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1. INTRODUCAO

Estudos que examinam influéncias genéticas e ambientais sobre o
desenvolvimento requerem gestacdes cronometradas para um estadiamento
embrionario preciso. O inicio da gravidez, tipicamente referido como dia
gestacional 0 (GDO0), é detectado pela presenca de um plug de copula. No
entanto, a presenca de um tampéo ndo é definitiva para prever a gravidez. De
fato, em algumas linhagens de camundongos, a deteccdo de plugues apés o
acasalamento noturno determina a gravidez verdadeira com menos de 50% de
precisdo. (SILVER LM, 1995). Os métodos mais comumente utilizados para
detectar a gravidez em camundongos incluem procurar por um tampao vaginal ou
de copula (MADER SL, 2009), ultrassonografia (Brown SD, et al., 2006) e ganho
de peso (FINAY JB, 2015).

Os ciclos estrais de camundongos fémeas também podem ser afetados
pelas condicbes do alojamento do animal. FEmeas alojadas em gaiolas, em
regime de superpopulacdo, sem a presenca de machos, podem exibir uma fase
chamada de anestro, caracterizada pela auséncia de ciclos estrais. Quando
expostas aos machos ou a seus feromdnios, comecam a ciclar em 48 horas.
(SANTOS B S, 2002). A gestacao pode ser confirmada por inspecao visual pno
GD15 ou antes, dependendo da tensdo e idade da made e do numero de
gestacBes anteriores. (Silver LM. 1995). Ap6s o GD10, é possivel observar um
aumento no abdémen, confirmando assim o acasalamento onde o0s animais
costumam pesar em torno de 18-20 g. (ANDRADE, et al., 2002). A gestacao de
camundongos leva em torno de 19-21 dias (SANTOS B S, 2002).

O objetivo deste estudo é validar o ganho de peso como indicador de
gestacdo, sendo um método preciso, confiavel e econébmico. O ganho de peso
materno foi selecionado como o parametro por ser uma medida objetiva e
facilmente obtida, requer pouco ou nenhum treinamento e induz estresse minimo
ao animal. Além disso, o peso tem se mostrado um indicador mais confiavel da
gravidez quando comparado com outros métodos, por exemplo a deteccdo do
tampéao vaginal. (MADER SL, 2009).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 14 camundongos fémeas e 7 camundongos machos da
linhagem C57BL/6 adultos, e mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura,
luz e umidade (22 £ 2 °C, ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro e 40%-60%
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respectivamente). Os camundongos foram alojados em caixas com as seguintes
caracteristicas: medidas 65x25x15 cm, feita de prolipropileno com tampa em
arame galvanizado, com bebedouro em prolipropileno com capacidade de 700 ml,
rolha conica de borracha e bico de aco inoxidavel. O assoalho foi coberto por
maravalha. Alojados em grupos de 03 (trés) animais por gaiola (um macho e duas
fémeas) conforme recomendacdes, com presenca de tubo PVC, colocados para o
acasalados na proporcdo de 1 macho para duas fémeas no mesmo intervalo de
tempo em gaiolas separadas. Apds a identificacdo de copula as fémeas foram
separadas em outra caixa que recebeu agua e dieta padrédo ad libitum. Os
camundongos foram pesados semanalmente para garantir a eficAcia adequada do
regime de alimentacao.

A discriminacéo da gravidez foi de acordo com o ganho de peso, presenca
de plugues vaginais ou através de esfregaco contendo espermatozoides. Para a
visualizacdo de espermatozoides presentes no epitélio vaginal o dia do estro foi
considerado dia zero. Diariamente, foi colhido material celular vaginal, com auxilio
de uma micropipeta, inserindo a ponteira esterilizada com solucdo salina. O
material colhido foi depositado em lamina de vidro, previamente limpa e
desengordurada, procedendo-se posteriormente a fixagdo do material e coloracdo
celular por panatico rapido.

