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RESUMO

Atualmente, os ratos sdo os animais de laboratdrio mais usados para investigar a osteoporose. Apresentamos um método
eficiente de ooforectomia e o comparamos com dois outros comumente utilizados para indug@o experimental de osteoporose
(incisdo cutanea dorsal na linha média e abordagem dorsolateral dupla). Ratas Wistar de 12 semanas de idade foram divididas
em trés grupos. No grupo A, a ooforectomia foi precedida por uma unica incisao cutanea dorsal na linha média de 3 cm
de comprimento; no grupo B, por incisdes dorsolaterais duplas de aproximadamente 1 cm de comprimento cada; e
no grupo C, por uma Unica incisdo ventral transversal de 0,4-0,6 cm na regido abdominal média. Os pesos corporais
médios dos animais nos grupos A, B e C foram 258,12 + 0,54 g, 255,78 + 0,42 g e 254,55 + 1,69 g, respectivamente.
Houve diferengas significativas quanto a duragdo (em minutos) da cirurgia nos grupos B (9,65 + 0,86) e C (7,55+0,11;
P<0,001) em comparagao a do grupo A (15,52 + 0,30), e no grupo B (P <0,01) em comparagéo a do grupo C. Os tempos de
cicatrizacdo da ferida (em dias) nos grupos B (9,22 + 0,67) e C (8,01 + 0,93) foram significativamente menores que aquele
no grupo A (11,58 + 1,2; P < 0,001), sendo tal tempo no grupo C discretamente menor que no grupo B. A cirurgia, como
conduzida no grupo C, foi tecnicamente mais facil, consumiu menos tempo e apresentou cicatrizagdo mais rapida de ferida.
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INTRODUCAO

A compreensdo da osteoporose pos-menopausa ¢ compro-
metida pela dificuldade em se estudar uma doenca restrita
aos seres humanos. O uso de um modelo animal de osteo-
porose pos-menopausa fornece material experimental mais
uniforme e permite a avaliagdo de potenciais terapias para
a condigdo.! Para o estudo da osteoporose pds-menopausa,
o0 uso de um modelo animal reduz os problemas associados
ao estudo de doengas em seres humanos, tais como tempo
e variabilidade comportamental em sujeitos de teste. Além
disso, os estudos clinicos tém alto custo e requerem longos
intervalos de tempo, o que € outra razdo para explicar por
que modelos animais desempenham um importante papel
na pesquisa sobre osteoporose. Nos Estados Unidos, para

(Food and Drug Administration, FDA) requer informagdes
provenientes de modelos animais.?

Os animais mais comumente utilizados na investigagao
da osteoporose sdo os ratos, pois nao sdo caros, sdao de facil
alojamento, crescem rapidamente, estdo largamente disponiveis,
e o publico geral esta acostumado ao uso de roedores em pes-
quisa.’ A ooforectomia em ratas pode ser realizada de diferentes
maneiras. A sele¢ao da técnica operatoria ¢ muito importante,
especialmente quando o numero de animais for muito grande
e a duragdo do experimento for curta. Ha dois tipos principais
de incis@o usados para a realizagdo de ooforectomia em ratas:
aincisdo cutanea tnica dorsal na linha média* e incisdes duplas
dorsolaterais.’
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Este estudo concentrou-se na criagdo de um método mi-
nimamente invasivo de ooforectomia, que pode ser 1til para
veterinarios na pratica privada ou em instituigdes de pesquisa
como um modelo para induc@o experimental de osteoporose
pos-menopausa em ratas. Além disso, comparamos nosso
método novo e eficiente de ooforectomia com outros relatados
em termos de durag@o do procedimento cirurgico, grau de di-
ficuldade da técnica operatdria e acesso as gonadas, e tempo
necessario para a cicatrizagdo da ferida cirargica.

MATERIAL E METODOS

Animais

Vinte e quatro ratas de laboratério Wistar saudaveis, com
12 semanas de idade, foram incluidas no estudo. Os animais
foram mantidos em temperatura controlada de 25 °C £ 2 °C
com ciclos claro/escuro de 12 horas. Elas receberam uma
dieta padrio de laboratorio (Amrut Rat and Mice Feed,
Pranav Agro Industries Ltd., Sangli, india) sem restrigdo de
agua. Antes do experimento, aprovagao ética foi obtida do
Comité de Etica Animal Institucional do Al-Ameen College
of Pharmacy, Bangalore.

