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Resumo

As doencas cardiovasculares sdo mais prevalentes em mulheres apods a
menopausa, sugerindo efeito protetor dos hormonios sexuais femininos (HSF). A
reducdo dos HSF resulta em disfungéo vascular, a qual é exacerbada na presenca de
estresse cronico. O tecido adiposo perivascular (PVAT), um tecido que circunda a
maioria dos vasos sanguineos, modula a funcédo vascular, e pode ser um local de
sintese/secrecdo de HSF modulando a resposta vascular. O objetivo deste projeto foi
investigar os efeitos da reposicdo hormonal com estrodgeno e progesterona na funcéo
anticontratil e sinalizacdo do PVAT adrtico de ratas ovariectomizadas (OVX)
submetidas ou ndo ao estresse cronico moderado imprevisivel. Para isso, ratas Wistar
(3 meses) passaram pela cirurgia para OVX ou operacdo falsa (sham). A funcéo
anticontratil do PVAT foi avaliada em curvas concentragdo resposta a fenilefrina, um
agonista ai-adrenérgico. O papel dos HSF nessa resposta foi identificado via
incubagcao com antagonista de receptor de estrogeno (ER) a e ERB. A geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada pela fluorescéncia a diidroetidina
(DHE). A padronizagcdo da cirurgia da OVX demonstrou que ha redugdo da
temperatura induzida pelo plano anestésico, de modo que o controle da temperatura
perioperatdria € essencial para o sucesso no desfecho da cirurgia. O efeito
anticontratil do PVAT da aorta toracica de ratas € mediado por ERB e néo pelo ERa.
Além disso, demonstramos que PVAT toracica do sexo feminino apresenta EROs.
Assim, nossos dados sugerem que o controle da temperatura corporal perioperatoria
para realizacdo da OVX é essencial para o sucesso e estabelecimento do modelo
animal no laboratério, de modo que néo tivemos nenhuma mortalidade. Além disso, o
protocolo de avaliacdo da producdo de EROs no PVAT também foi padronizado.
Ademais, foi identificado a participacdo dos ERP, mas ndo dos ERa, no efeito
anticontratil do PVAT toracico, demonstrando o papel dos HSF no controle da fungéo

vascular feminina mediada pelo PVAT.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) ainda sdo a maior causa de morte no
mundo (WHO 2025). No sexo feminino é observado maior prevaléncia de DCV apos
a menopausa (EI Khoudary et al. 2020). Diversos fatores contribuem para o
desenvolvimento das DCV, podendo citar dentre eles, o estresse (WHO 2025). Nesse
sentido, a exposicdo a agentes estressantes resultou no aumento da presséao arterial
sistélica em mulheres na pos-menopausa comparada a mulheres em periodo
reprodutivo (Lindheim et al. 1992). Assim, ambos, estresse e menopausa apresentam-
se como fatores de risco para o desenvolvimento de DCV no sexo feminino (Lindheim
et al. 1992; Santosa et al. 2021). Vale ressaltar que no sexo feminino as DCV ainda
sao subdiagnosticadas (Vogel et al. 2021). Perante este cenario, ainda mais limitado
séo os estudos que avaliem o papel dos horménios femininos, estrégeno (E2) e da
progesterona (P4), via reposicdo hormonal, nas altera¢des vasculares induzidas pela
menopausa associada a agentes estressores, tdo comuns na sociedade atual. O
tecido adiposo perivascular (PVAT) é o tecido adiposo que circunda a maioria dos
vasos sanguineos e, classicamente, apresenta efeito anticontratil, o qual é observado
tanto no sexo masculino quanto no sexo feminino (Victorio et al. 2021). Entretanto, a
reducdo dos niveis dos hormonios sexuais femininos (HSF), via ovariectomia, afetam
o efeito anticontratil do PVAT (Petroski-Moraes et al. 2026), o que nao é observado
em machos com orquidectomia (Boydens, Pauwels, and Van de Voorde 2016),
sugerindo a modulacédo do efeito anticontratil do PVAT pelos HSF.

Apesar dos avancos no conhecimento sobre a participagdo do PVAT na
regulacdo do tbnus vascular, ainda sao limitadas as informacdes da influéncia dos
HSF sobre a funcéo desse tecido, especialmente em condi¢cOes associadas a reducao
hormonal e ao estresse cronico. Estudos experimentais indicam que a ovariectomia
(OVX) pode promover alteragcdes no PVAT, incluindo estresse oxidativo, reducao da
disponibilidade de 6xido nitrico (NO), um importante fator vasodilatador e
comprometimento de seu efeito anticontratil, sugerindo um papel importante dos
hormoénios ovarianos (Petroski-Moraes et al. 2026). Enquanto ainda s&o pouco
conhecidos os efeitos da associacado entre estresse e reducédo dos HSF sobre esse
tecido. Dessa forma, torna-se relevante investigar se a reposi¢cao hormonal com E2 e
P4 é capaz de modular a funcéo anticontratil do PVAT e as respostas vasculares em

ratas OVX submetidas ou ndo ao estresse cronico moderado imprevisivel (ECMI),



bem como compreender a participacdo dos receptores de estrégeno e progesterona

nesses mecanismos.

