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Efeito da fotoperiodicidade na taxa de prenhez em ratos isogénicos (F344)

Effect of photoperiodicity in the pregnancy rate of isogenic rats (F344)
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RESUMO

O uso de animais isogénicos apresenta grandes
vantagens experimentais, como uniformidade fenotipica e
genotipica (reduzindo o numero de animais em experimentos)
e histocompatibilidade, permitindo, assim, o acumulo de
informagdes e a repetibilidade dos experimentos. A linhagem
isogénica de Rattus norvegicus Fischer 344 existe ha 90 anos,
entretanto pouco se sabe sobre as razées de seu baixo indice
reprodutivo. O presente estudo demonstrou que ratos Fischer
F344 sdo fotorresponsivos quanto a reprodugdo, tendo seus
indices de prenhezes acrescidos com o aumento do fotoperiodo.
Os melhores indices sdo obtidos quando os machos sdo
submetidos a 14 horas de luz e fémeas a 16 horas de luz,
indicando dimorfismo sexual na fotorresponsividade.

Palavras-chave: fotoperiodo, Rattus norvegicus, reproducdo,
Fischer 344, indice reprodutivo.

ABSTRACT

The use of isogenic animals presents great
experimental advantages, as phenotypic and genotypic
uniformity (reducing the number of experimental animals) and
histocompatibility, thus allowing, the accumulation of
information, and the repeatability of the experiments. The
isogenic strain of Rattus norvegicus Fischer 344 has existed for
90 years, however the reasons of its low reproductive index are
not knew. The present study has demonstrated that Fischer
F344 rats are photoresponsive regarding reproduction, having
improved its pregnancy index with the increase of the
photoperiod. The best indexes were achieved when the males
had been submitted to 14 hours of light and females to 16
hours of light, indicating sexual dimorphism in
photoresponsivity.
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INTRODUCAO

Animais isogénicos sdo uma importante
ferramenta na pesquisa cientifica, desde o
desenvolvimento das suas primeiras linhagens que
datam do principio do século XX. O Rato Fischer F344
foi a primeira linhagem isogénica de animais de
laboratorio, desenvolvida na Universidade de Columbia
em 1918. Desde entdo, mantém-se como a principal
linhagem isogénica de ratos utilizada em laboratorios
ao redor do mundo, tendo sido utilizada em
aproximadamente 400 pesquisas de duragdo superior a
dois anos pelo National Cancer Institute/National
Toxicology Program (NCI/NTP) americano. O material
resultante dessas pesquisas contém dados sobre mais
de 100.000 ratos F344, incluindo oito milhdes de laminas
histolégicas (FESTING, 1998). O uso de animais
isogénicos apresenta grandes vantagens experimentais,
como uniformidade fenotipica e genotipica (reduzindo
o numero de animais necessarios em experimentos),
histocompatibilidade, desenvolvimento de modelos
animais; permitindo, assim, o acimulo de informagdes
e arepetibilidade de experimentos.

Apesar do imenso conhecimento
acumulado sobre a linhagem F344 nos tltimos 90 anos,
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pouco se sabe sobre as razdes da relativa dificuldade
que sua reproducdo apresenta. Em geral, o Rattus
norvegicus ¢ considerado espécie ndo fotoperiddica,
reproduzindo-se com grande facilidade durante o ano
todo (HEIDEMAN & SYLVESTER, 1997). Entretanto,
recentemente, alguns estudos apontaram a influéncia
do fotoperiodo no desenvolvimento sexual da F344.
SHOEMAKER & HEIDEMAN (2002) concluiram que a
fotoperiodicidade afeta o desenvolvimento reprodutivo
da F344, considerando para isso que o tamanho
testicular, as vesiculas seminais e o desenvolvimento
puberal sdo inibidos pelo fotoperiodo de 8 horas (h).
Animais fotorresponsivos requerem manejo especifico
para reproducdo bem sucedida. Dessa forma, o presente
estudo tem como objetivo analisar a influéncia de
diferentes fotoperiodos em machos e fémeas F344 sobre
o indice de prenhez, de forma a determinar qual o melhor
protocolo para um bem sucedido manejo reprodutivo
daF344.

MATERIAL E METODOS

Animais

Ratos Fischer F344 foram obtidos e mantidos
no biotério SPF do Instituto de Quimica da USP (IQ —
USP). Foram acondicionados em caixas plasticas
forradas com maravalha, na qual foram colocadas
diariamente 50g de racao e dgua ad libitum. A cama foi
trocada a cada cinco dias e os ambientes tinham a
luminosidade controlada por um timer e lampada
fluorescente de 20 watts.

