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1. Resumo

A auséncia de estimulos ambientais pode interferir no comportamento e na fisiologia dos
animais. O objetivo foi testar o efeito do enriquecimento ambiental sobre parametros
comportamentais e fisiologicos indicadores de bem estar em camundongos C57BL/6.
Quatros animais foram agrupados e submetidos a trés tratamentos (n=6). Controle: sem
enriquecimento ambiental; Acrilico: com estrutura no formato de iglu em acrilico; Cuia:
com cuia de cabaca. Foram descritos etogramas das seguintes categorias
comportamentais: locomocao, alimentagdo, interagdo com o0 objeto, autolimpeza,
reproducdo e interacdo. O enriquecimento ambiental ndo afetou os parametros
fisiologicos e reprodutivos, porém modulou o comportamento. A cuia € um artefato que
pode ser utilizado para o enriquecimento, pois 0s animais interagiram da mesma forma
com acrilico e exibiram menor agressividade. Além disso, a cuia apresenta baixo custo,
pode ser implementada sem nenhuma dificuldade de manejo e melhorar o bem estar de

animais mantidos em cativeiro.

Palavras-chave: comportamento social; estimulo ambiental; estresse; roedor



2. Introducéao

Ha séculos o homem utiliza diversos animais em experimentos para a busca do
conhecimento cientifico e de melhorias para a saude de ambos (FRAJBLAT et al., 2008).
Por exemplo, espécies de roedores sdo amplamente utilizadas em estudos biolégicos e
médicos (ex. HUGHES & DUNCAN, 1998; ANDRADE et al., 2002; CHORILLI et al.,
2007). No entanto, a manutencédo desses animais em cativeiro (ambiente com limitagao
de estimulos) pode desencadear alteracdes fisiologicas e comportamentais e trazer
consequéncias para suas experiéncias cognitivas, saude fisica e capacidade reprodutiva
(BALCOMBE, 2006; BOX, 2006). De fato, varios estudos indicam que ratos e
camundongos necessitam de estimulos ambientais, sendo que a auséncia dos mesmos
afeta fisica e psicologicamente esses animais (VASCONCELLOS, 2005), podendo
interferir no desenvolvimento cerebral e desencadear a exibicdo de comportamentos
anormais (estereotipados). (BALCOMBE, 2006; BRANDAO & MAYER, 2011). Portanto,
instalacdes apropriadas, equipamentos especializados e a manutencdo em condicdes de
estimulacdo sensorial adequada sao essenciais para o bem estar de animais mantidos em
cativeiro (CHORILLI et al., 2007; LAPCHIK et al., 2009). Dessa forma, a preocupacao
acerca do bem estar animal envolve questdes cientificas, éticas, legais e praticas
(PAIXAO & SCHRAMM, 1999; BOX, 2006).

O bem estar animal é o estado do individuo que enfrenta ou tenta enfrentar as
dificuldades em seu ambiente— incluindo sua saude e sentimentos (BROOM &
JOHNSON, 1993). Além disso, bem estar € uma caracteristica de um individuo e ndo do
ambiente; ndo € um estado absoluto, mas varia com o tempo e em uma escala de muito
ruim a muito bom (FRASER & BROOM, 1990; FORKMAN et al., 2001; BOX, 2006). O
bem estar também deve ser definido de modo que permita pronta relacdo com outros
conceitos, tais como: necessidades, liberdades, capacidade de cognicdo, sentimentos,
sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse e saude. O termo “cinco liberdades”,
proposto por Webster (1985), reconhece as necessidades comportamentais e fisicas e
sdo consideradas como um ponto inicial para o estudo do bem estar animal. Dessa forma,
os animais devem: 1- ser livre de fome e de sede; 2- livre de desconforto; 3-livre de dor,
lesbes ou doenca; 4- livre para expressar 0s seus comportamentos normais e 5- livre de
medo e aflicdo (BOX, 2006). Diante deste contexto, parametros etologicos podem ajudar
a melhorar o bem estar de animais mantidos em laboratério e, consequentemente,
contribuem para a validagcéo das pesquisas cientificas que utilizam esses individuos (VAN
DE WEERD & AARSEN, 2002; OLSSON et al., 2003).



