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RESUMO

O objetivo foi avaliar a indug¢do de ratas Wistar ao estro de duas diferentes formas: pela
presenga de machos adultos vasectomizados (MV) e pelo odor do macho (OM), tendo como
controle positivo, machos comprovadamente férteis (MF) e controle negativo, auséncia de
macho e de odor do macho (SM). Sessenta fémeas foram alojadas individualmente em gaiolas
e distribuidas em quatro tratamentos contendo 15 fémeas cada. No tratamento MV, cada
fémea foi exposta a presenga de um macho adulto vasectomizado. No tratamento OM cada
fémea foi exposta ao odor do macho, ou seja, foi colocada diariamente em contato direto com
maravalha proveniente de uma gaiola de macho adulto. No grupo MF, cada fémea foi
colocada diretamente com um macho, comprovadamente, fértil. No grupo SM, as fémeas
permaneceram sem contato com macho ou com maravalha de macho. Em todos os grupos, as
fémeas foram submetidas ao tratamento durante cinco dias consecutivos. Diariamente, foi
coletada a secre¢do vaginal de todas as fémeas, pelo método de esfregaco, para identificar a
fase do ciclo estral. Para comparar os tratamentos foi utilizada a andlise de sobrevivéncia.
Houve tendéncia (P=0,0971) dos grupos se diferenciarem em relagdo ao numero de dias para
apresentar estro. Todas as fémeas dos grupos OM e MF manifestaram estro dentro do periodo
de quatro dias, alcangando diariamente os seguintes percentuais: 40,0; 13,3; 20,0 ¢ 26,7% e
20,0; 20,0; 20,0 e 40,0% , respectivamente. No tratamento SM, 13 fémeas (86,7%)
apresentaram estro no periodo com percentuais diarios de: 20,0; 20,0; 26,7 ¢ 20,0%. No
tratamento MV, 11 fémeas (73,3%) apresentaram estro ao longo dos quatro dias examinados,
com os seguintes percentuais diarios: 6,7; 26,7; 13,3 ¢ 26,7%. Nao ¢ possivel afirmar que a
exposi¢do de fémeas Wistar nuliparas a machos vasectomizados ou ao odor do macho na
maravalha seja eficaz para induzir o estro.

Palavras-chave: estro, sincronizagao, rato Wistar, efeito Whitten.
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MALE EFFECT IN THE INDUCTION OF ESTRUS IN WISTAR RATS
(Rattus norvegicus)

ABSTRACT

The objective was to evaluate the induction of estrus in Wistar female rats in two ways: the
presence of vasectomized males (MV) and the presence of male odor from the bedding (OM).
The presence of intact males was used as a positive control (MF) and the absence of males
and male odor as a negative control (SM). Sixty females were caged individually and
assigned to one of four treatments with 15 females each. In the MV treatment, each female
was exposed to an adult vasectomized male. In the OM treatment, each female was exposed
to male odor, i.e., she was placed daily in direct contact with bedding from an adult male. In
the MF treatment each female was directly exposed to a certified fertile male. In the SM
treatment females had no contact with males or male bedding. In all groups females were
exposed to treatment for five consecutive days. All the females had their vaginal smear
collected for estrous cycle phase determination. A survival analysis was employed to compare
treatments. Treatments tended (P=0.0971) to differ in relation to the number of days to
present estrous. All the females from treatments OM and MF achieved estrous within the
four-day period, reaching the following daily percentages: 40.0, 13.3, 20.0 and 26.7% and
20.0; 20.0; 20.0 and 40.0% for OM and MF, respectively. In the SM treatment, 13 females
(86.7%) showed estrous in the same period with daily percentages of: 20.0, 20.0, 26.7 and
20.0%. In the MV treatment 11 females (73.3%) showed estrous along the four readings with
the following daily percentages: 6.7, 26.7, 13.3 and 26.7%. It is not possible to affirm that the
exposition of nuliparous female Wistar to vasectomized males or to adult male odor in
bedding is effective for estrous induction.

Key words: estrous, synchronization, Wistar rat, Whitten effect.

