao dos demais grupos e processamento dos resultados sera possivel melhor observar os
efeitos dos implantes de pele de Tilapia do Nilo processada em clorexidina 2% ou glutaraldeido 0,5% e con-
servadas em glicerina, como implante cirurgico de parede abdominal, em até 30 dias.
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O MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCA,O POS-
NATAL DA SINDROME DO OVARIO POLICISTICO E
SUA SIMILARIDADE COM A DOENCA HUMANA

THE EXPERIMENTAL MODEL OF POSTNATAL INDUCTION OF POLYCYSTIC
OVARIAN SYNDROME AND ITS SIMILARITY WITH THE HUMAN DISEASE

Livia Eller Heckert!, Marcel Vasconcellos?

1 - Discente do Curso de Biomedicina do UNIFESOI; 2 - Docente do Curso de Medicina e Biomedicina do
UNIFESO

RESUMO

Embora a Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) seja um dos distirbios endocrinos mais comuns que
afeta mulheres em idade reprodutiva, sua etiopatogenia ainda ndo se encontra totalmente elucidada. Estudos de-
monstram que a exposi¢ao de ratas a hormonios esteroides sexuais, na fase pos-natal, apresenta inimeras caracte-
risticas similares 8 SOP humana, tais como excesso de androgenos, interrupgao do ciclo estral, oligo/anovulaggo,
hipersecre¢do do hormoénio luteinizante, desenvolvimento de cistos ovarianos e resisténcia insulinica. Consi-
derando que uma grande parte dos pesquisadores justificam o uso da metodologia de exposi¢do pos-natal com
base na morfologia do sistema reprodutivo da idade adulta, o presente estudo objetiva investigar a similaridade
do método com o observado em mulheres. Trata-se de um estudo aprovado pela CEUA sob n.° 580/2024. Foram
utilizadas 12 ratas Wistar (Rattus norvegicus), com 3 meses e peso de 250 £ 20 g, procedentes da Instalagdo de
Ciéncia Animal. Os animais foram randomizados em Grupo Controle (n = 6), f€émeas higidas; Grupo Pds-natal
(n=6), fémeas com 9 dias de idade induzidas a SOP por meio da administra¢do unica de 5 mg de propionato de
testosterona por via subcutanea. Aos 90 dias, procedeu-se a avaliagdo morfologica dos ovarios e exames hormo-
nais de todos os animais. Em relagdo aos exames hormonais, o nivel sérico de testosterona diminuiu, enquanto
a progesterona aumentou significativamente nos ratos induzidos a SOP, em comparacdo aos animais controle.
Nao foram observadas diferengas significativas nos niveis de estrogénio nos dois grupos. O método de indugéo
pés-natal reproduziu parcialmente aspectos fisiopatoldgicos encontrados na doenga humana.

Palavras-chave: andrégenos; sindrome de Stein-Leventhal; ratos Wistar.

ABSTRACT

Although Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is one of the most common endocrine disorders affecting
women of reproductive age, its etiopathogenesis is not yet fully understood. Studies have shown that expo-
sure of rats to sex steroid hormones in the postnatal phase presents numerous characteristics similar to human
PCOS, such as excess androgens, interruption of the estrous cycle, oligo/anovulation, hypersecretion of lutein-
izing hormone, development of ovarian cysts, and insulin resistance. Considering that many researchers justify
the use of the postnatal exposure methodology based on the morphology of the adult reproductive system, the
present study aims to investigate the similarity of the method with that observed in women. This is a study
approved by CEUA under No. 580/2024. Twelve female Wistar rats (Rattus norvegicus), aged 3 months and
weighing 250 + 20 g, from the Animal Science Facility, were used. The animals were randomized into a Con-
trol Group (n = 6), healthy females; and a Postnatal Group (n = 6), 9-day-old females induced with PCOS by a
single subcutaneous administration of 5 mg of testosterone propionate. At 90 days, morphological evaluation
of the ovaries and hormonal tests were performed on all animals. Regarding hormonal tests, serum testosterone
levels decreased, while progesterone levels increased significantly in rats induced with PCOS, compared to
control animals. No significant differences were observed in estrogen levels in the two groups. The postnatal
induction method partially reproduced pathophysiological aspects found in human disease.

Keywords: androgens,; Stein-Leventhal syndrome; Wistar rats.
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INTRODUCAO

A Sindrome do Ovario Policistico (SOP) é uma das endocrinopatias mais comuns no mundo, sendo uma
das maiores causas de hiperandrogenismo e caracterizada pela anovulagao, resisténcia insulinica, obesidade,
acne e hirsutismo. Sua etiologia ndo ¢ totalmente conhecida, mas tém-se como hipotese uma desordem multi-
génica complexa.'”

O hirsutismo se caracteriza pelo crescimento excessivo de pelos terminais em areas tipicas do corpo
feminino com padrdo masculino. A escala de Ferriman-Gallwey € uma ferramenta amplamente usada para
avaliar o hirsutismo em mulheres. Ela mede a densidade e distribuigdo dos pelos terminais em areas do corpo
que sao sensiveis a androgenos, utilizando uma pontuacgao que varia de 0 (sem pelos) a 4 (crescimento de pelos
extenso) em nove areas do corpo, onde uma pontuagao > 8 hirsutismo é considerado leve e uma pontuagdo >
15 hirsutismo ¢é considerado de moderado a grave.**

Figura 1. Escala Ferriman-Gallwey modificada
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Fonte: Pontificia Universidad Catolica de Chile, 2021.