O enriquecimento ambiental pode ser dividido em dois tipos: social e fisico. O
primeiro refere-se a manipulacdo do namero, idade e sexo dos individuos mantidos em
um mesmo grupo social. J& o enriquecimento fisico envolve modificagdes estruturais por
meio de estimulacdo sensorial, gerada por objetos inanimados, como rodas de atividades,
canos, brinquedos, caixas, tuneis, plataformas, entre outros (REINHARDT &
REINHARDT, 2005).

Estudos evidenciam que o enriquecimento ambiental para animais de laboratorio
permite aumento da atividade fisica, liudica e do comportamento exploratério
(VANDERSCHUREN et al., 1995; ABOU-ISMAIL, 2011a). Além disso, essa pratica
modula o ciclo sono-vigilia e pode reduzir a agressividade, diminuindo o estresse social e
0s seus efeitos em relacdo ao estabelecimento da posi¢do hierarquica dentro do grupo
(VAN LOO et al., 2002; ABOU-ISMAIL et al., 2007; ABOU-ISMAIL, 2011b). De fato, uma
série de parametros pode ser alterada com a maior complexidade ambiental, tais como:
diminuicdo do nivel de excitabilidade dos animais diante dos procedimentos de
manipulacdo no laboratério; melhora nas condi¢cdes gerais de saude; diminuicdo dos
niveis de agressao intra-especifica; diminuicdo dos niveis circulantes de horménios supra-
renais associados ao estresse; diminuicdo da frequéncia de comportamentos
estereotipados; menor incidéncia de perda de filhotes por infanticidio, canibalismo e
negligéncia e maior taxa de sucesso de acasalamento (FRAJBLAT et al., 2008).

De acordo com Newberry (1995) e Simpson & Kelly (2011), a implementacdo do
enriquecimento ambiental para roedores mantidos em laboratérios tem sido recomendada
e pode prover uma maior capacidade de aprendizagem, plasticidade cerebral e sucesso
reprodutivo, além de melhor estado de saude e desempenho corporal. Apesar desses
beneficios, antes de introduzir um programa de enriquecimento em laboratério é
necessario avaliar as respostas dos animais frente aos estimulos oferecidos, por meio de
observacgfes de aspectos comportamentais e fisiolégicos associados ao bem estar animal
(LAPCHIK et al., 2009).

Diante do exposto, este projeto teve por objetivo testar o efeito do enriqguecimento
ambiental sobre parametros comportamentais e fisiolégicos indicadores de bem estar em
camundongos C57BL/6 alojados no Biotério Central da UFAM. Os artefatos fisicos podem
ser utilizados como refugio e, portanto, reduzir o0 comportamento agressivo e o0 estresse
social na espécie estudada. Também foram avaliados outros parametros
comportamentais (ingestdo alimentar, atividade locomotora, interagdo com o0 objeto e

comportamento reprodutivo) e fisiologicos (glicemia, hematdcrito, hemoglobina, namero



de eritrécitos e taxa de crescimento) como indicadores de bem estar (ex. MARASHI et al.,
2003; OLSSON et al., 2003). Além disso, foi testada a eficiéncia do uso de um produto
regional amazonico (cabaca - Lagenaria siceraria (Molina)) como artefato para
enriquecimento ambiental. A cuia é muito utilizada em refeices, transporte de liquidos e
instrumentos musicais (WHITAKER & DAVIS, 1962; LEVIN & LANGE, 1991). Além disso,
este produto apresenta baixo custo e pode ser implementado sem nenhuma dificuldade
de manejo dentro das gaiolas. Dessa forma, tal enriquecimento pode trazer beneficios
para biotérios e laboratérios, tendo por finalidade diminuir a condicdo estressora,
reduzindo os comportamentos estereotipados e aumentando o sucesso reprodutivo dos

animais.