EFECTO MACHO EN LA INDUCCION DEL ESTRO EN RATAS WISTAR
(Rattus norvegicus)

RESUMEN

El objetivo fue evaluar la induccion al estro de ratas Wistar de dos diferentes formas: por la
presencia de machos adultos vasectomizados (MV) y por el olor del macho (OM), habiendo
como control positivo, machos comprobadamente fértiles (MF) y como control negativo,
ausencia de macho y de olor del macho (SM). Sesenta hembras fueron alojadas
individualmente y distribuidas en cuatro tratamientos con 15 hembras cada uno. En el
tratamiento MV, cada hembra fue expuesta a la presencia de un macho adulto vasectomizado.
En el tratamiento OM cada hembra fue expuesta al olor del macho, o sea, fue colocada
diariamente en contacto directo con aserrin (residuos de madera) proveniente de una jaula de
un macho adulto. En el tratamiento MF, cada hembra fue colocada directamente con un
macho comprobadamente fértil. En el tratamiento SM, las hembras permanecieron sin
contacto con el macho o con aserrin de macho. En todos los grupos las hembras fueron
sometidas al tratamiento durante cinco dias consecutivos. Diariamente, fue colectada la
secrecion vaginal de todas las hembras, por el método de frotacion, para identificar la fase del
ciclo estral. Para comparar los tratamientos, fue utilizado el anélisis de sobre vivencia. Hubo
una tendencia (P=0,0971) de diferenciacion entre los grupos, con relacion al nimero de dias
para presentar estro. Todas las hembras de los tratamientos OM y MF alcanzaron estro
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durante el periodo estudiado de cuatro dias, alcanzando diariamente los siguientes
porcentajes: 40,0; 13,3; 20,0 y 26,7% y 20,0; 20,0; 20,0 y 40,0% para OM y MF,
respectivamente. En el tratamiento SM, 13 hembras (86,7%) presentaron estro en el mismo
periodo con un porcentaje diario de 20,0; 20,0; 26,7 y 20,0%. En el tratamiento MV 11
hembras (73,3%) presentaron estro a lo largo de cuatro lecturas con los siguientes valores
diarios: 6,7; 26,7; 13,3 y 26,7%. No es posible afirmarse que la exposicion de hembras Wistar
nuliparas a machos adultos vasectomizados o al olor del macho en el aserrin sea efectiva para
inducir el estro.

Palabras claves: estro, sincronizacion, rata Wistar, efecto Whitten.

INTRODUCAO

A rata atinge a maturidade sexual em torno dos sessenta dias de idade (1), porém, na
pratica, aguarda-se até noventa dias, quando a fémea Wistar pesa aproximadamente 250g,
para realizar o primeiro acasalamento. O ciclo estral dura de quatro a cinco dias e possui
quatro fases (diestro, proestro, estro € metaestro), que podem ser observadas pela andlise
citologica da secre¢do vaginal. Classicamente, estas fases podem ser identificadas de acordo
com a propor¢ao entre trés tipos celulares presentes no esfregago vaginal (2, 3).

As fémeas dos mamiferos, especialmente daqueles que vivem em grandes grupos,
estdo envoltas em um ambiente social muito rico e complexo, repletos de estimulos
sensitivos, provenientes dos demais componentes do grupo (4). No camundongo, a presenca
de fémeas adultas atrasa a puberdade de fémeas jovens. Em alcatéias, embora as fémeas
subordinadas apresentem cio e até cortejem os machos, elas ndo copulam, a menos que a
fémea dominante seja removida do grupo (5). A identificacio e o reconhecimento dos
individuos ocorrem pelo cheiro inato de cada espécie, resultante da liberacdo de substancias
quimicas denominadas de feromoénios. Feromoénios sdo produtos quimicos temporarios
liberados pelos animais, que causam mudangas comportamentais, fisiologicas e,
possivelmente, psicoldgicas em outros membros da mesma espécie. Podem influenciar o
desempenho reprodutivo dos ratos e serem usados para ajudar o investigador (6).

A manipulagdo hormonal do ciclo reprodutivo murino é, agora, pratica comum na
criopreservacdo de embrides, limpeza sanitaria de colonias e transgénese. A sincronizagdo do
ciclo estral e a programacao do parto em ratas sdo requisitos indispensaveis para a aplicacao
destas técnicas e para a produ¢do de animais para a pesquisa. Embora a sincronizagdo do estro
em grupos homossexuais tenha sido descrita ha trés décadas (7), mais recentemente a
variabilidade do ciclo estral tem sido apontada como entrave a sincronizacdo (8). A indugao
do estro pode ser realizada por diversos métodos: efeito Whitten, indugdo hormonal pela
administracdo de gonadotropina corionica eqiiina (¢CG), ou usando o hormonio liberador de
gonadotropinas (GnRH) e pela presenga de machos vasectomizados. O efeito Whitten
caracteriza-se pelo sincronismo do ciclo estral, quando fémeas de camundongo alojadas em
grupos homossexuais e apresentando anestro ou diestro prolongado, sdo expostas a um macho
ou ao odor de sua urina, promovendo a liberagdo de gonadotrofina e ativando o ciclo ovariano
de forma sincronizada (9).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a inducdo ao estro de fémeas Wistar de duas
diferentes formas: pela presenca de machos adultos vasectomizados ou pelo odor do macho
na maravalha.