O estresse, de natureza fisica ou psicologica, estimula o sistema nervoso
resultando em uma resposta ao evento estressor. A ativacdo do sistema nervoso
autbnomo e do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal € caracteristica na resposta ao
estresse, de modo que, a exposicao cronica a fatores estressantes resulta em
hiperativagdo simpética, a qual esta relacionada a génese do desenvolvimento de
DCV. A hiperativacao simpatica, estudada em modelo animal via tratamento crénico
com isoproterenol, um agonista B-adrenérgico néo seletivo, resulta em hipertrofia
cardiaca e disfuncdo e remodelamento vascular em fémeas (Zhang et al. 2021). A
aorta de fémeas tratadas com isoproterenol apresentaram aumento da espessura da
parede e fibrose associado ao aumento de colageno I/lll. Sabe-se que, no modelo de
hiperativacédo simpatica via tratamento com isoproterenol, a utilizacdo de baixas doses
resulta em hipertrofia cardiaca sem alteracées na hemodinamica ventricular, porém,
altas doses resulta em insuficiéncia cardiaca (Chang et al. 2018). Desta forma, esses
dados sugerem que alteracbes vasculares s&do encontradas na génese do
desenvolvimento de DCV associadas a hiperativacdo simpética. Entretanto, o
conhecimento acerca dos efeitos do estresse sobre as alteracfes vasculares, no sexo

feminino, ainda € pouco compreendido.

Modelos de estresse, como 0 modelo de ECMI, induzem em ratos aumento dos
niveis plasmaticos de noradrenalina, adrenalina, corticosterona e angiotensina |l
(Firoozmand et al. 2018), cursando com hiperativacéo simpatica. O ECMI resulta em
disfuncéo vascular, associada a reducéo da producdo de NO (Neves et al. 2012). Em
fémeas, a inducdo do estresse utilizando o modelo ECMI também resultou em
disfuncéo endotelial associada a reducéo da producdo de NO e de prostaglandina | e
aumento da producéo de tromboxano A2 (Stanley et al. 2014; Brooks et al. 2018). O
papel dos horménios sexuais femininos é estudado em modelo animal de OVX, com
remocéo bilateral dos ovarios resultando na diminuicdo desses horménios (Brooks et
al. 2018). A disfuncao endotelial em fémeas foi menor comparada aquela observada
em machos e também em fémeas OVX, sugerindo efeito protetor dos HSF (Brooks et
al. 2018). Ratas OVX expostas ao ECMI apresentam aumento dos niveis plasmaticos
de corticosterona e dos fatores inflamatérios fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
interleucina (IL)-6 e IL-1B (Kim et al. 2020). Em modelo de ratas com tratamento
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croénico com isoproterenol, observou-se que a hipercontratilidade a fenilefrina e fibrose
da aorta torécica, é exacerbada quando o isoproterenol é administrado em ratas OVX
(Zhang et al. 2021). A reposi¢cao hormonal com estrégeno nesses animais apresentou
efeito benéfico ao atenuar a hipercontratilidade vascular em ratas OVX (Zhang et al.
2021). Em conjunto, os dados sugerem que a reposi¢ao hormonal pode contribuir para
a atenuacdo das alteracdes cardiovasculares no sexo feminino decorrentes da
menopausa e da exposicdo a fatores estressantes. Em mulheres na pés-menopausa
a exposicdo a fatores estressores exacerbou as alteracbes cardiovasculares
observadas nesse grupo associado ao aumento da resisténcia vascular periférica
(Sherwood et al. 2010). Assim, experimentos para caracterizar a sinalizacao
adrenérgica no remodelamento cardiovascular no sexo feminino precisam ser
conduzidos, com foco na investigacao de um possivel papel modulatério dos HSF.

Dessa forma, no presente projeto levantou-se a hipotese de que a exposi¢ao a
fatores estressantes quando ha reducao dos niveis dos HSF pela realizacdo da OVX,
mimetizando a menopausa, resulta em alteracbes vasculares, as quais Sao
prevenidas pela reposicdo hormonal de E2 e P4. Assim, a reposi¢cao hormonal seria
protetora para os desfechos desencadeados pelo estresse. Embora alguns efeitos do
estresse e da menopausa sejam bem evidenciados na literatura, como ambos alteram
negativamente a funcdo vascular, estresse oxidativo e secretoma do PVAT ainda
precisa ser melhor elucidado.

O objetivo deste projeto foi investigar os efeitos da reposicao hormonal com E2
e P4 na funcao anticontratil e sinalizacdo do PVAT adrtico de ratas OVX submetidas

ou nao ao ECMI.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Modelo experimental

Ratas Wistar (2 meses) foram obtidas pelo Biotério Central e mantidas no
Biotério Setorial do CFS até completaram 3 meses de idade (CEUA n° 9502240625).
Semanalmente, eram realizadas trocas e handling nos animais. Os animais foram
mantidos em ciclo claro-escuro (12h/12h), temperatura controlada (22+2 °C) com livre
acesso a agua e racao padrao.

Ao completarem 3 meses de idade, as ratas foram submetidas a cirurgia de

OVX ou sham. Previamente a anestesia (cetamina 75 mg/kg; xilazina 5 mg/kg; i.p.) foi
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administrado anti-inflamatério meloxican (2 mg/kg; s.c.). ApGs a perda da mobilidade,
no flanco, em ambos os lados, foi aplicado creme depilatério para remocéo dos pelos.
Em seguida, a regido foi limpa com clorexidina e aplicado lidocaina (2%; s.c.). Apos
observacéo de perda de reflexo podal, foi iniciada a cirurgia. Em posicéo lateral sobre
manta aquecida (31°C), foi realizada uma inciséo na pele de 0,5 cm e em seguida na
muscular. O ovario localizado foi instilado com lidocaina, lacado para remocao e
posteriormente as trompas foram posicionadas dentro da cavidade. A musculatura e
a pele foram suturadas. O procedimento foi repetido no lado contra-lateral. A
temperatura foi aferida antes, durante e apés a OVX. Apés a cirurgia, os animais foram
mantidos em manta térmica até recuperacao do reflexo podal. Foi realizada reposicéo
hidrica com soro fisiologico (0,9%; s.c.) aguecido e a temperatura corporal aferida a
cada 5 minutos. Apés recuperacao do reflexo podal e de mobilidade, foi administrado
antibiético kinolox (11 mg/kg; s.c.). Apds 24h foi administrado segunda dose de anti-
inflamatorio.