3. Material e Métodos
3.1. Manutencédo dos Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM. Esses animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno com 65 cm?2 sobre cama de maravalha, trocada duas
vezes por semana para evitar o excesso de umidade e o acumulo de excretas. Durante
esse periodo, a temperatura foi mantida em torno de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas
de luz (07:00 h as 19:00 h) e os animais receberam alimentacdo (racdo com 23% de

proteina bruta) e 4gua a vontade.

3.2. Delineamento Experimental

Foram avaliados parametros comportamentais e fisiolégicos associados ao
estresse de grupos submetidos a trés tratamentos experimentais, com seis repeticdes
cada. 1- controle: animais alojados em gaiola sem enriquecimento ambiental; 2- acrilico:
animais alojados em gaiola com uma estrutura no formato de iglu em acrilico; 3- cuia:
animais alojados em gaiola com cuia de cabaca (Figura 1). A estrutura de acrilico e a cuia
de cabaca possuem tamanho (10 X 9 cm) e formato (trés entradas) semelhantes
conforme padrdo comercializado (Alesco.155) e foram utilizadas como refagio pelos

animais.
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Figura 1. Tratamentos experimentais: A- sem estrutura; B- cuia de cabaca; C- iglu de

acrilico.

Cada grupo foi formado por quatro individuos adultos (um macho e trés fémeas)
mantidos durante 60 dias. Nesse periodo, a interacdo agonistica, a ingestdo alimentar, a
taxa de locomocgdo, os indices reprodutivos, os comportamentos estereotipados os e
parametros fisiolégicos (glicemia, parametros hematoldgicos, crescimento, indices
hepatossomatico e gonadossomatico) foram analisados para cada individuo em cada
tratamento experimental. A estratégia de distribuicdo das gaiolas nas estantes permitiu
gue os camundongos, dos trés diferentes grupos, estivessem submetidos a mesma
intensidade de luz (FONTES et al., 2012).



Antes do agrupamento, no trigésimo dia e no final do experimento os animais foram
anestesiados com cetamina- xilazina (1:3,5) por via intraperitoneal (volume injetado: 0,05
ml) (Figura 2) para a realizacdo das coletas de sangue (MONTERO et al., 1994). O
sangue foi coletado no sino retro orbital (0,2 ml por coleta) (HOFF & RLATG, 2000)
utilizando-se pipeta de vidro com anticoagulante EDTA (Figura 3). Devido a dificuldade
em coletar sangue pela cauda no experimento piloto, foi-se necesséria a mudanca de
local, pois a quantidade de sangue retirada foi maior para fazer todas as andlises
fisiologicas. Em seguida, o material (com excecdo do destinado aos parametros
hematolégicos) foi centrifugado para coleta do plasma (3000 rpm / 15 min), o qual foi
congelado a -10°C para analises bioquimicas (glicose, colesterol, triglicerideos e
proteinas). Devido a realizacdo do experimento piloto foi necessaria mudangas na coleta

de sangue e no registro das analises comportamentais.

Figura 2. Anestesia aplicada via intraperitoneal.

Figura 3. Coleta de sangue no sino retro orbital com pipeta de vidro.

A cada quinze dias de agrupamento foram realizadas medidas biométricas
(comprimento naso-anal e peso corporal) de cada animal do grupo (Figura 4) para avaliar
a taxa de crescimento em cada tratamento experimental. No final do experimento, 0s



animais foram mortos por deslocamento cervical e, em seguida, dissecados para a

retirada do figado e das génadas (Figura 5).

W”j.; :

Figura 4. Biometria dos animais: A- pesagem dos animais em balanca digital e B-

medicéo dos animais com paquimetro digital.