O Critério de Rotterdam ¢ amplamente utilizado para o diagnostico da Sindrome dos Ovarios Policisti-
cos. Ele foi estabelecido em 2003 durante uma conferéncia de consenso entre a European Society for Human
Reproductive Medicine (ESHRE) e a American Society for Reproductive Medicine (ASRM). Onde para con-
firmar o diagnostico de SOP, € necessario exclusdo de outras condigdes que possam explicar os sintomas e que
a paciente apresente pelo menos dois dos trés critérios a seguir: irregularidade no ciclo menstrual (< 8 ciclos
por ano ou sem menstruar por mais de 3 meses), Hiperandrogenismo (laboratorial e/ou clinico), Ovérios po-
licisticos identificados através da ultrassonografia (+ de 20 cistos ou foliculos medindo 2-9 mm e/ou volume
ovariano total > a 10 cm?® em um ou ambos os ovarios).>¢

Estudos demonstram que a exposicdo de ratos a hormoénios esteroides sexuais, na fase pos-natal, apre-
senta inimeras caracteristicas similares a SOP em mulheres, tais como excesso de androgenos, interrupgao do
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ciclo estral, oligo/anovulagao, hipersecre¢do do hormonio luteinizante, desenvolvimento de cistos ovarianos e
resisténcia insulinica.™*
O método de exposigdo pos-natal na indugdo da SOP murina é amplamente utilizado, baseado na morfo-
logia normal do sistema reprodutivo da rata na idade adulta, a qual tende a ser a mais adequada.'>*?
Considerando a existéncia de diversos métodos de mimetizagdo da sindrome em ratos, observa-se a falta
de um consenso quanto ao modelo ideal. O fato, ndo permite uma analise comparativa rigorosa no que tange a
eficacia dos modelos em simular a condigdo humana. Assim, uma investigagdo a respeito do método de indu-

¢do pos-natal, se faz oportuna e relevante.

OBJETIVOS

Geral:

* Comparar a similaridade do modelo de indugdo pds-natal da SOP murina, com o observado em
mulheres.

Especificos:

* Analisar a concentragdo hormonal durante a fase de estro;

* Realizar a avaliagdo morfologica dos 6rgdos sexuais durante o estro;

*  Comparar as diferencas hormonais, morfologicas dos 6rgaos sexuais e a medi¢cdo do peso corporal
encontradas entre os grupos experimentais.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental aprovado pela CEUA/UNIFESO sob o n.° de protocolo 580/2024.

Caracterizacao da amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas 12 ratas (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia — Berkenhaout, 1769), Wistar, com média de idade de 2-3 meses e peso de 250 + 20 g, com comida
e agua disponiveis ad libitum, procedentes da Instalagao de Ciéncia Animal do UNIFESO, Campus Quinta do
Paraiso, Teresopolis—RJ.

Desenho do estudo experimental

A randomizagio ocorreu por meio do editor Excel (Microsoft Corporation®, Washington D.C, US), sendo
formado dois grupos:

I) Grupo Controle (GC, n = 6), fémeas higidas no estro;

IT) Grupo Pos-Natal (GPos, n = 6), fémeas com 9 dias de idade induzidas a SOP por meio de dose tinica de
5 mg de propionato de testosterona (Durateston®, Eurofarma Laboratorios S.A, SP, BR), via S.C. (subcutinea).
Os exames laboratoriais € complementares foram realizados aos 90 dias.
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Analise do ciclo estral (esfregaco vaginal)

A ciclicidade estral foi monitorada por observagoes diarias de esfregagos vaginais para todas as fémeas,
apos a indugdo do estro por meio da presenga do macho na gaiola. O procedimento para a coleta de amostras
vaginais envolveu a separacdo dos labios da vulva e a inser¢do de um cotonete estéril na vagina. O swab foi
girado duas ou trés vezes contra a parede vaginal e, em seguida, realizado um imprint em uma lamina de vidro
limpa. Os esfregagos foram fixados em metanol, corados com Giemsa e examinados por microscopia Optica
(aumento de 100x).

As proporgdes de leucocitos, células epiteliais e células cornificadas foram determinadas nos esfregacos
vaginais diarios. Essas propor¢des mudam de maneira caracteristica durante as diferentes fases do ciclo estral.
O ciclo estral de ratos dura 4 dias.*

Analise do peso corporal, parametros morfolégicos e peso dos 6rgaos do controle e da prole
androgenizada aos 9 dias

Os pesos corporais das fémeas foram determinados aos 30, 45, 60 e 81 dias de idade. Na idade adulta (90
dias), todos os parametros morfologicos foram medidos com um paquimetro, incluindo a distancia anovaginal
[a distancia (em milimetros) entre a borda anterior do 4nus e a borda posterior do orificio vaginal] e os compri-
mentos da vagina e do clitoris. Analisou-se o peso corporal (g) e peso dos ovarios (g).

Coleta de sangue e dosagem hormonal

Amostras de sangue para dosagem hormonal foram obtidas por via intracardiaca terminal, apds anestesia
profunda durante a fase de estro.