Delineamento experimental

Fémeas com idade média de quatro meses
foram agrupadas em caixas contendo trés animais cada.
Machos com idade entre 6-7 meses foram mantidos em
caixas individuais e colocados nas caixas das fémeas
no fim da tarde para pernoite e retirados na manha
seguinte, quando foram realizados os lavados vaginais
com o auxilio de pipeta de Pasteur e soro fisiologico.
Os lavados foram analisados ao microscopio Optico
sem corantes para verificacdo da presenca de
espermatozodides, indicativa de acasalamento. Essas
fémeas eram monitoradas e as prenhezes eram
confirmadas pela presenca de embrides no utero
materno.

As combinagdes de diferentes fotoperiodos
aos quais machos e fémeas foram submetidos foram
testadas em 9 diferentes grupos: grupo 1 - machos
fotoperiodo 12h e fémeas fotoperiodo 12h; grupo 2 -
machos fotoperiodo 12h e fémeas fotoperiodo 14h;
grupo 3 - machos fotoperiodo 12h e fémeas fotoperiodo
16h; grupo 4 - machos fotoperiodo 16h e fémeas

fotoperiodo 12h; grupo 5 - machos fotoperiodo 16h e
fémeas fotoperiodo 16h; grupo 6 - machos fotoperiodo
14h e fémeas fotoperiodo 16h; grupo 7 - machos
fotoperiodo 14h e fémeas fotoperiodo 12h; grupo 8 -
machos fotoperiodo 16h e fémeas fotoperiodo 14h; e
grupo 9 - machos fotoperiodo 16h e fémeas fotoperiodo
14h.

Andlise estatistica

Para analise estatistica, por tratar-se de
variavel qualitativa dicotdmica nominal, comparamos
as proporcdes de taxas de prenhez entre cada grupo
individualmente em relacdo a cada um dos outros
grupos (duas proporcdes), mediante o teste do qui-
quadrado (P<0,05).

RESULTADOS

As combinagdes de diferentes fotoperiodos

aos quais machos e fémeas foram submetidos foram
testadas. Abaixo, encontram-se os dados sumarizados
(“N” refere-se as possibilidades de acasalamento de
cada grupo, ou seja, nimero de fémeas expostas a
machos): Grupo 1 (N=67): fémeas em fotoperiodo de
12h x machos em fotoperiodo de 12h:
3 prenhezes (4,5%); grupo 2 (N=27): fémeas em
fotoperiodo de 14h x machos em fotoperiodo de 12h: 4
prenhezes (14,8%); grupo 3 (N=31): fémeas em
fotoperiodo de 16h x machos em fotoperiodo de 12h: 7
prenhezes (22,6%); grupo 4 (N=27): fémeas em
fotoperiodo de 12h x machos em fotoperiodo de 14h: 4
prenhezes (14,8%); grupo 5 (N=28): fémeas em
fotoperiodo de 14h x machos em fotoperiodo de 14h: 3
prenhezes (10,7%); grupo 6 (N=27): fémeas em
fotoperiodo de 16h x machos em fotoperiodo de 14h:
11 prenhezes (40,7%); Grupo 7 (N=28): fémeas em
fotoperiodo de 12h x machos em fotoperiodo de 16h: 3
prenhezes (10,7%); grupo 8 (N=28): fémeas em
fotoperiodo de 14h x machos em fotoperiodo de 16h: 3
prenhezes (10,7%); e grupo 9 (N=27): fémeas em
fotoperiodo de 16h x machos em fotoperiodo de 16h: 2
prenhezes (7,4%). N total=290.

Os indices de prenhezes obtidos pelos
diferentes grupos (porcentagem de prenhez x
possibilidade de acasalamento) estdo representados
abaixo (Figura 1).

Encontramos diferencas significativas
(P<0,05) entre o grupo 1 “machos e fémeas submetidos
ao fotoperiodo de 12h” e o Grupo 3 “machos sob
fotoperiodo de 12h e fémeas sob fotoperiodo de 16h”,
sendo maior o indice de prenhez no grupo 3.