Os animais do grupo sham (falso operados) foram submetidos as mesmas
etapas de preparacdo, anestesia e manipulacéo cirargica, incluindo o acesso e a
localizacdo dos ovarios, porém sem a remocdo destes, permitindo controlar os
possiveis efeitos decorrentes do procedimento cirdrgico independentemente da

privacdo dos hormoénios ovarianos.

2.2 Coleta de soro e tecidual

A coleta de soro foi realizada a partir da coleta de sangue por meio de puncao
cardiaca de ratas previamente anestesiadas (cetamina 270 mg/kg; xilazina 30 mg/kg;
I.p.). O sangue foi coletado utilizando seringa, em seguida transferido para um falcon
de 15 mL e centrifugado (2300 rpm; 15 min). O soro coletado foi congelado em
biofreezer (-70 °C). Apoés a coleta de sangue, foi realizada a coleta da aorta toracica,

coracao, Utero e tecido adiposo gonadal.

2.3 Reatividade vascular

A avaliacdo da reatividade vascular foi realizada em segmentos da aorta
toracica na presenca (+) ou auséncia (-) de PVAT de ratas controle. Ap0s a coleta, a
aorta foi cortada em anéis (3 mm) e montadas no sistema de banho de érgaos isolados
contendo solucdo de Krebs-Henseleit (em mM: NaCl 115; KCI 4,6; CaCl2'2H20 2,5;



KH2PO4 1,2; MgS0O47H20 1,24; NaHCOz3 25; Glicose 5,5; pH= 7,4), mantida a 37 °C
e continuamente aerada com mistura carbogéenica (95% O2/5% COz). Os anéis foram
conectados a transdutores de forca para registro das alteracdes de tensdo isomeétrica
no sistema PowerLab 400TM de aquisicdo de dados (Software verséo 7,0,
Adinstruments, MA-EUA).

Apoés a montagem, as preparacdes foram submetidas a uma tensédo basal de
3,5 g e permaneceram em estabilizacdo durante 30 minutos. Durante esse primeiro
periodo, foram realizados, quando necessarios, ajustes da tensdo basal. Apés a
estabilizacao, foi realizado teste da viabilidade contréatil ao KCI (80 mM). Na primeira
adicao apos aproximadamente 3 minutos, a solu¢do do banho foi substituida por meio
de quatro lavagens sucessivas com solucdo de Krebs-Henseleit, seguidas de novo
periodo de estabilizacdo de 20 minutos. Posteriormente, foi realizada uma segunda
estimulagcdo com KCI (80 mM), mantida por 30 minutos para avaliacdo da contracéo
maxima induzida pelo KCI. Ao término desse periodo, as preparacdes foram
novamente lavadas e permaneceram em estabilizacdo por mais 30 minutos antes do
inicio das curvas concentracdo-resposta. Para avaliacdo da resposta contratil, foram
realizadas curvas concentragdo-resposta cumulativas a fenilefrina (1 nM-100 pM), um
agonista ai-adrenérgico, permitindo a obtencdo progressiva da resposta contratil.
Apés o ultimo ponto da curva de fenilefrina, aguardou-se aproximadamente 1 minuto
e foi adicionada acetilcolina para avaliacéo da resposta de relaxamento vascular para
andlise da integridade do endotélio vascular. Em seguida, as preparacdes foram
lavadas com solugdo de Krebs-Henseleit e submetidas a novo periodo de
estabilizacao.

Para investigacdo da participacao dos receptores de estrogeno na modulacéo
da resposta vascular, as prepara¢cdes foram posteriormente incubadas durante 30
minutos com o antagonista seletivo do ERa, methyl-piperidino-pyrazole (MPP; 10 uM
Sigma-Aldrich), ou ERB, PHTPP (1 uM Sigma-Aldrich) e seu respectivo veiculo
(DMSO). Apos a incubacdo, uma nova curva concentracao-resposta a fenilefrina foi
realizada. As respostas obtidas antes e apos o bloqueio farmacoldgico permitiram
avaliar a influéncia da sinalizagdo mediada por ERa ou ERp sobre a resposta contrétil
e sobre a modulacao exercida pelo PVAT. Ao final dos experimentos, os segmentos
de aorta utilizados foram medidos e o0s registros de tensdo isométrica foram

armazenados para posterior analise.



2.4 Avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no PVAT

A geracdo de EROs no PVAT foi avaliada por meio da fluorescéncia derivada
da oxidacédo da dihidroetidina (DHE). As amostras de PVAT previamente incluidas em
meio de crioprotecao (Tissue-Tek® O.C.T compound 4583) foram seccionadas (20
pum) em criostato (-20 °C), dispostos em laminas silanizadas. Antes da incubacao, as
laminas contendo os cortes foram mantidas em estufa a 37°C durante 20 minutos. As
regides contendo o tecido foram delimitadas cuidadosamente com caneta hidrofobica,
evitando-se o0 contato da marcagdo com o corte. Os cortes foram incubados com
solucao de tampéo fosfato (PB 0,1 M; pH 7,4), contendo DTPA (100 uM). Inicialmente,
os cortes foram incubados em camara umida a 37 °C durante 10 minutos, utilizando-
se 100 pL da solugéo de PB contendo DTPA por regido de tecido. Apés essa etapa,
0 excesso de solucéo foi cuidadosamente removido, sem permitir a secagem completa
dos cortes. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solu¢céo contendo DHE (2 uM)
sobre cada corte, e as laminas foram novamente mantidas em camara Umida a 37 °C
durante 30 minutos, protegidas da luz. Apos a incubacéo, as laminas foram mantidas
protegidas da luz até o momento da aquisicdo das imagens.