Niveis séricos de testosterona (T) (ng/dL), estradiol (E2) (pg/ml), progesterona (P) (ng/ml), foram deter-
minados pelo método de quimioluminescéncia.

Avaliacdo da morfologia ovariana

Apos a eutanasia, os ovarios de todos os animais durante a fase estro foram removidos, limpos de tecido
adiposo conjuntivo aderente, fixados em paraformaldeido a 4% e, em seguida, processados por protocolos
padrdo e incluidos em parafina.

Os ovarios foram seccionados longitudinal e serialmente a 5 um de espessura; os cortes foram montados
em lamina de vidro, desparafinizados por xileno, hidratados em série de etanol (100, 90, 80, 70 e 50%) e agua
destilada, e corados em H&E. Os cortes ovarianos foram observados em microscopio de luz com objetivas
variando de 4 a 100x e oculares de 10x.

Analise estatistica

Ap6s a coleta dos dados, para comparar as médias entre os grupos estudados, utilizou-se o teste t de Stu-
dent, seguido do calculo da média, desvio padrdo de cada grupo experimental e grafico box plot, utilizando
o programa Excel. Em todos os testes foi estabelecido um intervalo de confianga de 95% (IC = 95%) e grau
de significancia estatistica de 5% (p < 0,05). Utilizou-se o programa SPSS versdo 22.0%° (Belmont, CA, US).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dosagem hormonal

Durante o experimento o principal resultado encontrado foi a determinagdo da concentracdo hormonal,
n a qual, os resultados, mostraram que a concentracdo de testosterona foi inferior no grupo SOP (0,12 £ 0,008
ng/dL) em relagdo ao grupo controle (0,18 £+ 0,005 ng/dL) (p < 0,05). A progesterona também teve uma baixa
significativa no grupo SOP (40,06 £ 6,87 ng/ml) em relagdo ao grupo controle (48,61 £ 5,85 ng/ml) (p < 0,05).
Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de estradiol nos dois grupos. (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas laboratoriais das ratas com Sindrome do Ovdrio Policisticos e Grupo Controle

A Testosterona (T) B Estradiol (E2) G Progesterona (P)
0,22 — - ns 6il) d
T 5
0,2 15 z[]
= :H: E I3 Eas
= O 11 A
£ 0,14 2 1 23
0,12 7 30 4
0.1 5 25
Grupo Grupo Grupo  Grupo Grupao Grupo
Controle S0P Controle S0P Controle S0P

Graficos box plot mostrando os niveis séricos de ratas em estro fisioldgico. (*) valores p < 0,05 consi-
derados estatisticamente significantes; (ns) ndo significativo. A - Comparativo do nivel sérico de testosterona
entre os grupos; B - Comparativo do nivel sérico de estradiol entre os grupos; C - Comparativo do nivel sérico
de progesterona entre os grupos. Quimioluminescéncia. Fonte: Autores, 2024,

Neste estudo, o estradiol do grupo SOP (GSOP) nao apresentou uma diferenca significante em relagao ao
grupo controle (GC), enquanto nas mulheres este pode apresentar variagdes, estando em muitos casos elevado
nas fases iniciais do ciclo menstrual, refletindo a hiperestimulagao folicular que pode ocorrer devido a disfun-
¢do ovulatoria, o que leva a um desequilibrio entre o estradiol e a progesterona, contribuindo para as alteragdes
endometriais e possiveis dificuldades reprodutivas nas pacientes com SOP.?*%

Por outro lado, as ratas do grupo induzido por testosterona (GSOP) apresentaram niveis mais baixos de
progesterona que o grupo controle (GC), assim como os niveis apresentados em mulheres com SOP, especial-
mente devido a anovulagao frequente, o que afeta a produgdo desse hormdnio na fase litea do ciclo menstrual.
Os resultados mostraram que os niveis de testosterona foram inferiores no grupo SOP (GSOP) em relagdo ao
grupo controle (GC), em contrapartida, foram encontrados niveis significativamente mais altos de testosterona
no estudo em mulheres.?**

Analise do peso corporal, parametros morfologicos e peso dos orgaos

Na analise de peso corporal, o peso do grupo SOP mostrou-se mais elevado em todas as medigdes. 30
dias (GSOP: 87 £ 3,60 g versus GC: 84,5 £ 3,2 g), 45 dias (GSOP:158,33 £ 4,81 g versus GC: 130 +£4,3 g),
60 dias (GSOP: 203 + 6,70 g versus GC: 167 £5,5 g) e 81 dias (GSOP: 215 £ 4,72 g versus GC: 187,1 £ 5,2
g). (Figura 3).
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Figura 3. Peso corporal (g) dos animais
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Grifico box plot mostrando a diferenca entre os pesos corporais dos dois grupos {GC e GSOP) durante a mesma

fase de desenvolvimento. (*) valores p < 0,05 considerados estatisticamente significantes; (ns) nio significativo.
Fonte: Autores, 2024.

O peso do grupo SOP mostrou-se mais elevado em todas as medi¢des, o que se alinha ao encontrado em
mulheres como aumento de insulina, resisténcia insulinica (HOMA-IR) e indice de androgenos livres (FAI),
0 que contribui para o agravamento da deposi¢ao de gordura abdominal e influencia negativamente a compo-
sigdo corporal.?6?’