O grupo 6 “machos sob fotoperiodo de 14h
e fémeas sob fotoperiodo de 16h” apresentou diferenca
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Possibilidades de acasalamentos que
resultaram em prenhez nos ratos F344
submetidos a diferentes fotoperiodos
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Grupos e fotoperiodos de ratos F344

Figura 1 - Porcentagem de possibilidades de acasalamentos que levaram a prenhez nos
grupos (G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8 e G9) com diferentes combinagdes
de fotoperiodos, sendo os machos representados pela letra “m”, as fémeas

por “f” seguidos pelo fotoperiodo correspondente. O grupo 6, representado

pela letra “A”, apresenta o maior indice de prenhez, sendo diferente
significativamente dos demais grupos. Os grupos 1 e 3 representados pela
letra “C” e “B”, respectivamente, sdo significativamente diferentes entre si,
sendo o grupo 3 maior. Os demais grupos: 2, 4, 5, 7, 8 ¢ 9 ndo apresentam
diferencas significativas entre si e entre os grupos 1 (C) e 3 (B). Teste qui-

quadrado (P<0,05).

significativa com todos os outros grupos estudados,
sendo o grupo que apresentou a maior taxa de prenhez.
Os demais grupos: 2, 4, 5, 7, 8 ¢ 9 ndo apresentaram
diferencas significativas entre si e entre os grupos 1 e 3.

DISCUSSAO

Animais sdo expostos as variagdes
ambientais como oferta de alimento, 4gua, abrigo, que
sdo dependentes do clima das diversas estagdes do
ano, principalmente aqueles que vivem em zonas
temperadas. Animais fotorresponsivos se adaptam
melhor a essas variagdes, alterando seu
comportamento, morfologia e fisiologia de acordo com
a luminosidade (NELSON etal., 1990).

A glandula pineal € responsavel por secretar
amelatonina, durante a noite, e indicar ao organismo a
atual estagdo do ano, sendo a secre¢do menor durante
o verdo (dias longos) e maior durante o inverno (dias
curtos). Sua acdo na reprodugao varia de acordo com a
espécie, ou seja, em uma espécie de dias curtos, como
ovelhas, a melatonina estimula a secre¢ao de
gonadotrofinas ¢ LH (hormonio luteinizante)
aumentando a frequéncia de sua secre¢do pulsatil

(KARSCH etal., 1984). Ja em espécies de dias longos,
como hamsters sirios, a melatonina inibe a secre¢ao de
FSH (hormoénio foliculo estimulante), LH e
gonadotrofinas (TAMARKIN et al., 1976).

Em geral, o Rattus norvegicus ¢ considerado
uma espécie reprodutivamente ndo fotoperiddica,
reproduzindo-se com grande facilidade durante o ano
todo. Pouca atengdo, até a tltima década, foi dada ao
fato de que diferentes linhagens apresentam
significativas variagdes em seus indices reprodutivos
(LORINCZ et al., 2001), dentre elas a linhagem F344,
utilizada no presente projeto. Essa linhagem apresenta
baixos indices reprodutivos (SHOEMAKER &
HEIDEMAN, 2002), pelo menos em fotoperiodo
convencionalmente utilizado em biotérios (ciclo de luz/
sombra de 12 horas), fato esse observado em nosso
estudo.

Visto isso, alguns estudos apontaram a
influéncia do fotoperiodo no desenvolvimento sexual
da F344. SHOEMAKER & HEIDEMAN (2002)
concluiram que a fotoperiodicidade afeta o
desenvolvimento reprodutivo da F344, considerando
para isso que o volume testicular, o das vesiculas
seminais e o desenvolvimento puberal sdo inibidos pelo
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fotoperiodo de 8h. J4 o fotoperiodo de 16h aumenta o
volume testicular em comparagdo com o fotoperiodo
normalmente utilizado em biotérios (12h). Apesar dos
resultados obtidos em tal experimento, nenhuma
pesquisa sobre a influéncia do fotoperiodismo nos
indices reprodutivos foi realizada.

Estudos em hamsters sirios, considerados
fotoperiddicos, expostos a curto fotoperiodo (10h de
luz e 14 de escuro) demonstram uma diminui¢ao da
secre¢do de gonadotrofinas e androgenos testiculares,
regressdo dos testiculos e eventual perda de
comportamento  copulatéorio em machos
(PRENDERGAST etal., 2002) ¢ aciclicidade em fémeas,
indicando mudangas gonadais fotoderivadas (SEEGAL
& GOLDMAN, 1975; HAUSER & BENSON, 1986).
Outro experimento com hamsters sirios demonstrou que,
ao serem expostos a curtos fotoperiodos, a expressao
de receptores androgenos e SRC-1 (receptor
coactivator-1), um coativador nuclear de testosterona,
diminui em determinadas areas do cérebro, alterando
assim a sensibilidade a testosterona, o que pode
contribuir para as alteragdes sazonais na resposta aos
esterdides (TETEL etal., 2004).

O curto fotoperiodo também diminui as
concentragdes plasmaticas de LH e FSH, um evento
que ¢ independente de esterdides (BITTMAN et al.,
1996), mas potencializado pela testosterona, que assume
um efeito supressor do LH e FSH sérico em animais
submetidos a dias curtos, além de perder sua poténcia
como ativador da libido e da espermatogénese
(MIERNICKI etal., 1990).

