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Resumo. A técnica operatdria de tireoidectomia total pode ser fatal em modelos murinos,
e fatores como tempo operatério prolongado, hemorragias e lesdes iatrogénicas no nervo
laringeo recorrente estdo comumente associados a uma significativa mortalidade trans e
po6s-operatdria. Com objetivo de reduzir perdas e consequentemente, 0 nimero de animais
em experimentacdo, o presente estudo buscou estabelecer pardmetros clinicos para a
inducdo cirurgica do hipotireoidismo em roedores. Foram utilizados 10 ratos (Rattus
norvegicus), da linhagem Wistar, distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Controle
(GC, n=5), sem procedimento cirargico e Hipotireoidismo (GHT, n = 5), ratos submetidos
a tireoidectomia total. No inicio do periodo experimental e aos 60 dias, foram colhidas
amostras de sangue para determinacdo das concentragdes séricas de T3 total, T4 Livre,
TSH e célcio total. O tempo médio operatdrio, sinais algicos pos-operatdrios e temperatura
retal foram avaliados. A técnica operatdria se mostrou segura, sem a ocorréncia de 6bitos.
Néo foram observados sintomas algicos nos animais durante o periodo pos-operatério. Da
mesma forma, ndo houve a ocorréncia de hipoparatireoidismo iatrogénico, atestado pela
normocalcemia dos animais operados aos 60 dias. O tempo médio operatério inicial foi
reduzido de 75, 0 £ 1,57 para 33,3 + 6,04 minutos. Todos os animais tireoidectomizados
desenvolveram hipotireoidismo, caracterizado pelo aumento estatisticamente significante
das concentracdes séricas de TSH e reducdo das concentracfes de T3 total e T4 livre (P <
0,05). Concluiu-se que a tireoidectomia total em ratos Wistar é um método seguro,
reprodutivel e de baixo custo. Reitera-se, no entanto, a necessaria capacitacao cirdrgica
com objetivo de reduzir perdas e consequentemente, 0 nimero de animais em
experimentacao.
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Clinical evaluation of the operative technique of total thyroidectomy
in Wistar rats

Abstract. The total thyroidectomy operative technique can be fatal in murine models, and
factors such as prolonged operative time, hemorrhages and iatrogenic injuries to the
recurrent laryngeal nerve are commonly associated with significant trans and postoperative
mortality. In order to reduce losses and, consequently, the number of animals being tested,
the present study sought to establish clinical parameters for the surgical induction of
hypothyroidism in rodents. Ten Wistar rats (Rattus norvegicus) were used, randomly
distributed in two groups: Control (CG, n = 5), without surgical procedure and
Hypothyroidism (HTG, n = 5), rats submitted to total thyroidectomy. At the beginning of
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the experimental period and at 60 days, blood samples were taken to determine serum
concentrations of total T3, free T4, TSH and total calcium. The mean operative time,
postoperative pain signs and rectal temperature were evaluated. The operative technique
proved to be safe, without the occurrence of deaths. No pain symptoms were observed in
the animals during the postoperative period. Likewise, there was no occurrence of
iatrogenic hypoparathyroidism, attested by the normocalcemia of animals operated on at
60 days. The average initial operative time was reduced from 75.0 = 1.57 to 33.3 + 6.04
minutes. All thyroidectomized animals developed hypothyroidism, characterized by a
statistically significant increase in serum TSH concentrations and a reduction in the
concentrations of total T3 and free T4 (P < 0.05). It was concluded that total thyroidectomy
in Wistar rats is a safe, reproducible and low-cost method. It is reiterated, however, the
necessary surgical training in order to reduce losses and, consequently, the number of
animals being tested.

Keywords: hypothyroidism, Wistar rats, thyroidectomy

Evaluacion clinica de la técnica operatoria de la tiroidectomia total
en ratas Wistar