Quanto aos parametros morfologicos dos animais, observou-se que o grupo SOP (GSOP) apresentou
comprimento do clitéris (3,3 £ 0,7) maior que o grupo controle (GC), assim como o peso ovariano. (Figura 4).

Figura 4. Parimetros morfoldgicos dos animais
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Grificos box plor mostrando a diferenca entre parimetros morfoldgicos dos dois grupos (GC e GSOP) durante a
mesma fase de desenvolvimento. (¥) valores p < 0,05 considerados estatisticamente significantes; (ns) nao
significativo. A - Comparative do comprimento do clitdris entre os grupos; B - Comparativo do comprimento da
vagina entre os grupos; C - Comparativo da distincia anovaginal entre os grupos: D - Comparativo dos pesos
ovarianos entre os grupos. Fonte: Autores, 2024,
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Quanto aos testes de parametros morfologicos dos animais, observou-se que o grupo SOP (GSOP) apre-
sentou comprimento do clitdris e peso ovariano maior que o grupo controle (GC), entretanto o comprimento
vaginal no grupo SOP (GSOP) apresentou comprimento maior que no grupo controle (GC). Ja a distancia
anovaginal ndo teve uma diferenga significante entre os grupos estudados. Nas pesquisas em mulheres houve
diferenca significativa entre os grupos na composicao corporal, esses achados sugerem que o hiperandrogenis-
mo esta associado a sindrome.?*2¢

Analise do ciclo estral (esfregaco vaginal)

Durante a citologia vaginal, as propor¢des de leucocitos, células epiteliais e células cornificadas foram
determinadas nos esfregacos. Esses, foram realizados pela manha em dias diferentes para determinar a fase do
ciclo estral na qual os animais se encontravam. Observou-se predominantemente apds a introdu¢do do macho
na gaiola, a fase de estro, a qual se caracteriza pela queda dos niveis de estradiol coincidentemente com a ovu-
lacdo e formagdo do corpo liuteo, ha diminuigéo da proliferacdo do epitélio vaginal, apresentando esfregago
vaginal constituido predominantemente de células cornificadas anucleadas, dando o aspecto de “folhas secas”.
28 (Figura 5).

Figura 5. Limina de citologia vaginal

Liminas de esfregaco vaginal. A - Proestro: células intermediarias nucleadas (setas pretas): B - Estro: células
anucleadas (setas vermelhas). 100X, Giemsa. Fonte: Autores, 2024,

Avaliacdo da morfologia ovariana Apos a eutanasia, procedeu-se ao exame anatomopatologico dos ova-
rios, para verificacdo da presenca de cistos ovarianos, os quais o grupo SOP indicou a presenca de inimeros
cistos, ao contrario do grupo controle, que ndo se encontrou nenhum cisto. (Figura 6).

Owirio de ratas, ar} 90 dias de idade. Observar em grupo controle (G a inexisténcia d cistos ovarianos. Em
grupo induzido por testosterona (GSOP), notar presenca de indmeros cistos ovarianos (setas pretas). Fonte:
Autores, 2024.
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Observou-se por meio de cortes histologicos a confirmagdo da presenga de cistos ovarianos e nao se ob-
servou corpos luteos nos ovarios do grupo induzido por testosterona (GSOP), assim como a inexisténcia de
cistos no grupo controle (GC) (Figura 7).

Figura 7. Achados histoldgicos dos ovirios

Fotomicrografias mostrando corte de ratas em estro fisiologico. Observar em grupo controle (GC) a pre-
senca de corpos luteos (X) e foliculos antrais (Cruz). Em grupo induzido a SOP (GSOP), notar cistos ovarianos
(Estrela). 40X. HE. Fonte: Autores, 2024.

Apobs o exame anatomopatologico dos ovarios aos 90 dias e a histopatologia, confirmamos a presen-
¢a de inumeros cistos ovarianos no grupo SOP (GSOP), diferente do grupo controle (GC), onde ndo en-
contramos a presenca de nenhum cisto. Enquanto os achados ultrassonograficos em mulheres compativeis
com ovarios policisticos sdo os menos prevalentes, principalmente entre as pacientes na ultrassonografia
transabdominal.27,29,30

CONCLUSOES

O estudo comparou pardmetros hormonais e morfoldgicos entre ratas com sindrome dos ovarios policis-
ticos (SOP) induzida por testosterona e ratas higidas, bem como achados similares em mulheres com SOP. As
ratas com SOP apresentaram niveis mais baixos de progesterona em relagdo ao grupo controle (GC), similar
ao observado em mulheres, devido a anovulagdo. Nao houve diferenca significativa nos niveis de estradiol
entre os grupos de ratas, enquanto nas mulheres este pode apresentar variagdes. No entanto, as ratas com SOP
mostraram niveis de testosterona inferiores aos do grupo controle, enquanto em mulheres com SOP, os niveis
de testosterona foram significativamente mais altos.

O peso corporal e o peso ovariano das ratas do grupo induzido (GSOP) foram maiores em relagdo ao
grupo controle (GC), assim como os niveis de insulina e androégenos livres em mulheres com SOP, sugerindo
que resisténcia a insulina e hiperandrogenismo estdo relacionados a sindrome. Os exames histopatologicos
confirmaram a presenca de cistos ovarianos no grupo SOP das ratas, o que também ¢é observado em mulheres
com SOP.