Apesar de essas pesquisas demonstrarem
que a baixa exposi¢do a luz diminui os indices
reprodutivos em algumas espécies, nenhum estudo
mostra qual seria o fotoperiodo ideal para melhorar os
indices reprodutivos dos animais. Sendo assim, também
ndo existem pesquisas que indiquem qual fotoperiodo
seria o Otimo para a reproducdo da linhagem F344,
linhagem essa de grande importancia em experimentos
que requerem homogeneidade entre os espécimes ou
naqueles que se procura a compatibilidade imunologica
entre eles.

No presente estudo, obtivemos baixos
indices de prenhezes quando machos e fémeas foram
submetidos ao fotoperiodo de 12h (4,5%), o
padronizado pelos biotérios. Ao se aumentar o
fotoperiodo ao qual as fémeas eram normalmente
submetidas, foram aumentados também os indices de
prenhezes. Ao se aumentar o fotoperiodo ao qual os
machos eram submetidos para 14h, mantendo as fémeas
em 12h, também houve um aumento do numero de
prenhez (14,8%). Entretanto, observou-se um
decréscimo acentuado quando os machos foram

submetidos a luminosidade de 16h (7,1%), sugerindo
uma limitagdo reprodutiva do macho submetido a dias
muito longos. Entretanto, as fémeas submetidas ao
fotoperiodo de 16h apresentaram os melhores indices
reprodutivos (22,6% e 40,7% respectivamente, para
machos com 12 e 14h). O dimorfismo sexual na resposta
ao aumento de fotoperiodo pode estar relacionado as
diferentes respostas neuroendocrinas a estimulos em
cada género (ANISHCHENKO et al., 1988).

SHOEMAKER & HEIDEMAN (2002)
demonstraram que o volume testicular de ratos F344
submetidos a baixo fotoperiodo (8h) ¢ menor quando
comparado aos ratos sob fotoperiodo convencional
(12h), e que ratos sob fotoperiodo de 16h t€ém o volume
testicular aumentado. Apesar de os autores ndo
testarem a implicag@o da variagdo do volume testicular
nos indices reprodutivos desses machos,
provavelmente haja uma relagao positiva. Eles também
relataram que as diferencas encontradas no volume
testicular vdo diminuindo com o aumento da idade do
animal. Sendo que, com aproximadamente 16 semanas,
essa diferenga inexiste para os fotoperiodos testados
(8, 12 e 16h de luz) pelos autores.

Em nosso experimento, verificamos maior
eficiéncia reprodutiva em machos F344 sob fotoperiodo
de 14h, fotoperiodo esse ndo avaliado por
SHOEMAKER & HEIDEMAN (2002), mas que
possivelmente levaria a um aumento do volume
testicular. Nossos resultados também demonstram que
ha fotorresponsividade em ratos machos F344 adultos,
pelo menos em fotoperiodo de 14h, uma vez que os
ratos utilizados em nosso experimento podem ser
considerados adultos (tinham entre 24-28 semanas).
Esse resultado entra em desacordo com os obtidos por
SHOEMAKER & HEIDEMAN (2002). Os autores
citados rejeitam que haja fotorresponsividade em ratos
F344 adultos.

Dessa forma, o presente estudo demonstrou
que a linhagem de ratos Fischer F344 ¢ fotorresponsiva
quanto a reprodugao, tendo seus indices de prenhezes
acrescidos com o aumento do fotoperiodo, pelo menos
no que concerne as fémeas, uma vez que a taxa de
prenhez, quando os machos foram submetidos a
fotoperiodo de 16h, diminuiu. Essa fotorresponsividade
da F344 se deve, provavelmente, a uma selegéo
acidental de animais mais fotorresponsivos durante a
criagdo dessa linhagem, ja que o R. norvegiccus
apresenta uma variacdo individual a resposta ao
fotoperiodo, ou devido a alguma mutag@o génica que
restaurou parcialmente tal caracteristica (LORINCZ et
al.,2001). O estudo também indicou que a otimizagao
dos indices de prenhezes foi obtida utilizando-se
machos submetidos a 14 horas de luz e fémeas a 16h de
luz, indicando dimorfismo sexual na fotorresponsividade.
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Concluimos, assim, que os ratos isogénicos Fischer
344 sao fotorresponsivos. No presente estudo, foram
observados melhores indices reprodutivos quando
fémeas eram submetidas a um fotoperiodo de 16h e
machos a um fotoperiodo de 14h.
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