Resumen. La técnica operatoria de la tiroidectomia total puede ser fatal en los modelos
murinos, y factores como el tiempo quirdrgico prolongado, las hemorragias y las lesiones
iatrogénicas del nervio laringeo recurrente se asocian comdnmente con una mortalidad
trans y postoperatoria significativa. Con el fin de reducir las pérdidas y, en consecuencia,
el nimero de animales en experimentacion, el presente estudio buscé establecer pardmetros
clinicos para la induccion quirurgica del hipotiroidismo en roedores. Se utilizaron diez ratas
Wistar (Rattus norvegicus), distribuidas aleatoriamente en dos grupos: Control (CG, n =
5), sin procedimiento quirtrgico e Hipotiroidismo (GHT, n = 5), ratas sometidas a
tiroidectomia total. Al comienzo del periodo experimental y a los 60 dias, se tomaron
muestras de sangre para determinar las concentraciones séricas de T3 total, T4 libre, TSH
y calcio total. Se evalu6 el tiempo quirtrgico medio, los signos de dolor postoperatorio y
la temperatura rectal. La técnica operativa demostré ser segura, sin la ocurrencia de
muertes. No se observaron sintomas de dolor en los animales durante el postoperatorio.
Asimismo, no se produjo hipoparatiroidismo iatrogénico, atestiguado por la
normocalcemia de animales operados a los 60 dias. El tiempo quirdrgico inicial promedio
se redujo de 75,0 = 1,57 para 33,3 £ 6,04 minutos. Todos los animales tiroidectomizados
desarrollaron hipotiroidismo, caracterizado por un aumento estadisticamente significativo
en las concentraciones séricas de TSH y una reduccion en las concentraciones de T3 total
y T4 libre (P < 0,05). Se concluy6 que la tiroidectomia total en ratas Wistar es un método
seguro, reproducible y de bajo costo. Sin embargo, se reitera el entrenamiento quirirgico
necesario para reducir las pérdidas y, en consecuencia, el nimero de animales en
experimentacion.

Palabras clave: hipotiroidismo, ratas Wistar, tiroidectomia

Introducéo

Modelos experimentais, particularmente ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), séo
amplamente utilizados no estudo da fisiopatologia e terapéutica medicamentosa do hipotireoidismo,
visando beneficios para a saide humana e animal (Friedrich et al., 2007). Nas ultimas décadas, diversos
métodos de indugdo do hipotireoidismo foram desenvolvidos em modelos murinos. Entre esses, a
tireoidectomia total apresenta resultados discrepantes, possivelmente pela subjetividade utilizada na
avaliacdo do método.

A tireoidectomia total em roedores pode ser realizada por ablacdo radioativa que, embora ndo seja
uma técnica invasiva, € limitada por uma rigorosa legislacdo e pela necessidade de estrutura e equipe
especializada. A técnica operatoria de tireoidectomia total pode ser letal em roedores, e fatores como
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tempo operatério prolongado, hemorragias e lesdes iatrogénicas no nervo laringeo recorrente estdo
comumente associados a uma significativa mortalidade trans e pds-operatdria.

Com objetivo de reduzir perdas e consequentemente, 0 nimero de animais em experimentacao, o presente
estudo busca estabelecer parametros clinicos para a indugéo cirdrgica do hipotireoidismo em roedores.
Material e métodos

Caracterizagdo da amostra e desenho do estudo experimental

O estudo foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario Serra dos
Orgaos (CEUA/UNIFESO) sob o n.° de referéncia 509/19 e encontra-se de acordo com a Lei n° 11.794
de 8 de outubro de 2008 (Brasil, 2008), bem como em conformidade com os principios adotados
internacionalmente, sobre a utilizagdo, manutencéo e protecdo de animais de laboratdrio.

Todas as secOes do estudo aderem as Diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments), para publicacdo de pesquisas utilizando animais (Kilkenny et al., 2010).

Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados dez ratos (Rattus norvegicus albinus), da
linhagem Wistar, machos, com média de idade de 3 meses e peso de 300 + 20 g. Os animais foram
alojados no Laboratdrio de Ciéncia Animal do Centro Universitario Serra dos Orgéos - UNIFESO, em
gaiolas de polipropileno (43 x 23 x 16 cm), com cama de maravalha autoclavada, e mantidos sob ciclo
circadiano (12 horas claro e 12 horas escuro), temperatura ambiente controlada (22 £ 2 °C), umidade
relativa do ar entre 45% - 60%, exaustdo de ar de 10 - 15 trocas de ar/hora, além de racdo comercial para
roedores e dgua potavel ad libitum.

Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos: Grupo Controle (GC, n = 5), sem
procedimento cirtrgico e Grupo Hipotireoidismo (GHT, n = 5). Os animais do GHT foram submetidos
a0 acesso cirurgico da regido cervical ventral na linha média, com tireoidectomia total e sintese da ferida
cirtrgica mediante sutura continua do plano muscular com fio de Vicryl™ 2-0 (Ethicon, Inc.) e da fascia
e pele em plano Unico, em pontos simples interrompidos com fio mononéilon 3-0 (Technofio®).