Mattaraia, V.G.M., ef al. Efeito macho na indugéo do estro em ratas Wistar (Rattus norvegicus). Vet. e Zootec.,
p-669-677, v.16, n.4, dez., 20009.



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 672

MATERIAL E METODOS
Local e Instalagoes

O experimento foi realizado no Setor de Ratos Wistar do Biotério Central do Instituto
Butantan — SP. As salas dos animais apresentaram fluxo de pessoas e insumos definido, foram
protegidas com barreiras sanitarias (autoclave de barreira, sistema de filtragdo de ar e
diferencial de pressdo) e a temperatura ambiente foi controlada de 22 + 2°C. Um sistema de
exaustdo na altura das gaiolas impediu a dispersdo da amonia no ambiente. Foram realizadas
15 a 20 trocas de ar/h e o ciclo de luz foi definido (12L:12D). Todo o sistema foi ligado a um
gerador, garantindo o funcionamento em caso de falta de energia elétrica.

Animais e Manejo Geral

O modelo biolégico foi o rato Wistar, com animais oriundos da colonia de
multiplicagdo do Setor de Ratos, do Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais
possuiam padrao sanitario controlado, foram mantidos em gaiolas de polipropileno de 46 x 31
x 21cm, que permitiram livre acesso a agua potavel e a ragdo. As gaiolas foram forradas com
cama de maravalha autoclavada. A rotina de manejo dos animais compreendeu duas trocas
semanais da gaiola e agua fresca trés vezes por semana. A racdo comercial peletizada
(Nuvital® para roedores) foi oferecida ad libitum. De acordo com o fabricante, a formulagdo
obedeceu as recomendagdes do National Research Council (10) e Morrison et al. (11).

Delineamento Experimental

Produziram-se 60 fémeas com diferenga maxima de dois dias de idade, as quais foram
mantidas em ninhadas de oito filhotes, desde o nascimento até o desmame, que ocorreu aos 21
dias de idade. A partir desta idade, continuaram em grupos homossexuais de seis fémeas por
gaiola, at¢ a idade de 90 dias. Durante o periodo compreendido entre o desmame e o
acasalamento, as fémeas ¢ os machos foram mantidos em salas separadas.

Aos 90 dias as fémeas foram identificadas, alojadas em gaiolas individuais e
aleatoriamente distribuidas em quatro grupos. No primeiro grupo cada fémea foi exposta a
presenga de um macho adulto vasectomizado (MV). No segundo grupo cada uma foi exposta
ao odor do macho (OM), ou seja, foi colocada diariamente em uma gaiola contendo
maravalha retirada de uma gaiola de macho adulto. No terceiro grupo, o controle positivo,
cada fémea foi colocada diretamente na presenca de um macho comprovadamente, fértil
(MF). No ultimo grupo, controle negativo, as fémeas permaneceram sem contato com macho
ou com maravalha de macho (SM). Em todos os grupos, as fémeas foram expostas ao
tratamento por cinco dias consecutivos.

A partir do dia 2, todas as fémeas foram submetidas a coleta da secre¢do vaginal pelo
método de esfregaco para identificar a fase do ciclo estral, a partir das 08hOOmin. A
classificagdo baseou-se na propor¢do relativa de trés tipos de células: células epiteliais,
células corneificadas, e leucocitos (8, 12). Apos a coleta, procedeu-se a leitura imediata das
laminas ndo coradas a fresco, em microscopio Otico, sem a utilizagdo das lentes do
condensador (12, 13). O uso da objetiva de aumento de 10 vezes permitiu a analise da
proporgao entre os trés tipos celulares presentes no material, enquanto a objetiva de aumento
de 40 vezes permitiu a identificacdo de cada um dos tipos celulares. As células epiteliais sdo
arredondadas e nucleadas, as irregulares e sem nucleo sdo as corneificadas e as redondas e
pequenas, os leucdcitos.
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A andlise de sobrevivéncia foi empregada para comparar os tratamentos em relagdo ao
niumero de dias necessarios ao aparecimento do primeiro estro no intervalo de tempo
estudado, com o auxilio do procedimento LIFETEST do SAS (14).