Com isso, podemos concluir que o método de inducao pds-natal reproduziu parcialmente aspectos fisio-
patologicos encontrados na doenga humana.
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RESUMO

Introducao: Estudos indicam que o modelo murino de separacdo materna, equivale ao estresse no inicio
da vida e, mais especificamente, ao abuso e/ou negligéncia infantil em humanos, modulando o eixo hipotala-
mo-hipoéfise-adrenal (HPA), afetando a fungdo neuronal subsequente e o comportamento emocional. Em que
pese a alta validade de construto do modelo de separacdo materna em roedores, verifica-se a inconsisténcia
entre os resultados da literatura, devido a diferencas de metodologia, espécie escolhida, momento da avaliagao
do desfecho e escolha do grupo controle. Objetivos: Investigar se a separagdo materna prolongada origina
um fenoétipo predisposto (apos trés geragdes consecutivas), a transtornos psiquiatricos. Métodos: O estudo foi
aprovado pela CEUA/UNIFESO sob n.° 553/23. Serdo utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus), com ida-
de entre 1 e 90 dias e peso entre 6 e 300 g, composto por 24 machos e 24 fémeas. Os animais serdo distribuidos
nos grupos: I- Grupo Controle: ratos desmamados no 21° dia, sem estresse na vida adulta (90 dias); II- Grupo
Estresse Adulto; neonatos mantidos com a presenca materna até o desmame (21 dias), e submetidos a estresse
aos 90 dias, por meio de isolamento social e ciclo claro de 24h por trés dias consecutivos; III- Grupo Separagao
Materna; neonatos separados da mae do 2° ao 14° dia por 3 horas diarias; IV- Grupo Separagdo Materna/Es-
tresse Adulto; neonatos separados da mée do 2° ao 14° dia por 3 horas diarias e expostos ao estimulo estressor
descrito no grupo II. Em todos os grupos, serdo realizados testes cognitivos e de ansiedade aos 22 e 94 dias,
além da determinacdo da concentragdo de corticosterona plasmatica. Resultados preliminares: Caracterizou-
-se 0 comportamento de machos e fémeas do Grupo Controle, quando submetidos aos testes do labirinto em
cruz elevada e do campo aberto, além de determinar-se a concentragdo sérica de corticosterona dos animais.

Palavras-chave: Psicologia experimental; Transtornos psiquiatricos; Transgeracional; Epigenética; Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

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, “a relagdo com o cuidador permite a crianga aprender sobre o mundo, e isso inclui a capacidade
de experimentar o mundo por meio dos sinais de seguranca e ameaga que o cuidador transmite”,' nesse sen-
tido, a relagdo mae-bebé se estabelece como meio significativo na construgdo do psiquismo, necessario seu
estabelecimento como sujeito. Em seu livro “Instintos e suas Vicissitudes”, Freud (1915)?, sinaliza o apego do
bebé a mie em seus primeiros anos de vida, assim atribui o vinculo que se estabelece nesta relagdo na asso-
ciacdo da figura materna a reducdo de suas tensoes 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 estrutura¢do do
psiquismo. Diversos estudos demonstraram que filhos que passaram por algum tipo de estresse t€ém maiores
riscos de desenvolver transtornos psiquiatricos, como depresséo ¢ ansiedade.* Além disso, ja relacionaram o
neurodesenvolvimento da crianga aos cuidados maternos. Ensaios realizados com criangas de um ano coloca-
das em ambientes novos, onde a mae se ausentou durante um breve periodo, observou que as criangas oscila-
vam entre exploragdo do ambiente ¢ busca pela mae, mostrando sinais de desconforto. Esse padrdo 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 desempe-
nho social.* O estresse no inicio da vida na espécie tem efeitos adversos evidentes em diversos sistemas fisiolo-
gicos, mas o mais enfatizado é o aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos.’

Varios modelos animais foram desenvolvidos para estudar essa relagdo, cada um com diferentes tipos
de estressores e tempos de desenvolvimento. A separacdo materna (SM) € uma categoria de modelos que ma-
nipula o ambiente pds-natal precoce da prole. A SM prolongada, em que a prole é removida de seu cuidador
por entre 3 e 6 horas didrias, € considerada uma condi¢do 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 esqui-
va'®, A inconsisténcia decorre das diferencas na metodologia da separa¢do materna, da espécie escolhida, e do
momento da avaliagdo do desfecho e escolha do grupo controle!®. Apds 30 anos de estudos sobre os efeitos do
manejo precoce e separacao materna em ratos, foi proposto que o modelo SM180 (separagdo materna por 180
minutos diarios), pode ser considerado um modelo evolutivo para a depressdo humana!!, cumprindo os crité-
rios para um modelo de depressdo de alto valor de construto e validade mecanicista. Diversas pesquisas tém
demonstrado que, do ponto de vista bioldgico, variagdes na relagdo materna e no ambiente inicial do desen-