Em ambos os grupos, a colheita de sangue total foi realizada no inicio do estudo (DO) e ao término
do periodo experimental (D60) (Figura 1).

Randomizagédo (G1/G2) Eutanasia (G1/G2)
Colheita de sangue (G1/G2) Colheita de sangue (G1/G2)
Tireoidectomia total (G2) Analises (TSH, tT3, T4L, Ca total)

Dia 0 Dia 60
Figura 1. Linha do tempo

Tireoidectomia total
Técnica operatoria

A inducdo anestésica foi realizada nos animais do GHT em uma camara de inducdo por meio do
método open-drop, onde uma gaze estéril embebida em 0,5 ml de isoflurano 10% (Isoforine®, Cristalia,
BR), foi posicionada no piso da cdmara (Risling et al., 2012). O método foi escolhido por ser efetivo e
seguro em roedores, reduzindo o estresse nos animais. Apds a perda de reflexos de propriocepcao, 0s
animais foram pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal no quadrante abdominal inferior
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direito da associagdo de 100 mg/kg de cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin®, Syntec, BR) e 10 mg/kg
de cloridrato de xilazina a 2% (Sedalex®, Rhobifarma, BR). Em seguida, realizou-se a tricotomia da
regido infrahididea, e apds cuidados de assepsia e antissepsia com uso de solugdo degermante de
digluconato de clorexidina a 2% (Riohex®), procedeu-se a infiltracio na pele e no tecido subcutineo da
area a ser incisada, com 5 mg/kg de cloridrato de lidocaina a 2% (Lidovet®). O procedimento de
tireoidectomia total foi realizado conforme descrito originalmente por Waynforth & Flecknell (1992).

Analgesia preemptiva e pos-operatéria

O termo “analgesia preemptiva” implica em uma forma de analgesia que, iniciada antes do estimulo
doloroso ser gerado, previne ou diminui a dor subsequente, comumente observado na fase pds-operatoria.

Como analgesia preemptiva, foi administrada 30 minutos antes do procedimento, a associacdo de 10
mg/kg de sulfato de morfina (Dimorf®) e 150 mg/kg de metamizol (Novalgina®) por via subcutanea,
repetida 30 minutos ap6s o procedimento. Ap6s 24 horas, a referida associacdo foi administrada nos
animais operados, uma vez ao dia, durante trés dias.

Cuidados po6s-operatérios

Apos o procedimento, os animais foram aquecidos com uso de lampada incandescente de 40W em
gaiola individual, até o retorno dos reflexos de propriocepcéo e recuperacdo anestésica, quando entdo
retornaram ao seu grupo.

Avaliacéo da dor pds-operatoria

Ap0s 24 horas, antes de uma nova administracdo de analgésicos, utilizou-se a escala “Rat Grimace
Scale”, proposta por Sotocina et al. (2011) cuja pontuacdo se baseia numa analise objetiva dos sinais
algicos em roedores. Cada parametro foi avaliado numa escala de 0 — 2 pontos; onde (0) indicava
auséncia de dor; (1) presenca de dor moderada; e (2) presenca de dor intensa.

Parametros avaliados

1. Contracdo orbital. Os ratos com dor exibem um estreitamento da rea orbital, manifestando-se como
fechamento (parcial ou completo) dos olhos ou contraindo os olhos;

2. Achatamento do nariz / bochecha. Os ratos com dor exibem sucessivamente um menor abaulamento
do nariz e bochecha, com eventual auséncia do vinco entre as bochechas e as vibrissas;

3. Alteragdes auriculares. As orelhas dos ratos com dor tendem a dobrar, enrolar e inclinar para frente
ou para fora, resultando em uma forma pontiaguda. O espaco entre as orelhas pode parecer maior.

4. Mudanca das vibrissas. As vibrissas dos ratos com dor avangam (afastam-se do rosto) da posi¢do
inicial e tendem a se aglomerar, dando a aparéncia de vibrissas em “pé”.