Figuras 5. A- Animal dissecado; B- Figado e C- Gonadas masculinas.
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3.3 Anélise do Comportamento

O comportamento foi registrado por meio de filmagem (Filmadora Digital Sony
DCR-SX63) no primeiro, 30° e no 60° dias de agrupamento nos periodos da manha, tarde
e noite (10 minutos / cada). A quantificacdo das interacdes foi feita com base no etograma
descrito, sendo considerada a frequéncia e a duracdo das unidades comportamentais
emitidas por todos os animais do grupo. Além disso, a ingestdo hidrica foi medida
utilizando garrafas preenchidas com 500 mL de &gua, nas quais a variagao de volume foi
verificada a cada sete dias, por meio de provetas graduadas (SANTOS et al., 2010). O
consumo de racdo total foi verificado a cada sete dias, pela diferenca entre o alimento
oferecido e o residual. O Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA) foi obtido pelo quociente
entre o ganho de peso total e 0 consumo de racao durante o experimento (COSTA et al.,
2000; MADRUGA et al., 2004).

3.4 Parametros Reprodutivos

Durante o periodo de 60 dias foram analisados os parametros abaixo, conforme
descrito por Braggio et al. (2003) e Fontes et al. (2012).
- Taxa de fertilidade: (nUmero de fémeas paridas / total de fémeas acasaladas) x 100;
- Indice de natalidade: nimero de filhotes nascidos / fémea;
- Taxa de mortalidade pré-desmame: (numero de filhotes mortos / fémea) x 100;
- Curva de ganho de peso semanal dos filhotes: Com vinte e um dias os filhotes foram
retirados e separados da gaiola dos animais adultos para desmame e medidos a cada
sete dias para o0 acompanhamento do ganho de peso até a sua idade de maturidade

sexual.

3.5 Variaveis Fisioldgicas

indice Hepatossomatico (%)

O indice hepatossomatico (IHS) representa a proporcao do peso corporal alocado
no figado. Com base no peso corporal e hepatico obtidos apés a morte do animal foi
calculado o IHS através da férmula: IHS = (peso fresco do figado / peso fresco corporal) x

100, conforme realizado por Ceolin (2010) e Santos et al. (2010).

indice Gonadossomatico (%)

O indice gonadossomatico (IGS) representa a propor¢cao do peso corporal alocado

em gbnadas. Com base nos peso corporal e das gbnadas obtidos apds a morte do animal
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foi calculado o IGS através da formula: IGS = (peso das gbnadas / peso corporal) x 100,

conforme realizado por Morais et al. (2009) e Ceolin (2010).

Crescimento

O crescimento individual dos animais foi avaliado pela taxa de crescimento
especifico (TCE), que € a taxa instantanea de crescimento obtida de uma unidade de
peso em um periodo de tempo definido. Além disso, o desenvolvimento corporal foi
avaliado por meio da relagdo comprimento naso-anal / peso corporal, conforme descrito
por Mazeti & Pedrosa-Furlan (2008).

TCE =[In Pf-In Pi/ At] x 100 , onde: Pi= peso inicial do animal; Pf= peso final do animal,

At= tempo do experimento.

Glicose
A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada com o uso de kit comercial
(Glicose PAP Liquiform, Labtest).

Parametros Hematolbégicos

A contagem de eritrécitos (RBC, milhdes/mm? sangue) foi realizada por meio de
contagem manual em camara de Neubauer. A concentracdo de hemoglobina sanguinea
(Hb, g/dL) foi analisada pelo método da cianometahemoglobina (KAMPEN & ZIJLSTRA,
1964). O hematécrito (Ht, %) foi determinado pelo método do microhematdcrito
(GOLDENFARSB et al., 1971), onde os tubos capilares foram centrifugados a 13000 rpm
por 6 minutos. Os indices hematimétricos absolutos, ou seja, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com Wintrobe (1934).