Produciao de Machos e Vasectomia

Foram produzidos 50 filhotes machos, que apdés o desmame foram mantidos em
ninhadas compostas de cinco animais cada. Deste total, 18 animais foram vasectomizados aos
30 dias de idade, seguindo o esquema descrito na Figura 1. Todos os machos foram
previamente acasalados com o intuito de ser certificada, ou ndo, sua fertilidade, no caso dos
machos intactos ou vasectomizados, respectivamente.

Vaso deferente, tubo
Gordura largo, preso a membrana
Testiculo;f:: s com vaso sanglineo
Epididimo, tubo-£. __ proeminente
gelatinoso, fino N
e branco

Plano de sutura

A

Vaso : Aigade %2  Corte -Ji. Corte
deferente sutura g_—_— Linha {1~ No
B Remove
} Ponta da o~ Pontas
;@ r_:_"iﬂ — pinga Q@? cauterizadas do
T I aquecida para pq.. T vaso deferente
cauterizagao nao iréo se unir

Figura 1. Esquema de vasectomia (modificado de Hogan,B., et al.In: Manipulating the
Mouse Embryo — Second Edition - 1994)

Para realizagdo da vasectomia, os animais foram anestesiados por via intra-peritoneal
com ketamina (7%) e xilasina (0,3%) na propor¢ao de 2:1 mL, com 0,2 mL/100 g de peso da
solucdo. Posicionados na mesa cirtirgica em dectbito dorsal, tendo suas extremidades fixadas
com fita adesiva, foram tricotomizados e submetidos a antissepsia. Uma incisdo com 0,5cm
de comprimento foi feita com lamina de bisturi, a uma distancia de aproximadamente lcm
acima do pénis, seguindo a linha mediana, abrangendo pele e aponeurose. Realizou-se a
fixacdo da musculatura abdominal com as pincas de Allis, para tracionar a parede abdominal,
com o intuito de facilitar o processo. Chegou-se aos ductos deferentes, cada ducto foi
separado da membrana mesentérica e apreendido com uma pinga em dois pontos distanciados
aproximadamente em Smm. Os dois pontos foram seccionados e termo-cauterizados. A sutura
foi realizada com fio n°15, em dois planos, com pontos separados (Figura 1). Os animais
foram levados para a érea tranqiiila do laboratério. A temperatura ambiente foi controlada
entre 30 e 33°C. Durante a recuperagdo, os animais foram dispostos em camas de papel toalha
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que nao aderiram a ferida cirtrgica. Sempre foi mantido um animal por gaiola para evitar
traumas ou até canibalismo. Nao foi necessario o uso de antibidticos, porque foi utilizada
técnica estéril de manipulagdo. Nas primeiras horas apds o procedimento cirtirgico, observou-
se 0 comportamento, a temperatura anal, consumo de agua e ragdo. O alimento foi
disponibilizado, colocando-se ragcdo umedecida no fundo da caixa, e agua ad libitum. Foram
usados analgésicos para alivio da dor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diariamente, pelo periodo de cinco dias, 60 ldminas de esfregaco vaginal foram
examinadas e classificadas quanto a fase do ciclo estral em que se encontravam as fémeas
(Tabela 1). Observou-se, independentemente do tratamento ou da leitura, maior incidéncia
total de diestros do que das demais fases, indicando que esta foi a fase mais longa do ciclo
estral destas fémeas. Por outro lado, em quase um ter¢o das fémeas (19 em 60) ndo foi
registrado proestro nos cinco dias de observagdo. Duas fémeas do grupo MV nao
apresentaram estro, nos demais grupos todas as fémeas apresentaram estro pelo menos uma
vez. Com exce¢do de uma fémea do grupo OM que apresentou estro em dois dias
consecutivos, um dia de estro foi seguido de metaestro e de diestro. Mais de 80% das fémeas
(49 em 60), variando de 11 a 14 fémeas por grupo, apresentaram diestro em dois dias
consecutivos.