Exames laboratoriais
Determinacédo das concentragdes séricas de T3 total, T4 Livre, tirotrofina (TSH) e calcio total

As amostras foram imersas em banho maria a 37° C, por 30 minutos, para que ocorresse a retracao
do coagulo e, em seguida, centrifugadas a 3.200 rpm, por 10 minutos. Os tubos contendo soro foram
identificados e enviados, sob refrigeracdo (4 - 8° C), para analise laboratorial. Foram determinadas as
concentragdes séricas de T3 total (ng/dL), T4 livre (ng/dL) e tirotrofina (TSH, mUI/L) pelo método de
eletroquimioluminescéncia. O célcio total (mg/dL) foi determinado pelo método cinético automatizado.

Eutanasia

De acordo com as Diretrizes para a Pratica de Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), todos os animais que participaram do experimento, foram
eutanasiados em D60, por meio de uma sobre dose de cinco vezes a associacdo anestésica citada,
administrada por via intraperitoneal. O dbito foi confirmado pela auséncia de movimentos respiratorios,
batimentos cardiacos, mucosas hipocoradas e auséncia de resposta nos reflexos digitais.
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Analises estatisticas

Apbs a coleta de dados laboratoriais, as analises estatisticas foram realizadas no software Prism®
versdo 8.4.1. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP), e para cada teste a unidade
experimental foi a de um animal.

A probabilidade de distribuicdo normal das varidveis (concentragdes séricas de TSH, T3 total, T4
livre e célcio total) foi analisada pelo teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, demonstrando
normalidade de distribuigdo apenas para o célcio total, que foi analisado pelo teste T de Student pareado,
enquanto as demais variaveis foram analisadas pelo teste U de Mann-Whitney. As curvas de
sobrevivéncia dos animais estudados foram comparadas pelo teste log-rank de Kaplan-Meier. Para todas
as andlises foi utilizado um nivel de significancia estatistica de 5% (P < 0,05).

Resultados
Tempo médio operatorio

Durante a curva de aprendizado, o tempo médio operatério foi reduzido de 75,0 + 1,57 para 33,3 +
6,04 minutos (reducdo de 44,4%). A variavel pode ser reduzida mediante o treinamento da técnica
operatdria em cerca de 10 carcacas de animais provenientes do descarte sanitario do biotério, totalizando
8h de capacitagdo. Ha que se considerar que na espécie, um tempo operatorio prolongado associa-se a
hipotermia, hipotensdo severa e maior incidéncia de ébitos.

Controle da temperatura

Durante o procedimento operatério foi utilizada uma manta de aquecimento coberta por pano de
campo cirdrgico estéril, e a temperatura corpdrea dos animais foi monitorada com uso de termdmetro
analdgico, com variagédo de 37,5+ 1,1° C.

Hemorragia transoperatoria

Em 3/5 animais houve a ocorréncia de hemorragia venosa, controlada com uso de compressao com
gaze estéril por 30 segundos. Em todos os casos, a hemorragia ocorreu durante a dissec¢do dos lobos
tireoidianos.

Lesdes nervosas

Durante o periodo de capacitacdo, foram observadas lesdes iatrogénicas nos nervos laringeo
recorrentes em 6/10 carcacas. No procedimento operatério, a integridade dos nervos laringeos
recorrentes pode ser constatada ap0s a exérese da glandula tireoide, bem como a preservacdo das
glandulas paratireoides.

Concentragéo sérica hormonal

As concentrages séricas de TSH, T3 total, T4 livre e calcio total foram determinadas em todos os animais
no inicio do experimento (D0) e em D60 (Tabela 1) e representadas em graficos boxplot (Figura 2).

Tabela 1 Concentragdes de célcio total, TSH, T3 total e T4 livre entre 0s grupos experimentais

DO D60
Parametros
GC GHT GC GHT
Calcio total (mg/dL) 5,43 + 3,23 6,42 £ 2,53 7,39 £ 0,66 7,41+0,73
TSH (mUI/L) 1,78 +1,01 1,76 £1,26 1,76 +0,12 5,76 + 0,60*
T3 total (ng/dL) 62,36 + 1,81 64,19 £3,54 59,62 +2,28 38,53 +7,68*
T4 livre (ng/dL) 2,82+0,57 2,19+0,76 2,61 +0,58 0,04 £0,03*

DO: inicio do experimento; D60: 60° dia pds-operatério. Dados apresentados como média + DP. DP: Desvio padrao da média.
*P < 0,05 comparado ao GC.
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Figura 2 Graficos boxplot das concentragdes séricas de célcio total, TSH, T3 total e T4 livre nos grupos experimentais ao D60.
A) Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a concentracdo de calcio nos grupos (p > 0,05). B) Houve
um aumento significante do TSH do GHT em relagdo ao GC (p < 0,05). C) Houve reducédo da concentracdo de T3
total no GHT, se comparado ao GC. D) Houve reducdo significante entre a média dos valores obtidos de T4 livre do
GHT, quando comparado ao GC.