3.6 Analise de Dados

Foi analisada a existéncia de valores discrepantes (outliers) que foram retirados
dos dados brutos e substituidos pelas medianas. Em seguida, os dados foram testados
guanto & normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade da variancia pelo
teste F max (ZAR, 1999). Os indices hepatossomatico e gonadossomatico e a taxa de
crescimento foram comparados entre os tratamentos por Analise de Variancia de uma via,
completadas pelo teste de LSD para comparac¢des multiplas. A comparacéo da frequéncia
das interacfes comportamentais e dos parametros fisiolégicos entre os tratamentos e 0s
periodos de observacgéo foi feita por Analise de Variancia de duas vias para amostras
repetidas. Foi considerado a < 0,05 para significancia estatistica. Todas as analises foram
baseadas em Zar (1999) e Siegel & Castellan Jr. (2006).
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3.7 Nota Etica

Este estudo estad de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM, Manaus, AM (n° protocolo:
091/2012).

4. Resultados
Analise do Comportamento

Foram descritos etogramas de seis categorias comportamentais: locomocéo,
alimentacdo, interacdo com o0 objeto, autolimpeza, reproducdo e interacdo social
(agressividade) (Tabela 1). Considerando a soma dos periodos de observacédo, observou-
se que a frequéncia e a duracdo da locomocédo foram maiores no tratamento acrilico
(ANOVA de uma via, F>4,344, p< 0,032; Figuras 6 e 7). Nao houve diferenca na duracao
das unidades de alimentag&o entre os tratamentos, no entanto, a frequéncia foi maior no
tratamento sem estrutura (ANOVA de uma via, F= 8,822, p= 0,002; Figura 8). O
enriquecimento ambiental (cuia e acrilico) estimulou a frequéncia de autolimpeza (ANOVA
de uma via, F> 6,095, p< 0,021; Figura 9), mas nao afetou a duracdo deste
comportamento (ANOVA de uma via, F< 0,218, p> 0,657). A interagdo com o objeto foi
semelhante nos grupos alojados em gaiolas com cuia e acrilico (ANOVA de uma via, F<
13,413, p> 0,169; Figura 10). A frequéncia de carregar a prole e do total de reproducéo
foi maior no tratamento sem estrutura (ANOVA de uma via, F> 5,449, p< 0,016; Figura
11), no entanto, o enriquecimento ambiental estimulou a duragdo da amamentagéo e dos
itens reprodutivos em geral (ANOVA de uma via, F> 12,341, p< 0,000; Figura 12). O
comportamento agressivo foi maior no tratamento acrilico e semelhante entre os demais
tratamentos (ANOVA de uma via, F> 35,360, p< 0,000; Figura 13). Nao foi observada
diferenca na fuga, perseguicéo e cheirar o co-especifico (ANOVA de uma via, F> 26,657,
p> 0,328; Tabela 2). A comparacao das categorias comportamentais ao longo do tempo
evidencia que a frequéncia foi maior no periodo noturno e no tratamento acrilico (ANOVA

de duas vias para amostras repetidas, F> 3,373, p< 0,042; Figura 14).
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Tabela 1. Descricdo das categorias comportamentais exibidas por camundongos da
linhagem C57BL.

Categoria Unidade Descricdo
andar normal Deslocar-se de forma lenta pela gaiola.
andar sob a maravalha Andar normalmente sob as quadro patas por cima da maravalha.
Andar sob as quatro patas na grade da gaiola ficando de cabeca para
andar na grade baixo
B cheirar o ambiente Farejar o ambiente a medida que se locomovem na gaiola.
LOCOMOCAO cheirar a grade Se apoiar sob as patas traseiras alongando o corpo para farejar a grade.