1213 até a estrutura e o funcionamento cerebral'*. Gehm'® aduziu

volvimento alteram desde a expressdo génica,
que, embora a atual concepcdo de maternidade permita supor que a separagdo materna 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 sdao
mais complexos do que meramente “melhorar ou piorar” o desempenho dos animais em contextos sociais.
Considerando a atual divergéncia na literatura sobre o tema, o presente estudo objetiva investigar se a se-
paragdo materna prolongada, origina um fenotipo predisposto a transtornos psiquiatricos, mas que ndo necessa-
riamente se exterioriza na vida adulta, a menos que haja continuidade de estimulos estressores (gatilhos). Além

disso, testa a hipotese da transgeracionalidade das psicopatologias, com base no conhecimento epigenético atual.
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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 altera¢cdes neuroendodcrinas,
além da expressdo de citocinas pro-inflamatorias e alteragdes em areas cerebrais relacionadas com a regulacéo do
humor, somado a possibilidade de mecanismos epigenéticos com potencial vulnerabilidade ao desenvolvimento
de doengas psiquicas.!* Contudo, o que percebemos na sociedade ¢ que nem todos os individuos submetidos a
separagdo materna na infincia desenvolvem alteragdes psiquicas. Nesse sentido, nos perguntamos se um evento
estressor na fase adulta poderia ser um fator desencadeante para a manifestagdo das alteragdes psiquicas.

Nosso estudo adotara a metodologia da separacdo materna prolongada na primeira infancia, somado a um
estimulo estressor na fase adulta em ratos Wistar, buscando a compreensdo da susceptibilidade ao desenvol-
vimento de transtornos psiquiatricos, associado aos possiveis déficits nos comportamentos sociais e se essas
alteragOes poderiam ser transmitidas a outras geragoes.

Entendendo que a transgeracionalidade € 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 ¢ dimensdes psiquicas'®. Nesse sentido, nosso grupo se propde a estudar a hipotese de que
os transtornos psiquiatricos, associado aos possiveis déficits nos comportamentos sociais possam ser transmi-
tidos a futuras geragdes. Limitacdes no estudo da transgeracionalidade e da heranca epigenética aplicada aos
transtornos psiquiatricos em humanos, corroboram com a necessidade da caracterizagdo de um modelo animal
como uma 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 diagndstico mais preciso e de repensar as formas de tratamento e intervengao a serem tra-
balhadas com os sujeitos acometidos por psicopatologias nesse contexto.

Buscando a integragdo de diferentes areas do conhecimento e entendendo a relevancia e complexidade
do tema proposto, somado a diversidade de competéncias necessarias para execugdo deste projeto, adotamos a
inser¢do de estudantes 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 medi-
cina, sendo estes profissionais das areas de medicina veterinaria e psicologia. Acreditamos que a inser¢ao de
diferentes campos do conhecimento possa contribuir de forma significativa na obtengao e analise dos dados
garantindo resultados robustos e consolidados, incentivar a atuacdo interprofissional sendo essa para a efetiva-
¢do de mudangas das praticas profissionais, na intengao de qualificar para o trabalho colaborativo.

OBJETIVOS

Primario

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

Secundarios

Analisar o comportamento de ratos (3* geracdo), descendentes do cruzamento de animais consanguineos
(irmdos), portadores de transtornos psiquiatricos. Desenvolver em parceria com professores e discentes e do
Curso de Graduacao em Ciéncias da Computacao, software similar ao Any-Maze Video Tracking SystemTm
(Stoelting Co., Il. US).

76



i IV SEM. DE CIENCIA EXP. DA INSTALACAO DE CIENCIA ANIMAL DO UNIFESO
ARTIGO CIENTIFICO Editora Unifeso | Teresopolis | ISBN: 978-65-87357-77-5

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 presenca 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 méae 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 Separacao Materna prolongada por 3 horas diarias (Modelo SM180)

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

No inicio de cada periodo de separacdo, a mae sera retirada da gaiola e colocada em outra gaiola com ca-
racteristicas iguais, na mesma sala de manuten¢do. Em seguida, a caixa contendo os filhotes serd 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 condic¢do por 3 horas. Ao final do periodo, a prole sera recolocada na gaiola e levada de volta a
sala de manutengao, 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
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 determinacao da concentragdo
plasmatica de corticosterona (expressa em ug/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 roedores17. 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, e os seguintes parametros serdo obtidos:
distancia total percorrida e tempo passado na periferia e no centro da arena, sendo os dois ultimos parametros
para avaliacdo 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.
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Figura 1. Teste do Campo Aberto

Fonte: Autores, 2024,

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 exposicdo dos ratos a situagdes naturalmente ameagadoras, representadas no modelo pela altura
e pelo espago aberto, explicaria a maior aversdo 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 psicologicas e neuroquimicas da ansiedade (Figura 2).

Figura 2. Teste do Labinnte em Cruz Elevada

O aparato foi colocado acima da caixa do teste de campo aberto, no caso de uma eventual queda do animal. Fonte: Autores, 2024,
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Determinacio da concentracio plasmatica de corticosterona

Aos 94 dias, serdo colhidas, em todos os animais, amostras de sangue total (0,5 ml) pela veia femoral. As
amostras serdo enviadas a laboratorio de analises clinicas, particular para determinagao da corticosterona plasma-
tica. Os resultados serdo expressos em ug/dL. Em seguida, os animais serdo eutanasiados, segundo as Diretrizes
para a Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao 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
Padrdo 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

Apos 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 geracdes 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.