Avaliacé@o comportamental

Os animais foram observados ao longo de todo o periodo experimental. Constatou-se que 0s animais
submetidos a tireoidectomia total (GHT), apresentaram redugdes nas atividades fisicas, evidenciadas
pela menor utilizacdo dos tubos de enriquecimento ambiental dispostos nas gaiolas, quando comparados
aos animais do GC.

Avaliagdo dos sintomas algicos

A avaliagdo de sintomas algicos nos animais operados foi realizada apds a total recuperacdo
anestésica e repetida 24 horas da administracdo da associacdao analgésica. Concluiu-se, com base no
registro da pontuacdo da escala de dor, que nenhum dos animais operados (GHT) apresentou dor de
intensidade moderada ou grave durante o pés-periodo operatério (Tabela 2).

Tabela 2. Escala algica nos animais do GHT apds a recuperacdo anestésica

Animal Cerramento Achatamento da protuberancia Posicionamento das Posicionamento das
(GHT) ocular nasal/bochechas orelhas vibrissas
0 0 0 0
2 1 0 1 0
3 0 0 0 0
4 0 0 1 1
5 0 0 0 0
Média 0,25 0 0,5 0,25
Discusséao

Em 1959, Russell & Burch propugnaram o Principio dos 3 Rs, que incluiam a reducdo, substituicdo
e refinamento (do inglés Reduction, Replacement and Refinement) no uso de animais. Estes principios
foram amplamente utilizados e incorporados a diversas legislacdes que regulamentam a utilizagdo de
animais de laboratdrio para fins de pesquisa ou ensino (Tréz, 2018).
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O refinamento de protocolos experimentais objetivando minimizar a dor e/ou estresse nos animais é
um destes principios, assim como a reducdo, que engloba, entre outros conceitos, o estabelecimento de
valores de referéncia para a espécie (Kilkenny et al., 2010). De acordo com tais principios, o presente
estudo propugnou o refinamento da técnica operatoria de tireoidectomia total em roedores, objetivando
reduzir o uso de animais em experimentacdo. Ademais, o estudo contribuiu com valores de referéncia
para TSH, T3 total, T4 Livre e célcio total em ratos da linhagem Wistar.

A espécie foi escolhida por sua ampla utilizacdo em testes pré-clinicos para a o desenvolvimento e
validacdo de novos farmacos e para o estudo da fisiopatologia, ainda ndo inteiramente elucidada, do
hipotireoidismo, assim como por aspectos de disponibilidade, baixo custo e homogeneidade genética e
sanitaria (Bianco et al., 2014; Tsujio et al., 2008).

O tamanho amostral foi calculado com base em dados obtidos em estudo piloto, e estimado em 5
animais por grupo, totalizando 10 animais (& = pl — p2), para a obtengdo de um a = 0,15 e um poder
amostral de 0,93.

O refinamento da técnica operat6ria incluiu a capacitacdo dos pesquisadores para a realizagdo do
procedimento cirdrgico. Como citado, o treinamento em carcacas de animais provenientes do descarte
sanitario reduziu o tempo médio operatério inicial de 75,0 £ 1,57 para 33,3 + 6,04 minutos no estudo
definitivo (reducdo de 44,4%).

Algumas das consequéncias de tempos cirurgicos prolongados em animais de laboratério incluem
hipotensdo arterial, hipotermia severa, perda de fluidos e eletrdlitos, além de complicagGes na
recuperacao anestésica, que podem elevar os indices de mortalidade (Pritchett-Corning et al., 2011).

No que tange as principais complicagdes associadas com a tireoidectomia total, estas incluem
hemorragia de origem venosa ou arterial, infeccao, formacéo de seromas e/ou hematomas, hipocalcemia
por lesdo iatrogénica nas glandulas paratireoides e lesdes bilaterais nos nervos laringeos recorrentes,
como descritas em cdes (Canis lupus familiaris) (Reagan et al., 2019), ratos (Rattus norvegicus)
(Waynforth & Flecknell, 1992) e em anima nobile (Efremidou et al., 2009).