ALIMENTACAO

INTERACAO
COM O OBJETO

AUTO LIMPEZA

REPRODUCAQO

INTERACAO
SOCIAL

parado
parado nas patas traseiras

cavar
escalar

Posicdo em pé estacionaria apoiado nas quatro patas de olhos abertos.
Posicdo em pé estacionaria com as patas dianteiras levantadas e com
as patas traseiras apoiadas no solo.

Arranhar o chdo com as patas dianteiras.

Subir ou descer a grade da gaiola lentamente.

manipular o alimento com as patas
manipular o alimento com as patas
carregar a comida

comer

Manipular alimentos menores com as patas dianteiras.
Manipular alimentos menores com as patas dianteiras.

Retirar a comida do comedouro e levar para outro local na gaiola
Levar a boca e mastigar o alimento.

em cima sob as patas traseiras
cheirar o objeto

dentro

morder o0 objeto

em cima sob as patas traseiras

Subir no objeto e ficar em pé sob as patas traseiras.

Aproximar-se com o focinho esticado para cheirar o objeto.

Entrar no objeto por uma das aberturas.

Morder os cantos das entradas com os dentes superiores dianteiros.
Subir no objeto e ficar em pé sob as patas traseiras.

lamber as patas
cocar

lamber

esfregar o rosto
lamber os filhotes

Lamber as patas dianteiras para limpeza.

Esfregar freneticamente alguma parte do corpo com as patas traseiras.
Lamber qualquer parte do corpo inclusive a regido genital.

Mover repetidas vezes o rosto nas patas dianteiras.

Lamber as crias para limpeza.

copula
carregar a prole

compartilhamento de ninho

amamentagéo

Postura de monta acompanhada de movimentos copulatorios.

A fémea carrega o filhote pelo pescogo com a boca.

Duas ou mais fémeas combinam suas ninhadas em um Unico ninho e
criam juntos. As ninhadas podem ser de iguais ou diferentes idades.

A fémea deita sobre os filhotes para 0s mesmo mamarem.

aproximacao

cheirar o co-especifico
fuga

perseguicédo

ataque/ investida
lamber outro

Andar em dire¢do ao outro animal.

O macho aproxima-se das fémeas para cheirar a regido genital.
Fugir de outro individuo que se aproxima.

Correr atras do outro animal.

Atacar outro individuo numa investida de agressao.

Lamber outro animal na regido bucal.
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Figura 6. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de locomocédo em cada tratamento
experimental. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos
experimentais (LSD, p< 0,05).
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Figura 7. Média (+ desvio padrao) da duracdo de locomocdo em cada tratamento
experimental. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos
experimentais (LSD, p< 0,05).
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Figura 8. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de alimentagdo em cada tratamento
experimental. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos

experimentais (LSD, p< 0,05).

150 -
c

r 100 4
£ ab
g T
o aba
® aba T m sem estrutura
g 501 _7 T
@ T abc cuia
g ’ :
= - B acrilico

Figura 9. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de autolimpeza em cada tratamento
experimental. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos

experimentais (LSD, p< 0,05).
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Figura 10. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de interacdo com o objeto em cada
tratamento experimental (ANOVA de uma via, F< 13,413, p> 0,169).
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Figura 11. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de reproducdo em cada tratamento

experimental. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos (LSD, p< 0,05).

6000 -
T
£
£
=
% 3000 - W sem estrutura
m W cuia
[
5 m acrilico
-

0 -

17

compartilhar amamentacdo total
ninho




Figura 12. Média (+ desvio padrdo) do tempo de duracdo na reproducdo em cada

tratamento experimental. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre
os tratamentos (LSD, p< 0,05).
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Figura 13. Média (+ desvio padrdo) da frequéncia de agressividade em cada tratamento

experimental. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos (LSD, p< 0,05).

Tabela 2. Média (+ desvio padrdo) do comportamento agressivo em cada tratamento
experimental.