Procedimento cirtrgico: ooforectomia

Antes da cirurgia, o peso dos animais foi medido em uma
balanga digital. As ratas Wistar foram divididas em trés
grupos contendo oito animais cada um. Os animais foram
anestesiados com uma combinacdo de quetamina (80 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal (Neon Pharma, Mumbai
e Indian Immunologicals Ltd., Hyderabad, respectivamente).®

No grupo A, a ooforectomia foi precedida por uma
Unica incisdo cutinea dorsal na linha média, com 3 c¢m de
comprimento, entre a metade do dorso e a base da cauda,
segundo o método descrito por Lasota ez al.* No grupo B,
a ooforectomia foi feita com duas incisdes dorsolaterais:
uma incisdo pequena (1,5 cm) foi feita na pele e na parede
muscular em cada lado da coluna vertebral, na face dorsal,
de acordo com o método descrito por Park et al.> No grupo
C, a operacao foi realizada apo6s a colocacdo do animal
anestesiado em decubito dorsal. O pelo do abdome da rata
foi completamente removido com creme depilatorio (Veet,
Reckitt Benckiser, fndia).

A 4rea da cirurgia foi limpa com etanol (Merck, india).
Uma pequena incisdo transversal peritoneal de 0,4-0,6 cm foi
feita com bisturi cirtrgico (Id&mina n°® 11) na parte média do
abdome, ligeiramente lateralizada para a direita, proxima ao
segundo mamilo direito da rata, como mostrado na Figura 1.
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Depois de acessar a cavidade peritoneal, o tecido adiposo foi
afastado até que a trompa uterina esquerda e o ovario corres-
pondente circundado por uma quantidade variavel de gordura
fossem identificados. O ovario direito e sua gordura foram
localizados com facilidade e delicadamente exteriorizados. O
procedimento foi repetido para o ovario esquerdo através da
mesma incisdo, como mostrado na Figura 2. A gordura perio-
variana e o ovario foram delicadamente afastados do local da
incisdo para evitar o despregamento de um pequeno pedago
de ovario, que poderia entdo cair na cavidade abdominal,
reimplantando-se e assumindo sua fungdo normal.” Apods a
identifica¢@o do ovario e dos cornos uterinos, realizou-se su-
tura trangada de seda (Ethicon mersilk sutures-3/0, Johnson &
Johnson Ltd., india) em torno da 4rea dos cornos distais, ha-
vendo secc¢do e remogao dos ovarios, como mostra a Figura 3.

A area dos cornos uterinos foi retornada a cavidade peritoneal
ap6s a remogao dos ovarios. O fechamento deu-se em duas cama-
das, muscular e cutanea, utilizando-se suturas estéreis. O perito-
nio e as camadas musculares foram suturadas com fio absorvivel

Figura 1
Incis@o transversal realizada na parte média do abdome,
ligeiramente lateralizada para a direita, com lamina de bis-
turi. O musculo transverso abdominal é exposto apds incisdo
cutanea.

Figura 2

Apds dissec¢do do musculo, o espago peritoneal e o tecido
adiposo em torno do ovario sdo expostos. Os circulos negros
mostram os ovarios circundados por tecido adiposo.
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Figura 3

Ligagdo no corno uterino distal para a completa remogéo dos
ovarios, um de cada vez. O circulo negro mostra ovario cir-
cundado por tecido adiposo completamente removido.

(Ethicon chromic sutures-3/0, Johnson & Johnson Ltd., fndia),
e a pele foi suturada com fio ndo absorvivel (Ethicon mersilk
sutures-3/0, Johnson & Johnson Ltd., india). Iodopovidona foi
aplicada na area para desinfetar a pele apos a sutura. Alto grau
de assepsia foi mantido durante todo o procedimento.

Apos a cirurgia, as ratas foram alojadas individualmente em
caixas de poliuretano por uma semana para que se recuperassem,
quando entdo foram reagrupadas em suas gaiolas originais.
Cuidados foram tomados, uma vez que a abordagem ventral
em roedores implica que a ferida fique em contato direto quase
constante com o forro do fundo da gaiola, podendo resultar em
complica¢des mais frequentes na ferida. Assim, apos a cirurgia,
os animais foram alojados individualmente por uma semana
em caixas de poliuretano, com forro limpo e seco feito com
tecido de algoddo 100% esterilizado para conforto extra e calor
apropriado, evitando-se hipotermia e possivel contaminagio.