No presente estudo foram observadas diferencas topogréficas no trajeto dos nervos laringeos
recorrentes, como descrito em cées (Reagan et al., 2019) e humanos (Zakaria et al., 2011). Tais
diferengas geram maior dificuldade técnica e aumentam consideravelmente o tempo e risco cirurgico.
Lesdes nestes nervos podem ocasionar paralisia laringea e insuficiéncia respiratoria grave em cées,
humanos e modelos experimentais (Martin et al., 2005; Reagan et al., 2019; Zakaria et al., 2011).

Quanto ao instrumental cirtrgico, Martin et al. (2005) indicaram uma correlacdo entre a utilizacdo
de afastadores durante a tireoidectomia total e lesdes nos nervos laringeos recorrentes de chinchilas
(Chinchilla laniger). Com base na observacdo, a musculatura infrahididea foi afastada com uso de um
blefarostato Barraquer, que se mostrou menos traumatico que os afastadores comumente utilizados (i.e.,
Farabeouf ou Weitlaner), conferindo maior seguranca e aplicabilidade.

A descricdo original da técnica de tireoidectomia total em roedores citou a utilizacdo de tesoura iris
durante a dissec¢do da glandula tireoide (Waynforth & Flecknell, 1992). Observou-se, durante o estudo
piloto, que seu uso apresentava como principal desvantagem o risco potencial de lesdo iatrogénica nas
glandulas paratireoides, observacgao esta corroborada por outros autores (Martin et al., 2005; Zakaria et
al., 2011). O refinamento proposto no presente estudo inclui a utilizacdo de uma lamina de bisturi n.° 11
para a disseccdo da tireoide, como descrito em cdes (Fukui et al., 2015). Esta se mostrou Util em
preservar as glandulas paratireoides, como comprovado pela normocalcemia em 5/5 dos animais
operados, sem diferenca estatisticamente significante quando comparados ao GC.

Alguns autores relataram a necessidade da utilizacdo de microscépio cirdrgico para a realizagdo da
tireoidectomia total em modelos animais (Ono et al., 2016). No entanto, foi possivel realizar o
procedimento de modo seguro sem necessidade de magnificacdo do campo operatdrio.

N&o foram encontrados, na literatura pesquisada, estudos envolvendo a avaliagdo e descricdo de
sintomas algicos em roedores ou outras espécies submetidas a tireoidectomia total. O uso da escala Rat
Grimace Scale (Sotocina et al., 2011), em nosso estudo, se mostrou viavel em aferir a eficacia do
protocolo analgeésico utilizado. Ndo houve evidéncia de dor moderada ou grave nos animais operados.
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A alopecia, comumente presente em cédes e humanos com hipotireoidismo (Chaker et al., 2017;
Mooney, 2011) ndo foi observada nos animais do GHT ao longo do periodo experimental. Porém, foi
constatado um atraso no tempo de crescimento dos pelos da regido infrahididea, tricotomizada nos
animais operados, corroborando observacdes prévias (Tsujio et al., 2008).

Os animais do GHT se mostraram letargicos quando comparados aos animais do GC. A conclusédo
foi embasada pela observacdo de menor atividade nos tlneis de enriquecimento ambiental, corroborando
com outros autores (Schull et al., 1988; Tsujio et al., 2008; Van Wijk et al., 2008).

O indice de mortalidade onde a técnica de tireoidectomia total foi utilizada variou entre 20-25% dos
casos (Karaman et al., 2012; Martin et al., 2005), embora, na maioria dos estudos consultados, o indice
ndo foi relatado (Zimmermann et al., 2009). No presente estudo ndo ocorreram o6bitos durante todo o
periodo experimental. O resultado pode ser atribuido a utilizacdo dos protocolos anestésicos e
analgésicos recomendados, assim como ao emprego de técnica asséptica rigorosa. No entanto, ha que
se considerar 0 numero reduzido de animais tireoidectomizados, quando comparado a estudos com
maior tamanho amostral.

A técnica operatoria de tireoidectomia descrita no presente trabalho se mostrou eficaz em induzir o
status de hipotireoidismo em 5/5 dos animais operados, como demonstrado pelo aumento
estatisticamente significante das concentrac@es séricas de TSH e reducdes das concentracdes séricas de
T4 livre e T3 total (P < 0,05). No entanto, ressalta-se que as concentragdes de TSH se mostram elevadas
em roedores com hipotireoidismo independentemente do método de inducdo e analise clinica
empregada. Como inexistem dados suficientes que suportem comparacGes entre estudos utilizando
apenas 0 TSH como marcador primario do status tireoidiano em ratos (Bianco et al., 2014), as
concentragdes séricas de T3 total e T4 livre foram determinadas para confirmagdo do estado de
hipotireoidismo.