RESULTADOS PRELIMINARES

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.'®'® Foi realizada uma analise compa-
rativa 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 diferenca
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 ¢
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 relacao a segunda exposi¢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 brago 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 relagao
ao género, onde machos e fémeas permaneceram por tempo semelhante no brago aberto em T1.
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Figura 3. Anilise comportamental do GC no teste do labirinte em cruz elevada (LCE)
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O Teste de Campo Aberto (Open Field Test) ¢ uma ferramenta versatil e comumente utilizado para ava-
liar o comportamento semelhante a ansiedade e depressdo, além de possibilitar a analise de outros pardmetros
como locomogao e atividade exploratdria.'?! Nesse estudo foram analisados diferentes parametros como loco-
mocao, atitude de autocuidado/limpeza, e exploratoria. A locomocgdo foi representada pela analise do niumero
de vezes que os animais entraram no quadrado demarcado na arena e o nimero de cruzamento dos mesmos
(Figura 4 A, 2B) respectivamente, nesse sentido observamos que os machos do GC apresentaram uma média
de 73,67, mediana de 66,50, percentil de 25% e 75% = 53,50 e 94,25 respectivamente ¢ 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 relacao
ao numero de entradas no quadrado demarcado, sendo o valor de p = 0,57 e a diferenca entre médias = SEM:
7,500 £22,51.

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 ani-
mal, contudo a intensidade ou diminuigdo desse comportamento pode denotar alteragdes 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% ¢ 75% = 0,75 ¢ 1,0 res-
pectivamente. As fémeas do GC obtiveram a média de 0,83, mediana de 1,0, o percentil de 25% e 75% =0,75¢
1,0 respectivamente e a diferenga entre médias + SEM: 0,0 = 0,235. Sendo assim, os dois grupos apresentaram
“grooming”, ndo sendo identificada diferenca entre os grupos, contudo ressaltamos um niimero de apenas uma
atividade de “grooming” realizada em ambos os grupos de animais controle.

Quanto a atividade exploratoria, foram analisadas duas atitudes comportamentais: o levantamento (“rea-
ring”), onde o animal fica apoiado sobre as patas traseiras e realiza o deslocamento das patas dianteiras para
posi¢ao 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
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+ 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 diferencga 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 e 5,5 respectivamente, valorde p=0,12 e a
diferenca entre médias = SEM: 2,167 + 1,293.

Juntos esses resultados sugeriram que os animais do GC, tanto macho como fémeas ndo apresentaram
alteragOes nos parametros de locomocao, autocuidado e exploragdo do ambiente, podendo ser considerados
animais com caracteristicas comportamentais no padrdo de normalidade, entretanto, as fémeas parecem apre-
sentar um fenotipo mais explorador que os machos.

Figura 4. Andlise comportamental do GC no teste do campo aberto (CA)
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Numero (n) de vezes em que os machos e fémeas entraram no quadrado demarcado. (B) Numero de vezes
em que os machos e fémeas cruzaram ou atravessaram o quadrado demarcado, representando também a capa-
cidade de locomogao do animal. (C) Numero de vezes em que os machos e fémeas realizaram o movimento de
grooming. (D) Numero de vezes em que os machos e fémeas realizaram a exploragdo do ambiente, represen-
tado pela atitude de levantamento (ficar sobre as duas patas traseiras). Teste executado em cinco minutos. Nao
foram identificados outliers em nenhum grupo. Analise Unpaired t test, **p = 0,0014; ns = sem significancia
estatistica entre os grupos. Fonte: Autores, 2024.
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DISCUSSAO

Estudos com modelos animais, sugerem que o estresse na primeira infancia pode contribuir com vulne-
rabilidades no desenvolvimento em diferentes sistemas fisioldgicos, destacando-se as alteragdes no desenvol-
vimento comportamental. O modelo de separacdo materna tem sido utilizado como uma ferramenta estressora
na primeira infncia capaz de induzir, no modelo animal, um fenétipo do tipo ansioso.*” Nesse contexto, os
testes de labirinto em cruz elevada e campo aberto tornam-se uma ferramenta util, por serem frequentemente
utilizados nos estudos em doencas neuropsiquidtricas, permitindo avaliar o perfil do comportamento do tipo
ansioso e depressivo, além da possibilidade de analise de outros pardmetros como locomogdo ¢ atividade
exploratdria.'s-2?

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), apds a exposigdo préviaem T1,
os animais ja conheciam as situa¢des ameagadoras representadas pela altura e pelo espago aberto do aparato,
demonstrando maior aversdo 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 f€émeas. 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 numero de entradas e permanéncia no brago aberto superior em relacdo aos machos.23 Contudo, a igualda-
de entre os géneros podem ser observada sem caracterizar nenhum distirbio comportamental, uma vez que fa-
tores extrinsecos como ambiente, climatizacio da sala, iluminagao e até mesmo o periodo estral das fémeas po-
dem influenciar no comportamento dos animais. Nesse sentido, as analises futuras seguirdo as mesmas técnicas
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 utilizagdo desses animais como um controle adequado ao estudo proposto.

Outros parametros que permitam avaliar o comportamento dos animais que mimetizam alteragdes psi-
quicas em humanos sfo atividades como locomogao, autocuidado e exploracdo do ambiente através do teste
de campo aberto.?’2! No presente estudo observa-se que os animais do GC, tanto machos quanto fémeas apre-
sentaram caracteristicas de locomocao e 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 nao ¢ 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
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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, inferimos que dentre os pardmetros comportamentais analisados, machos ¢ 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.