As imagens de fluorescéncia foram obtidas em microscopio de fluorescéncia
BX41® (Olympus), utilizando condi¢des padronizadas de aquisi¢cdo. Para a deteccao
da fluorescéncia derivada da oxidacdo do DHE, foram utilizados comprimentos de
onda de 518 nm para excitacdo e 606 nm para emissédo. As imagens capturadas em
aumento de 20x foram analisadas em software ImageJ (NIH). Mediu-se a densidade
integrada em regides aleatérias de cada corte com area fixa, e a média destes valores

foi considerada a medida final de cada amostra analisada.

2.5 Expressédo dos dados e andlise estatistica

Os dados estéo expressos como média + EPM e analisados por ANOVA 2-vias
seguida de teste post-hoc Bonferroni utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0.
Valor de p<0,05 foi considerado significante.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Inicialmente, para o desenvolvimento das atividades propostas no projeto foi

necessario apresentacdo de certificacdo no curso de ética e manejo em animais



(Anexo 1), treinamento especifico para manipulacdo de animais de laboratério

(Anexo 2) e curso de boas préaticas no Lameb (Anexo 3).

3.1 LimitacOes experimentais e readequacéo do cronograma

Durante o periodo que compreendeu a execuc¢do do projeto, houve a interrupgéo
da producédo e fornecimento de roedores pelo Biotério Central (BIC) (Anexo 4)
decorrente da impossibilidade de garantir o status sanitario adequado dos animais.
Além disso, foi realizado vazio sanitario nos biotérios setoriais para garantir as
melhores condi¢cdes sanitarias apos a retomada do fornecimento de roedores pelo
BIC. Desse modo, as atividades relacionadas ao projeto sofreram algumas alteracdes
até a retomada do fornecimento de roedores pelo BIC.

A retomada do fornecimento de roedores pelo BIC ocorreu em maio deste ano,
guando realizamos a programacao de recebimento dos animais e inicio do modelo
experimental do projeto. Foram iniciadas as etapas necessarias para 0
estabelecimento do modelo experimental, incluindo a realizac&o das cirurgias de OVX
e sham. Entretanto, durante esse periodo, tivemos mortalidade de alguns animais
submetidos aos procedimentos cirargicos, sendo necessario um periodo de
identificacdo da causa da mortalidade e padronizagdo do modelo no laboratério junto
aos veterinarios do CCB. Considerando o tempo necessario para a obtencao de novos
animais, realizacdo dos procedimentos experimentais, recuperacado pos-cirurgica e
desenvolvimento dos grupos previstos, ndo foi possivel concluir todas as etapas
propostas no planejamento inicial dentro do periodo de vigéncia da inicia¢ao cientifica.

Diante dessas limitacdes, a fim de garantir a insercdo e experiéncia em
pesquisa cientifica, alguns experimentos foram realizados em animais de projeto em
andamento no laboratério no ano de 2025, como coleta de soro e tecidual, técnica de
avaliacdo de EROs, além de aprendizado da técnica de reatividade vascular. Porém,
algumas analises inicialmente previstas ndo puderam ser concluidas, incluindo a
avaliacdo da expressao proteica por Western blot, a avaliacdo da producéo de éxido
nitrico e fatores secretados pelo PVAT. Vale a pena destacar, que essas técnicas
aprendidas serao utilizadas em projeto recentemente aprovado no PIBIC ciclo 2026-
2027, no qual a bolsista dara continuidade as atividades desse projeto, podendo

completar suas atividades e aprendizado.



Embora essas intercorréncias tenham limitado o desenvolvimento de algumas
etapas do projeto, a realizacdo das atividades desenvolvidas possibilitou o
treinamento e a experiéncia em diferentes etapas da pesquisa experimental, além da

obtencdo de dados que contribuem para a pesquisa cientifica.

3.2 Padronizagcdo do controle térmico perioperatério para melhorar a
recuperacao de ratas Wistar

Foram realizadas, até o momento, 25 cirurgias em ratas Wistar pesando 253,5
+ 2,6 g. Vinte ratas foram submetidas a cirurgia de OVX e cinco foram sham. As
cirurgias ocorreram no més de agosto e as ratas encontram-se em periodo de
recuperacao (2 semanas) para entao iniciar os tratamentos com reposi¢cao hormonal
e em sequéncia a realizacdo do protocolo de ECMI. Para o melhor desfecho nas
cirurgias realizamos a padronizacao do controle térmico ao longo da cirurgia de OVX.
Sabe-se que a hipotermia é observada durante o plano anestésico geral, o qual
impacta a perfusao tecidual, clearance de farmacos, prolongando a recuperacao e
resultando em piores desfechos cirargicos (Reynolds, Beckmann, and Kurz 2008).
Dessa maneira, também controlamos a temperatura da sala de cirurgia, a qual
permaneceu a 24,2 + 0,6 °C ao longo dos dias de cirurgia.

O tempo de inducdo da anestesia desde a perda do reflexo podal até
imobilidade com auséncia de reflexos foi de 2,0 £ 0,5 min até 9,8 £ 0,9 min (Tabela
1), respectivamente. O tempo de recuperacao pés-cirurgia variou de 87,4 + 6 min para
inicio do reflexo podal até 114,7 + 4,9 min para recuperacdo de mobilidade, quando

entao os animais retornaram ao biotério.

Tabela 1. Perfil temporal da anestesia e reflexos podais e mobilidade.