Avaliacado da cicatrizacdo da ferida

Para avaliar a cicatrizagdo da ferida e sua duracgdo, utilizou-se
o comprimento absoluto e normalizado da ferida. O compri-
mento maximo foi obtido no segundo dia apds a cirurgia e,
dai por diante, medido a cada dois dias até que a cicatrizagao
se completasse. A porcentagem de cicatrizagdo ou valores
normalizados foram calculados dividindo-se o comprimento
maximo das feridas por aquela medida do segundo dia depois
da cirurgia. A duracdo da cicatrizacdo da ferida foi o tempo
necessario para sua total contragdo. A porcentagem de cicatri-
zagdo da ferida foi calculada usando-se a equacdo [(L,-L,)/L,
x 100], onde L, e L, sdo os comprimentos maximos da ferida
no segundo dia e qualquer outro dia, respectivamente.?

Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao
médio (EPM). A comparagdo entre os diferentes grupos foi
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feita com analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni. Em todos os casos, uma probabilidade
de erro inferior a 0,05 foi selecionada como o critério para
significado estatistico.

RESULTADOS

Taxa de mortalidade

Nao houve relato de morte relacionada ao procedimento no
grupo B. Entretanto, dois animais no grupo A e um no grupo B
morreram nos dois primeiros dias ap0s a cirurgia. Assume-se
que qualquer procedimento que causa dor em seres humanos
causa também em animais. Sabe-se ainda que os procedimen-
tos cirurgicos causam dano tissular doloroso. Entretanto, nas
incisdes maiores que necessitam de mais suturas, tais como
aquelas dos grupos A e B, os animais com frequéncia apre-
sentam uma reacdo inflamatoria aos fios absorviveis. Além
disso, leva-se mais tempo para fazer tais suturas. Essa pode
ser a razdo do aumento da taxa de mortalidade dos animais
nos grupos A e B. Estudos bem-estabelecidos mostraram re-
petidamente que pequenas incisdes abdominais transversais
facilitam a locomog¢ao, aumentam o apetite e reduzem o tempo
de recuperacao pos-operatoria em seres humanos, roedores e
coelhos, que sdo particularmente sensiveis a dor e inflamacao.

Peso corporal

Antes da cirurgia, ndo houve diferenca significativa no peso
corporal das ratas entre os grupos. A Tabela 1 resume os efeitos
da ooforectomia no peso corporal em todos os grupos. Ndo
houve diferenca significativa no peso corporal dos animais
apos a cirurgia nos trés grupos.

Duracao da cirurgia

A duracgao da cirurgia foi significativamente menor no grupo C
(7,55 +0,11 min) em relag@o aos grupos A (15,52 + 0,30 min,
P<0,001)eB (9,65 + 0,86 min, P<0,01), como mostrado na
Tabela 1. Além disso, no grupo B, a durag@o da cirurgia foi
significativamente menor que no grupo A (P <0,001).

Tempo de cicatrizacao da ferida

O tempo de cicatrizagao da ferida nos grupos B (9,22 + 0,67 dias)
e C (8,01 +0,93 dias) foi significativamente menor que aquele no
grupo A (11,58 + 1,2 dias, P<0,001), como mostrado na Tabela
1. No entanto, o tempo de cicatrizagdo da ferida ndo diferiu
significativamente entre os grupos C e B. As distribui¢cdes do
comprimento da ferida e da porcentagem de cicatrizagdo por dia
variaram significativamente entre os grupos A e C. A varia¢do
do comprimento da ferida diferiu entre os trés grupos (Figura 4).
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Tabela 1
Comparacao dos diferentes procedimentos para ooforectomia
em ratas

Tempo para
G e Duracao da cicatrizagao
rupos  Incisao Peso corporal P 2 5
cirurgia (min) da ferida
(dias)
Unica dorsal
GrupoA  nalinhamé- o005 54 15524030 11,5812
n=38) dia, 3 cm de
comprimento
Duas dorso-
Grupo B laterais, cada
n —p8) uma com 255,78 +0,42 9,65 +0,86* 9,22 +0,67*
- 1,5 cm de
comprimento
Abdominal
Grupo C transversal, o "
n=8) 0,4-0,6 cm de 254,55+ 1,69 7,55+0,11 8,01 +0,93

comprimento

Dados apresentados como média + EPM (n = 6), avaliados pelo teste de Bonferroni. Todos os valores
sdo média + EPM (n = 8). *Comparagdo estatisticamente significativa com o grupo A (P < 0,001);
*Comparagéo estatisticamente significativa com o grupo B (P < 0,01).
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Figura 4

Porcentagem de cicatrizagdo da ferida por dia nos grupos A,
BeC.