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.
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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 inovacao. 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 Computacdo, Medicina
Veterinaria, 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¢@o 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; Visao 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).

Figura 1: Tipos de arena do Teste de Campo Aberto.

(a) (b)

FONTE: Laboratirio de Genética Comportamental UFSC, (SOUZA er 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 identificagdo visual assertiva dos padroes de comportamento, o que exige um trei-
namento e experiéncia adequados para a obtencdo de diagnosticos precisos.

O trabalho descrito neste projeto apresenta a proposta de desenvolvimento de uma ferramenta de Visao
Computacional, cujo objetivo ¢ automatizar o processo de identificacdo visual dos padrdes de movimentagao
dos animais, durante o Teste de Campo Aberto. Espera-se com isso, que a ferramenta possa auxiliar no proces-
so de obtencdo de diagndsticos 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-
cisdo (WECHSLER, 2014). Dentre as tarefas que Visdo Computacional almeja abordar, pode-se citar, detecg¢ao
de objetos, reconhecimento de faces, classificagdo de objetos, todos esses problemas utilizando apenas dados
visuais. Um exemplo de aplicacdo sdo os carros autdnomos, 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 sera 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.
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JUSTIFICATIVA

Atualmente o Unifeso possui uma arena para a realizacdo do Teste de Campo Aberto, conforme ilustrado
na Figura 2, que fica localizada no Biotério da institui¢do 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 realizacdo de experimentos.

Figura 2: Arena do Teste de Campo Aberto do Unifeso.

FONTE: Proprio Autor

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

Refor¢amos que uma ferramenta comercial, com propésitos 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 instituigao.

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 detecg@o de roedores utilizando a técnica de Visdo
Computacional HOG (Histogramas de Gradientes Orientados);

3. Avaliacdo da técnica utilizando as métricas de acuracia e precisao;

4. Aprendizagem, implementagao, teste e validacdo da detecg@o de roedores utilizando a técnica de Visao
Computacional CNN (Redes Neurais Convolucionais);

5. Avaliacdo da técnica utilizando as métricas de acuracia e precisio;

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

7. Implementagdo de ajustes e modificagdes na ferramenta de acordo com as avalia¢des 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

Visdao Computacional.

Figura 3: Arcabougo da Ferramenta de Visio Computacional.

FONTE: Adaptada de (DA ROSA, 2014)

Para o desenvolvimento do projeto sera necessario a integracdo 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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Preliminarmente esta sendo adotada a avaliagdo comparativa de duas técnicas de Visdo Computacional
conhecidas, como proposta de solugdo para a deteccao e rastreamento de roedores no Teste de Campo Aberto.

Serdo utilizados como critérios de comparacao os parametros de desempenho computacional e acuracia
de detecgao para definicao 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 é um descritor de caracteristicas utili-
zado para detecgdo 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 ¢ avalia-las conforme o problema proposto no cenario de aplicagdo
do Biotério da Unifeso. ]

O desenvolvimento das atividades sera executado pelos alunos do Curso de Ciéncia da Computa¢do em con-
junto com os alunos relacionados nas tarefas do Biotério, que se reunirdo com frequéncia semanal para discussao
e apresentagdo 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 acuracia e precisdo do
processo de deteccao do roedor pelo processo de visdo computacional em tempo real durante a execucao de
um experimento na arena do Teste de Campo Aberto. As métricas adotadas somente servirdo para a defini¢cdo
da técnica que melhor se adequa ao cenario proposto.

Considerando que os dados coletados se resumem as imagens dos videos e o experimento nio envolve
diretamente a pesquisa com o animal, entendemos que o projeto ndo se enquadra para ser submetido ao Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Refor¢camos ainda que projetos dos cursos de saude que utilizam a arena para execugdo do Teste de Cam-
po Aberto, cujos experimentos servirdo de base para validagdo da ferramenta computacional, ja tem aprovagio
do CEUA. Um dos exemplos € o projeto intitulado Analise Comportamental de Filhotes de Ratos Wistar Sub-
metidos & 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 implementagdo inicial da técnica de visdo
computacional HOG. Foram selecionadas imagens de ratos e aplicadas ao script para verificagdo do processo
de extracdo 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 0s contornos
do rato, conforme a imagem de entrada.

E possivel observar, que a imagem a esquerda da Figura 4 é de um rato branco em cima de uma superficie
branca, ja a da direita ¢ de um rato escuro em uma superficie branca. Nesse cendrio, a aplicagdo do HOG na
imagem do rato a esquerda gerou uma extragdo de caracteristicas com baixa resolu¢do em relagdo a imagem
do rato a direita da figura. Isso se deve em virtude do HOG trabalhar com a avaliagdo da magnitude do gra-
diente da imagem, o que significa que imagens que possuem maior realce apresentem resultados de extrago
de contornos mais definidos.
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Figura 4: Resultados da extragio de Caracteristica pelo HOG

C‘.

FONTE: Proprio autor

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

Figura 5: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¢do 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 extragdo de caracteristicas com imagens extraidas da nova arena, con-
forme ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Resultados da extraciio de Caracteristica 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 defini¢do 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 detecg@o dos ratos em tempo real.
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