O processo iniciou-se com a imersao das laminas na solugdo n° 1
(triariimetano a 0,1%), mantendo-se um movimento continuo para cima e para
baixo por 5-10 s (5-10 imersdes por 1 s cada). Em seguida, as extensbes foram
imersas na solucdo n°® 2 (xanteno a 0,1%), repetindo o mesmo procedimento.
Apés escorrer, as laminas foram imersas na solucdo n°® 3 (tiazina a 0,1%),
repetindo-se 0 mesmo procedimento. As laminas foram enxaguadas com agua
destilada e deixadas ao ar livre para secagem. A leitura das laminas foi realizada
em microscopio éptico.

Fémeas sem plugues de cépula ou sem a identificacdo de
espermatozoides na lamina, foram devolvidos a colénia de reproducdo apos
serem pesadas.

Apos o desmame (21 dias) a prole foi separada em machos e fémeas.
Receberam dieta normal ad libitum até os 5 meses de vida. O estudo foi realizado
em estrita conformidade com as recomendacdes sendo aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA),
sob 0 numero 8367-2018.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de t no
software GraphPad Prism 6, assumindo-se um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de peso dos camundongos fémeas ndo prenhas no dia GD1 é de
18,9+ 0,49 ja a média do peso das prenhas no GD1 é de 19,2 + 0,8g. No GD10 é
possivel ver a diferenca de peso com aproximadamente 20 g de peso para as nao
gestantes e de 23 g para as gestantes no GD10. Nota se uma diferenca de
aproximadamente 3g, observando o ganho de peso de trés vezes mais no grupo
de fémeas gestantes (P=0,01, Figura 1).
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Figura 1 - Fémeas que foram analisados apés a exposicdo com machos.

O peso ganho no processo de gravidez assume grande importancia , visto
gue o aumento ponderal durante a gestacdo é obvio e esperado, provocado nao
s6 pela presenca do feto em crescimento, mas também por retencdo de agua,
aumento do volume de sangue circulante, ganho de gordura, aumento da massa
muscular do Utero e etc. O resultado encontrado no nosso estudo discrimina com
precisdo que animais gestantes, apresentam em torno de quatro gramas a mais
que aquelas nédo gestantes. Ou seja, 0 peso corporal pode ser usado como
indicador de prenhez em camundongos C57BL/6.

Esfregaco vaginal corado, em fase de Estro, representado por células
superficiais, com aspecto anucleadas, poucas células nucleadas e auséncia de
polimorfonucleares, com todas as células apresentando coloracéo violeta, devido
as fraturas do nucleo e penetracdo abundante de corante (Figura 2). (Aumento de
40 X). Sendo feita a observagdo apds 5 minutos em microscopia de luz comum),
apresentando o0s espermatozoides corados em azul intenso (seta). Nestas
analises foi possivel observar que na maioria das laminas nédo foi observado a
presenca de espermatozoide. Apesar de ndo ser observado o espermatozoide, as
fémeas ganharam peso e ficaram gestantes. Isto indica que a andlise do
esfregaco vaginal ndo constitui um metodo efetivo de deteccdo da gestacdo em
camundongos C57BL/6. Provavelmente, tanto o plug quanto a presenca de
esperma desaparecem no intervalo entre uma avaliacdo e outra. Apesar de nao
se observar a presenca de espermatozoides, pode ser observados que as fémeas
gestantes permaneciam na fase de diestro segundo as caracteristicas do
esfregaco, o que pode ser complementar a avaliagdo do ganho de peso e auxiliar

na deteccao da gestacéo.
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Figura 2 — A e B. Aumento de 40x. Fotomicrografica de esfregaco vaginal -
Identificacdo de espermatozoides em lamina corada com panoético, apoés
exposi¢cao a um macho.
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4. CONCLUSAO

Assim esse estudo demonstra que o ganho de peso pode ser usado para
distinguir de forma confiavel camundongos fémeas gestantes de ndo gestantes.
Em qualquer criacdo de animais experimentais, atender os preceitos legais e
éticos é fundamental na producdo de animais, através de controles reprodutivos e
genéticos estritos, o numero de animais podera ser reduzido, evitando-se
descartes desnecessarios. Ao fornecer um meétodo simples e confiavel para
aumentar a precisdo da deteccao da gestagcdo em camundongos consanguineos,
os dados apresentados aqui podem ser usados para melhorar a eficiéncia e o
custo-eficacia de estudos de pesquisa.
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