Parametro avaliado Tempo (min)

Perda de reflexo de endireitamento 2,0+0,5
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Imobilidade com reflexo podal 49+172

Imobilidade e auséncia do reflexo podal 9,8+0,9
Retorno dos reflexos 87,4 +6,0
Recuperacdo da mobilidade 1147+ 49

A temperatura retal foi mensurada antes do inicio da incisdo, na metade da
cirurgia, apos a cirurgia e a cada cinco minutos apos a cirurgia até a recuperacédo do
reflexo podal ou mobilidade (Figura 1). A variacdo normal de temperatura durante a
anestesia € de 35,9 - 37,5 °C. Pré-cirurgia, observamos que 5 animais estavam com
a temperatura abaixo do limiar inferior, e destes, dois, mesmo mantendo em manta
térmica, apresentaram uma temperatura mais baixa, recuperando apenas apoés a
cirurgia. A temperatura normal de um rato Wistar é de 37,5 - 38°C. Assim, durante o
periodo de recuperacdo poés-cirargico, quando mudancas na temperatura eram
observadas fora desse intervalo eram realizadas intervencdes para ajustar a
temperatura. Dessa forma, de acordo com a temperatura o animal poderia ser
removido da manta térmica quando apresentava aumento da temperatura ou
adicionado bolsa de agua quente para aquecé-lo quando a temperatura baixava,
visando controlar a variagdo da temperatura. Ao final da cirurgia, quatro animais
apresentavam temperatura superior a 38°C, a qual foi retornando aos valores

esperados ao longo do tempo de recuperacao.

Figura 1. Controle da temperatura retal de ratas Wistar em cirurgia de ovariectomia
(OVX) ou sham.
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Nota: Os dados expressos sao individualizados mostrando o comportamento de cada
rata ao longo do plano anestésico e cirurgia. A area hachurada no gréfico representa
a faixa de temperatura aceitdvel durante a cirurgia (35,9 — 37,5°C).

Apos a cirurgia foi acompanhada a temperatura dos animais, de cinco em cinco
minutos, realizando intervencdes sempre que se observava variacao da temperatura
fora da faixa esperada, como demonstrado anteriormente. Observamos que apés 30
minutos do fim da cirurgia a temperatura dos animais encontravam-se na faixa
esperada (Figura 2), demonstrando que o protocolo aplicado para controle de
temperatura foi eficaz, de modo que ndo houve mortalidade no pés-cirurgico.

O controle térmico durante e apds a cirurgia propiciou excelente desfecho, visto
que nao houve mortalidade ao longo deste protocolo. Este controle permitiu regular
as alteracOes da temperatura decorrentes da anestesia, principalmente a hipotermia,
momento a momento, com baixo custo e eficiéncia, comparado a uso de outros
anestésicos, como anestésicos inalatérios, que envolvem mais equipamentos, alto
custo e experiéncia técnica (Bhatia et al. 2022).

Figura 2. Acompanhamento da temperatura retal de ratas Wistar apos cirurgia de
ovariectomia ou sham.
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Nota: Os dados expressos como meédia + EPM. A area hachurada no gréfico

representa a faixa de temperatura corporal de ratos Wistar (37,5 — 38°C).

3.3 Avaliacédo da funcao vascular pelatécnica de reatividade vascular

Em ratas Wistar controle, a presenca do PVAT reduziu a resposta contratil a
fenilefrina quando comparada aos anéis sem PVAT, demonstrando o efeito
anticontratil caracteristico desse tecido (Figura 3A). A participacdo do ERa e ER[3 no
efeito anticontratil do PVAT ainda sdo pouco compreendidos. Assim, para determinar
o papel dos ERa e ERp, alguns anéis de aorta toracica com ou sem PVAT foram
incubados com antagonistas desses receptores, e o efeito anticontratii do PVAT
determinado. O antagonismo do ERa manteve o efeito anticontrati do PVAT,
sugerindo que esses receptores hdo medeiam a resposta anticontratii do PVAT
(Figura 3B). O antagonismo com ERf resultou em perda do efeito anticontratil do
PVAT, sugerindo que, no sexo feminino em periodo reprodutivel, o efeito anticontratil
do PVAT da aorta toracica é mediado pela ativacado dos ERpB (Figura 3C). O PVAT
expressa ERa (Costa et al. 2025). A superexpressdo de ERa em tecido adiposo
aumentou o efeito anticontratii do PVAT em artérias mesentéricas de resisténcia
(Costa et al. 2025), sugerindo efeito protetor da ativagdo de ERa. Cabe ressaltar que
o PVAT da artéria mesentérica apresenta caracteristicas fenotipicas semelhantes a
tecido adiposo branco, enquanto o PVAT da aorta toracica € fenotipicamente
semelhante a tecido adiposo marrom (Contreras et al. 2016), de modo que a

participacdo do ERa modulando a resposta vascular pelo PVAT podem diferir.
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Entretanto, apesar de nao observarmos a participagao do ERa no efeito anticontratil
do PVAT da aorta toracica, ndo podemos descartar sua participagcdo em condicdes
gue modulam o tecido adiposo, como na obesidade. A ativacdo do ERB também foi
associada a producdo de 6xido nitrico (NO) e a s-nitrosilacéo de proteinas conferindo
cardioprotecao (Lin et al. 2009). Nesse sentido, o efeito anticontratil do PVAT mediado
pela ativacdo de ERB pode estar relacionado a produgao de NO no PVAT. Sabe-se
gue o PVAT produz NO (Victorio et al., 2016), mas a producdo de NO mediada por
ERp ainda é pouco explorada.

Figura 3. Papel dos receptores de estrogeno a e B no efeito anticontratil do tecido
adiposo perivascular da aorta toracica de fémeas.

@
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Nota: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina de aorta toracica de ratas na
presenca (+) e auséncia (-) do tecido adiposo perivascular (PVAT) em situacao basal
(A), com antagonista do receptor de estrogeno a, MPP (B) ou B, PHTPP (C). Os
dados estédo expressos como média + EPM. Anova 2 vias; * p<0,05 vs. PVAT-.