Sete fémeas apresentaram dois estros com intervalo de quatro dias (no primeiro € no
quinto dias), quatro do grupo OM e uma de cada um dos demais grupos. Em virtude desta
repeti¢do de estros por algumas fémeas no periodo de cinco dias, apenas as quatro primeiras
leituras foram consideradas na andlise de sobrevivéncia cujo objetivo foi comparar os
tratamentos quanto ao nimero de dias necessarios ao aparecimento do estro.

Tabela 1. Sequéncias do ciclo estral das fémeas em cinco dias consecutivos por tratamento

Fémea Sem macho Odor de macho Macho vasectomizado Macho fértil
(dias)’ (dias) (dias)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1 E M D D E D D P E M D E M D D D D P E M
2 D P EMDEMUDDE P MMUD DMD P E M
3 D P EMDEMUDD P D P E MD E M D D E
4 D D P E MDD P E MDD EMUD D D E M D
5 D P EM DD EMD D D D P EMD P E M D
6 D D P EMUEMMUDD P P EMUD D D D P E M
7 E M D D P EMD D E P M D D E P E M D D
8 D EM D D D P E M D D E M D D D P E M D
9 M D D P E EMD D E D D P E M D D P E M
10 P E M D D DD P E MMD D P E E M D D P
11 E M D D P EM D D E E MD D E P E M D P
12 M D D E M P EMD D D P MDD D D P E M
13 D D EMDDUD P E MDEMMUDUD P E M D D
14 D EM D D D P E E MMD D E M D D P E M
15 M D D E M D P E M D D D P E M E M D D P
"P= proestro, E = estro, D = diestro, M = metaestro

Todas as fémeas dos grupos OM e MF alcancaram estro durante o periodo de 4 dias
(Figura 2). No grupo SM, 13 fémeas (86,7%) apresentaram estro no periodo e no grupo MV,
11 fémeas (73,3%) apresentaram estro ao longo das quatro leituras avaliadas. O grupo OM foi
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0 Unico em que, ja no primeiro dia, 40% das fémeas apresentaram-se em estro. No entanto, de
acordo com o teste log rank houve apenas tendéncia (P=0,0971) de os grupos se
diferenciarem em relacdo ao numero de dias para apresentar estro. Portanto, nao ¢ possivel
afirmar com seguranca que o odor do macho tenha favorecido a inducdo do ciclo estral destas
fémeas. Este resultado estd de acordo com a alegagdo de que o efeito Whitten ndo ¢ tao
pronunciado em ratos quanto em camundongos (15). Por outro lado, Schank (8) constatou que
a variabilidade do ciclo estral em ratas ¢ um entrave a sincronizagao de pares de fémeas. Caso
se confirmasse sua eficicia, o uso de maravalha com o odor de macho seria uma opgao
simples e pratica para a inducdo do estro em ratas e possivel sincronizagdo de grupos de
fémeas.

O macho vasectomizado deveria representar 0 mesmo estimulo para as fémeas que o
macho intacto, mas este ndo parece ter sido o caso, tendo em vista que o grupo de fémeas
submetidas aos machos vasectomizados apresentaram a menor incidéncia de estros (Figura 2).
Além disto, a realizagdo das cirurgias para a preparacdo dos machos vasectomizados
consumiu tempo e recursos materiais. Estas constatagdes ndo encorajam o prosseguimento de
estudos para o uso de machos vasectomizados na indu¢do do estro em ratas. Foi demonstrado
que fémeas com implantes de 20mg de testosterona apresentavam feromonios masculinos na
urina e que a urina de machos castrados ndo teve influéncia no ciclo estral (16).

% de fémeas em estro

O Grupo MV @ Grupo OM Grupo MF

Grupo SM

MF = macho fértil; MV = macho vasectomizado; OM = odor do macho; SM = sem macho

Figura 2. Freqiiéncia acumulada de estro em quatro dias consecutivos de avaliagdo do
esfregaco vaginal de ratas Wistar nuliparas.

CONCLUSAO

A diferenca no numero de dias para apresentar estro entre os tratamentos
experimentais foi ténue, portanto ndo € possivel recomendar o uso da maravalha com o odor
do macho para induzir o estro em fémeas de rato. No entanto, novos estudos devem ser
realizados com o objetivo de desenvolver técnicas de indugdo e sincroniza¢do do estro em
ratas, uma vez que, no dia-a-dia dos biotérios, ha necessidade de producao de grandes grupos
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de individuos com nascimentos sincronizados e ¢ muito grande o numero de fémeas para
acasalar.
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