A concentracdo sérica de TSH no GC foi similar a observada em outros estudos (Marassi et al., 2007).
No GHT, estas concentrages apresentaram elevag@es estatisticamente significantes ap6s a tireoidectomia
total, compativeis com outras publica¢des (Karaman et al., 2012; Zimmermann et al., 2009).

No presente estudo, os animais do GC apresentaram niveis séricos de T3 total inferiores aos descritos
por Silvestri et al. (2008); porém, condizentes com outros pesquisadores (Glattre et al., 2001; Isman et
al., 2003; Marassi et al., 2007) (Tabela 2). Em relacdo aos niveis séricos de T4 livre dos animais do GC,
estes se mostraram elevados se comparados a outros estudos (Silvestri et al., 2008; Tsujio et al., 2008)
e reduzidos em relacdo ao estudo de Isman et al. (2003). No entanto, os valores se assemelharam aos
encontrados por outros pesquisadores (Zimmermann et al., 2009) (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo de T3 total e T4 livre de ratos Wistar higidos em diferentes estudos

Referéncias T3 total (ng/dL) T4 livre (ng/dL)
Estudo atual 59,62 +2,28 2,61+0,58
Glattre et al. (2001) 59,88 + 14,32 -

Isman et al. (2003) 54,75+ 0,75 6,48 + 0,46
Marassi et al. (2007) 50,82 + 5,58 -
Silvestri et al. (2008) 96,40 + 11,80 1,30£0,11
Tsujio et al. (2008) - 1,82 +0,23
Zimmermann et al. (2009) - 2,50

Assim como observado nos niveis de TSH, as diferencas podem ser atribuidas a diferentes métodos
de andlise das amostras, além da diferenca entre idades e linhagens, que alteram as concentragdes séricas
deste horménio em roedores (Doong et al., 1997). Os niveis séricos de T3 total e T4 livre sdo reduzidos
em ratos com hipotireoidismo, independentemente do método de indugdo, embora 0 método cirdrgico
sugira maiores e mais consistentes reducfes nas concentracdes de T4 livre, quando comparado ao
método de indugdo farmacoldgica.

Em relacdo ao calcio total, os valores de referéncia descritos para ratos Wistar machos, aos 3 meses
de idade, foram de 10,4 + 0,5 mg/dL (Giknis & Clifford, 2008). O valor é mais elevado que 0s
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identificados em nosso estudo (Tabela 2). Tais diferencas podem ser atribuidas as alteragGes nas
concentracdes séricas de calcio observadas durante o ciclo circadiano, além de variagdes na composicao
bromatoldgica das ragdes comerciais (Hirsch & Hagaman, 1982).

Na literatura pesquisada ndo foi encontrada nenhuma evidéncia acerca da superioridade de um
método de inducdo do hipotireoidismo em rela¢do a outro. Entretanto, foi sugerido que métodos de
inducdo minimamente invasivos, como dietas com restricdo de iodo, envolvam menores riscos quando
comparados a procedimentos invasivos, como a tireoidectomia total ou a administragdo de compostos
guimicos ou radioativos (Hasebe et al., 2008; Isman et al., 2003; Torlak et al., 2007).

O método de inducdo do hipotireoidismo em ratos por meio da tireoidectomia total se mostrou
simples, factivel e de baixo custo. A uniformidade da amostra e auséncia de perdas de animais nos
grupos estudados pode ser garantida pela utilizacdo de ratos da linhagem Wistar, genética e
sanitariamente homogéneos, sob variaveis ambientais controladas.

Pesquisas futuras objetivando a padronizacao de protocolos para a determinacao das concentracdes
séricas de TSH e dos hormdnios tireoidianos em Rattus norvegicus poderdo permitir uma analise
comparativa entre os métodos de inducdo experimental do hipotireoidismo e uniformidade na
publicacéo de resultados.

Concluséao

A tireoidectomia total em ratos Wistar € um método seguro, reprodutivel e de baixo custo. Enfatiza-
se a necessaria capacitacdo cirurgica com objetivo de reduzir perdas e consequentemente, 0 nimero de
animais em experimentacao.
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