A realizacdo desses experimentos possibilitou o treinamento para avaliacdo
funcional vascular e da sua viabilidade, incluindo preparacao e montagem dos anéis
de aorta toracica, manutencdo das preparacbes em banho de 6érgaos isolados,
realizacdo de curvas concentracao-resposta e utilizacdo de antagonistas
farmacologicos. Além da contribuicdo para a formacédo técnica, esses experimentos

permitiram aprofundar a compreensao sobre o papel do PVAT e dos ER sobre o tdnus
vascular.

3.4 Avaliacéo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no PVAT
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A fluorescéncia derivada da oxidacdo do DHE foi avaliada no PVAT de ratas
Wistar controle. A analise preliminar demonstrou que o PVAT produz EROs (Figura
4), corroborando achados anteriores do grupo (Victorio et al. 2016). Cabe ressaltar
gue as analises foram realizadas em um numero pequeno de amostras, porém ja
conseguimos padronizar a técnica no laboratdrio, e a técnica serd realizada
posteriormente com as amostras de ratas OVX com reposi¢cdo hormonal e/ou ECMI.
Além disso, a técnica para avaliacdo de NO, pela fluorescéncia a diaminofluoresceina
(DAD-2DA) € semelhante, mudando apenas a sonda, demonstrando que o
aprendizado da técnica e aptidao para seu desenvolvimento.

Figura 4. Avaliacdo de espécies reativas de oxigénio em amostra de tecido adiposo

perivascular de aorta toracica de rata.

Nota: A. Imagem representativa do PVAT da aorta toracica em campo claro (10X). B.
Imagem representativa da fluorescéncia ao DHE de corte transversal de PVAT da
aorta toracica (20X).

4 CONCLUSAO

O controle da temperatura corporal perioperatoria para realizacdo da OVX foi
essencial para o0 sucesso e estabelecimento do modelo animal no laboratério, de
modo que nao tivemos nenhuma mortalidade. Além disso, o protocolo de avaliagédo
da producédo de EROs no PVAT também foi padronizado, permitindo analises futuras
e continuidade do projeto, além da execucéo da técnica para avaliacdo da producao
de NO. Ademais, foi identificado a participacéo dos ER[3, mas n&o dos ERa, no efeito
anticontratil do PVAT toracico.

Apesar das intercorréncias encontradas ao longo do desenvolvimento deste

projeto, as atividades realizadas permitiram avancar na pesquisa dos mecanismos
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envolvidos na modulagéo da fungado vascular pelo PVAT e padronizacdo do modelo

experimental e de técnicas no laboratorio, essenciais para a continuidade do projeto.

4.1 Avaliacédo dos beneficios da Iniciacdo Cientifica no aprendizado e formacéo
cientifica

A participacdo no programa foi de suma importancia para minha formacao
académica e cientifica. Embora o projeto esteja na area da Fisiologia Vascular e minha
graduacdo seja em Quimica, essa experiéncia permitiu relacionar conhecimentos
adquiridos durante o curso com diferentes aspectos da pesquisa. Ao longo desse
periodo, foi possivel desenvolver habilidades relacionadas ao preparo de solucdes e
reagentes, elaboracdo e execucao de protocolos experimentais e compreensao dos
mecanismos de acao de diferentes substancias utilizadas nos experimentos.

A vivéncia no laboratério também possibilitou conhecimentos tedricos e praticos
em fisiologia e farmacologia, especialmente relacionados a reatividade vascular,
funcdo endotelial, papel do tecido adiposo perivascular (PVAT) e participacdo dos
receptores hormonais na modulacdo do tbnus vascular. Além disso, foram
desenvolvidas técnicas experimentais, como por exemplo, uso do sistema de banho
de oOrgaos isolados, criostato e microscopia de fluorescéncia, também andlise e
interpretacdo de dados nos programas LabChart, GraphPad Prism e ImageJ.

A participacao nas reunides do laboratério, com apresentacao e discusséo dos
resultados obtidos, contribui para uma melhor compreensdo e comunicacdo do
processo cientifico, incluindo a interpretacdo dos dados, identificacdo de limitacdes
experimentais e discusséo de possiveis explicacdes para os resultados encontrados.

Além das atividades desenvolvidas durante a vigéncia da bolsa, a entrada na
area da pesquisa também proporcionou experiéncias importantes, entre elas minha
primeira apresentacao de trabalho em formato de péster, realizada no VII Simpésio
de Biologia Vascular (VII SBV; Anexo V). Essa experiéncia contribuiu para o
desenvolvimento de habilidades relacionadas a comunicacéo cientifica, apresentacao
e discusséo de resultados e contato com outros pesquisadores e estudantes da area.

A orientacdo recebida também teve papel fundamental nesse processo de
formacdo. O acompanhamento da Profa. Dra. Jamaira Aparecida Victorio
proporcionou ndo apenas o aprendizado das técnicas e dos conceitos envolvidos no

projeto, mas também incentivo constante ao desenvolvimento da autonomia, do
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pensamento critico e da formacgéo cientifica, fortalecendo meu interesse em
permanecer na ciéncia.