DISCUSSAO

Os roedores constituem o modelo animal mais comumente
usado para o estudo da osteoporose, porque depois da oo-
forectomia o esqueleto da rata ¢ mais sensivel a perda dos
hormonios ovarianos, exibindo a maioria das caracteristicas
da osteoporose pos-menopausa humana. Portanto, para a
avaliagdo preliminar de um novo agente farmacologico
efetivo na osteoporose pos-menopausa, os roedores sdo,
em geral, a espécie escolhida, seguindo-se a verificagdo em
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outras espécies antes da realizagdo de ensaios clinicos em
seres humanos. Entretanto, até onde sabemos, o procedi-
mento para a criagdo de um método eficiente de ooforecto-
mia em ratas ainda ndo havia sido publicado. Assim, neste
artigo, descrevemos uma nova abordagem para a criagao de
ooforectomia minimamente invasiva. Também comparamos
nosso método com dois outros relatados anteriormente
(incisdo cutanea dorsal inica na linha média e abordagem
dorsolateral dupla).

Antes de realizar a incisdo abdominal, o cirurgido precisa
considerar multiplos fatores, tais como 4rea a ser exposta,
exposi¢ao operatdria, simplicidade, e necessidade de entrada
rapida na cavidade abdominal. O fator mais importante ¢é
uma exposi¢ao adequada do campo operatorio. Complicacdes
durante a cirurgia podem ocorrer devido a exposi¢do inade-
quada, que, em geral, resulta da falta de vontade do cirurgido
de ampliar a incisdo. Neste estudo, a duragdo da cirurgia foi
significativamente menor no grupo C (incisdo ventral trans-
versal, 0,4—0,6 cm de comprimento) que nos grupos A (incisao
cutanea dorsal unica na linha média, 3 cm de comprimento)
e B (incisdes dorsolaterais duplas, cada uma com 1,5 cm de
comprimento).

A selecao cuidadosa do local de incisdao e o fechamento
adequado da ferida apds uma incisdo abdominal sdo muito
importantes para o sucesso da cirurgia.’ O tipo de incisdo
pode, no entanto, influenciar a ocorréncia de complicac¢des
pos-operatorias da ferida. A pequena incisdo transversal na
regido abdominal baseia-se em melhores principios ana-
tomicos e fisiologicos. As vantagens relatadas de incisdes
transversais para cirurgias abdominais incluem melhores
resultados cosméticos, menos dor e baixa incidéncia de
formacéao de hérnia.'

O tempo de cicatrizagdo da ferida foi significativamente
menor no grupo C em relagdo ao grupo A. Nao foi observada
diferenca significativa no tempo de cicatrizagao da ferida entre
os grupos C e B, embora esse tempo no grupo C tenha sido
menor que o do grupo B. Os resultados relatados neste artigo
sugerem a necessidade de incisdo muscular precisa durante a
ooforectomia, o que resulta em rapida localizagdo dos ovarios
em ratas. Incisdes musculares grandes ou dorsolaterais duplas
podem levar a sangramento excessivo, requerendo o uso de
mais suturas.

CONCLUSAO

Ao comparar esses diferentes tipos de incisdo para ooforecto-
mia em ratas, sugere-se que o uso de uma incisdo abdominal
ventral transversal em lugar de uma incisdo cutanea dorsal
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unica na linha média, ou incisdes dorsolaterais duplas, possa
influenciar pardmetros tais como durag@o da cirurgia e taxas
de recuperagdo e complicagdo. A operagao realizada no grupo
C, quando comparada aquelas realizadas nos grupos A e B,
mostrou-se tecnicamente mais facil, consumiu menos tempo
e apresentou cicatrizagao de ferida mais rapida.
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