Por fim, a Iniciacdo Cientifica permitiu entender como a pesquisa €
desenvolvida na prética, ndo somente com a execucao de experimentos, mas o
planejamento experimental, a elaboracdo de protocolos, todas as preparacoes,
analise dos resultados e principalmente a resolucdo de problemas e a necessidade

de adaptacao diante das dificuldades inerentes a pesquisa.
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ANEXO 1 - Certificado do curso de ética e manejo em animais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Pro-Reitoria de Extensao

Certificamos que Maria Eduarda Araujo dos Santos

CPF 490.464.478-63

atuou como Participante do(a) Curso de Manejo de Animais de Laboratério para Alunos de Graduacéo - Edicao XI - 2024
realizado no periodo de 16/01/2025 a 31/03/2025

Carga horaria: 45 horas, com aproveitamento

Esta atividade estd amparada pelo Projeto de Extensao intitulado: Curso Bésico para Capacitacdo em Etica e Manejo de
Animais de Laboratério Protocolo: 202414901

TOPICOS ABORDADOS

Fundamentos Bésicos de Etica e Bioética, dignidade animal e Principio dos 3Rs;

Nocdes basicas de delineamento experimental e a importancia do célculo do tamanho amostral;

Legislagdo nacional referente ao uso de animais em ensino e pesquisa cientifica;

Definicao, significado e importancia dos Métodos Alternativos ao uso de animais em ensino e pesquisa cientifica;
Definicdo de bem-estar animal e seus indicadores;

Definicdes, critérios e desafios na escolha do modelo animal;

Nogdes basicas de biologia e comportamento do modelo animal;

Definicdo, reconhecimento, medidas preventivas e monitoramento de dor, estresse e sofrimento e no¢des basicas de
anestesia e analgesia;

Técnicas humanitérias para manipulagao, contengdo, transporte e procedimentos experimentais utilizando de animais;
Pontos finais humanitérios e Eutanasia.

Ry | s
Rogero Tonussi
an A ity o0 UFSC - PROEX o
Torea T Veriiaue as ssinaturas em s/ ufscbr Campus Reitor Joao David Ferreira Lima
FIorianégolis - Santa Catarina - Brasil

Coordenador: Carlos Rogerio Tonussi CNPJ: 83.899.526/0001-82
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ANEXO 2 — Treinamento especifico para manipulacdo de animais de laboratério.
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Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Biolégicas

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que a aluna Maria Eduarda Araujo dos Santos, do curso de
Graduacdo em Quimica - Bacharelado, matricula n® 23250331, realizou treinamento pratico
para os procedimentos de manejos positivos, contencdo, vias de administracdo de
substancias, vias de colheita de sangue, no¢des de anestesia, eutanasia, colheita de tecidos
adiposos e colheita de segmentos de aorta toracica e abdominal em ratos, estando apta a
realizar tais procedimentos na referida espécie.

Floriandpolis, 16 de abril de 2025.

Documento assinado digitalmente

Thiago Mombach Pinheiro Machado

Data: 16/04/2025 17:40:15-0300

CPF: ***.049.450-*"

Verifigue as assinaturas em https://v.ufsc.br

Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima - Trindade
CEP: 88040-900 - Florianépolis - SC Telefone: (048) 3721-5622
E-mail: thiago.mpm@ufsc.br



ANEXO 3 — Curso de boas praticas no Lameb.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Pro-Reitoria de Extensao

Certificamos que Maria Eduarda Araujo dos Santos

CPF 490.464.478-63 . 2 y

atuou como Participante do&z Curso de Boas Praticas Laboratoriais e Biosseguranca LAMEB
realizado no periodo de 10/04/2025 a 19/05/2025

Carga horaria: 20 horas, com aproveitamento

Esta atividade esta amparada pelo Projeto de Extensao intitulado: LAMEB Extensionista: Qualificagdo de recursos humanos e atendimentos de
demandas técnicas/cientificas

TOPICOS ABORDADOS

Médulo 1: Conhecendo o LAMEB.

Médulo 2: Seguranca e Biosseguranca.

Modulo 3: Boas Pratica Laboratoriais.

Modulo 4: Mapas de Risco.

Médulo 5: Equipamentos de Protecéo Individual e Coletivo e Procedimentos em Caso de Acidentes.

Este certificado disF?ensa assinatura
UFSC - PROEX
Campus Reitor Jodo David Ferreira Lima

- Gialai Florianopolis - Santa Catarina - Brasil
Coordenador: Gislaine Fongaro 5
Protocolo: 202208515 g CNPJ: 83.899.526/0001-82

A autenticidade do documento pode ser verificada no site: http-/autenticidade. ufsc.br, informando a chave: CERT-6234-9578-0342-4726
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ANEXO 4 - Interrupcao da producéo e fornecimento de roedores pelo Biotério Central
(BIC)
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

OFICIO CIRCULAR N.2 01/2025/CCB/BIC

Floriandpolis, 14 de outubro de 2025.

As/Aos Pesquisadoras/Pesquisadores do Centro de Ciéncias Bioldgicas

Assunto: Interrup¢do por prazo indeterminado na producdo e fornecimento de roedores pelo
Biotério Central da UFSC

A Direcdo do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) e a Coordenacao do Biotério Central (BIC)
da Universidade Federal de Santa Catarina vém conjuntamente comunicar as(aos) pesquisadoras(es)
do CCB que o BIC interrompera a partir deste momento e por prazo indeterminado a produgdo e
fornecimento de roedores (ratos e camundongos) para atividades de pesquisa, até a conclusido e
inicio das operagées do CPMR (Centro de Produ¢do e Manutengdo de Roedores).

Deve-se enfatizar que a equipe de servidores do BIC por décadas vem desenvolvendo um
trabalho dedicado e comprometido em suprir as demandas dos pesquisadores do CCB e demais
centros da UFSC. Entretanto, a decisdo atual decorre da impossibilidade de garantir o status sanitario
adequado dos animais em razao das condi¢es estruturais inadequadas do atual BIC.

Plano de Acao e Frentes de Trabalho

Diante da gravidade da situacdao e da necessidade de assegurar a seguranga e a qualidade das
pesquisas que utilizam roedores, foi estabelecida uma forca-tarefa em colaboracdo com diversos
setores da UFSC (Reitoria - GR, Prefeitura Universitaria - PU, Pro-Reitorias de Pesquisa - PROPESQ e
Pés-Graduacdo - PROPG, e Secretaria de Planejamento e Orcamento - SEPLAN). Este grupo definiu
um plano de agao emergencial com trés frentes prioritarias:

1. Conclusao do CPMR: A gestdo atual da UFSC esta comprometida a entregar esta nova
estrutura no primeiro semestre de 2026.

2. Vazio Sanitdrio: Inicio imediato de um cronograma de vazio sanitario organizado pela
Comissdo de Biotérios do CCB em todos os biotérios setoriais do CCB (multi-usuario ou nao).

3. Plantas de Produgdao Temporarias: Instalacdo proviséria de novas plantas para a producdo de
roedores dentro das instala¢cdes do proprio CCB.

Orientag¢Oes para o Vazio Sanitdrio e Manutengao de Animais
O cronograma de vazio sanitario esta sendo desenvolvido pela Comissao de Biotérios do CCB e sera

compartilhado com os departamentos envolvidos. Reforcamos que o periodo de vazio sanitdrio é de
30 dias, contados a partir da biodescontaminagao.



Pontos Criticos e Prazos:

e Ratos Wistar: A entrega de ratos Wistar ja foi interrompida pelo BIC e somente serd retomada
apods o inicio das atividades do CPMR.

e Camundongos Swiss: A entrega/recepcdo de camundongos Swiss serd autorizada somente a
pesquisadores(as) que garantam que a manutencdo desses animais e a finalizacdo dos
experimentos no CCB ndo ultrapassem 28 de fevereiro de 2026.

e Data Limite Geral: A partir de 12 de Margo de 2026, nenhum animal deverd estar em
manutencdao em nossos biotérios setoriais, incluindo col6nias préprias de qualquer espécie.

ExcecOes: Casos excepcionais e pontuais devem ser justificados e encaminhados a Comissao de
Biotérios do CCB (alex.rafacho@ufsc.br). A Comissdo avaliard cada situagdo para identificar
alternativas que permitam a continuidade dessas col6nias. A justificativa para esta medida reside
na avaliacdo dos responsaveis técnicos do CCB (médicos veterinarios), que indicam que o surto viral,
embora assintomatico em algumas col6nias, pode ter atingido os animais, tornando-os potenciais
fontes de contaminacdo apds o vazio sanitdrio e antes da instalacdo das novas col6nias a partir de
2026.

Novas Coldnias Reprodutoras

A Comissdo de Biotérios do CCB estd elaborando um plano para implementar no CCB col6nias
reprodutoras de ratos Wistar, camundongos Swiss e, possivelmente, camundongos C57BL/6. E
fundamental a unido de todos para viabilizar este projeto, e solicitamos que, havendo necessidade
de contrapartidas financeiras em projetos de pesquisa com roedores, os pesquisadores do CCB
considerem essa possibilidade para acelerar o inicio das novas plantas e mitigar os impactos. A
aquisicao de animais por pesquisadores individuais ndo estad descartada, mas este ponto ainda sera
detalhado pela Comissao.

Levantamento de Informagdes

Para subsidiar a implementacdo dos planos de ac¢do, solicitamos a todos(as) os pesquisadores do CCB
responsaveis por laboratérios e projetos de pesquisas que utilizam roedores que respondam ao
levantamento da Comissdo de Biotérios do CCB dentro dos prazos estipulados. Mantenham-se
atentos a caixa de e-mail institucional (@ufsc) para os informes. O primeiro levantamento ja esta
disponivel para retorno até 16 de outubro e possui trés abas, uma para cada espécie/linhagem de
animal:

Link para o Levantamento:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1JSn9mfNLehWPeryA8ql6Np0ZC2ZMp7TT/edit?usp=drive
link&ouid=102142235290450305943&rtpof=true&sd=true

Contamos com a colaboracdo de todos(as) pesquisadores(as) para superarmos este desafio,
reforcando a capacidade de resposta que a comunidade do CCB sempre demonstrou em momentos
criticos.

Atenciosamente,

Documento assinado digitalmente

Rui Daniel Schroder Prediger
Data: 13/10/2025 22:07:49-0300
CPF:***.236.810-""

RUI DANIEL S. PREDIGER
Diretor do Centro de Ciéncias Bioldgicas


mailto:alex.rafacho@ufsc.br
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1JSn9mfNLehWPeryA8qI6Np0ZC2ZMp7TT/edit?usp=drive

Joanésia Maria Junkes Rothstein

Coordenadora do Biotério Central da UFSC

Documento assinado digitalmente

Alex Rafacho

Data: 13/10/2025 22:21:23-0300

CPF: "**.799.478-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Alex Rafacho

Presidente da Comissdo de Biotérios do CCB

Documento assinado digitalmente

Manuella Pinto Kaster

Data: 13/10/2025 22:43:57-0300

CPF: **".386.789-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Manuella Pinto Kaster
Coordenadora de Pesquisa do CCB

Documento assinado digitalmente

Joanesia Maria Junkes Rothstein

Data: 14/10/2025 08:14:32-0300

CPF: ***.419.339-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br




ANEXO 5 - VII Simpésio de Biologia Vascular (VII SBV)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Pro-Reitoria de Extensao

Certificamos que Maria Eduarda Araujo dos Santos

CPF 490.464.478-63

atuou como Apresentador de Poster do&agJ VIl Simposio de Biologia Vascular
realizado no periodo de 16/06/2025 a 18/06/2025

Carga horaria: 23 horas . o D o ‘
Esta atividade esta amparada pelo Projeto de Extensao intitulado: VII Simpésio de Biologia Vascular - Edital

Este certificado disg)ensa assinatura
UFSC - PROEX
Campus Reitor Joao David Ferreira Lima

. . —— Florianopolis - Santa Catarina - Brasil
Coordenador: Jamaira Aparecida Victorio ;
Protocolo: 202422973 P CNPJ: 83.899.526/0001-82

A autenticidade do documento pode ser verificada no site: hitp-//autenticidade. ufsc.br, informando a chave: CERT-9487-9936-0254-1096
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