Sem estrutura Cuia Acrilico F* P
Cheirar co-especifico 381,833+16,005 263,210+11,032 363,166+12,921 3,080 0,075
Fuga 325+9,359 241,001+7,633 339,001+14,601 3,030 0,078
Perseguicao 345,833+11,052 301,622+9,547 358,833+15,227 1,970 0,174

* Andlise de Variancia de uma via
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Parametros Reprodutivos

N&do houve diferenga significativa nos parametros reprodutivos entre o0s
tratamentos (ANOVA de uma via, F< 1,863, p> 0,189; Tabela 3). No entanto, foi
observado aumento no peso dos filhotes apés desmame ao longo do tempo (ANOVA de
duas vias para medidas repetidas, F< 2,998; p< 0,015; Figura 15). A taxa de fertilidade foi
de 100% em todas as fémeas nos trés tratamentos experimentais.

Variaveis Fisiologicas

N&o houve diferenca na taxa de crescimento especifico (TCE), na ingestéo hidrica,
no consumo de ragdo, no coeficiente alimentar, nos indices hepatossomatico e
gonadossomatico entre os tratamentos experimentais (ANOVA de uma via, F< 3,421, p>
0,059; Tabela 4). No entanto, os dados biométricos dos adultos (comprimento e 0 peso
corporal) aumentaram durante o periodo de agrupamento em todos os tratamentos
(ANOVA de duas vias para medidas repetidas, F> 8,263; p< 0,000; Figuras 16 e 17) e 0
ganho de peso foi maior no tratamento sem estrutura (ANOVA de uma via, F= 4,233; p=
0,034; Figura 18). Os parametros hematologicos e bioquimicos foram semelhantes entre
os tratamentos e ao longo do tempo (ANOVA de duas vias para medidas repetidas, F<
1,189; p> 0,110; Tabela 5).

19



1400 -+
=
£ agressividade
3 b cscsse to li
= 700 - _ auto limpeza
<§ b A = = reproducdo
g a L e alimentagdo
= LT
Tuvessennsenadoneosss™ ™ locomogdo
—ews ews e e e o SO~
—_— =
0
MANHA TARDE NOITE
SEM ESTRUTURA
1400 -+
locomogao
T alimentacgao
£
€
s . =
2 700 - —|nt.eragao com
2 objeto
@ b = == reprodugdo
3 a b -
g = -
= B ;
ssseee guto limpeza
0 _ﬁ— - . o
agressividade
MANHA TARDE NOITE
CUIA
1400 - locomogdo
e ———— alimentacdo
E
o
Lo . o
m
g 200 |nt;t.era(;ao com
£ objeto
T c d
g = = reproduc¢do
- P
------- auto limpeza
MANHA TARDE NOITE agressividade
ACRILICO

Figura 14. Média (+ desvio padrdo) das categorias comportamentais nos diferentes
periodos do dia e em cada tratamento experimental. Letras indicam diferenca estatistica

significativa: mindscula- entre os periodos e mailscula- entre os tratamentos (LSD, p<
0,05).
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Figura 15. Média (= desvio padrdo) do peso dos filhotes apdés desmame nos trés
tratamentos. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os periodos
de observagéo (LSD, p< 0,05).

Tabela 3. Média (£ desvio padrdo) dos parametros reprodutivos: nimero de ninhadas,
namero de filhotes, natalidade, mortalidade, filhotes vivos, filhotes mortos, mortalidade,

sobrevivéncia e a taxa de crescimento especifico dos filhotes (TCE).

Sem estrutura Cuia acrilico F* p
N° ninhadas 5,166+0,752 5+1,414 4,833+0,752 0,159 0,853
N° filhotes 26,333+4,760 24,833+4,020 24,544,415 0,294 0,749
Natalidade 8,777+1,586 8,391+1,917 8+1,032 0,374 0,693
Filhotes vivos 21,666+2,943 21,833+4,355  19,66613,444 0,662 0,530
Filhotes mortos 543,633 241,788 4,333+2,250 2,080 0,159
Mortalidade 0,178+0,127 0,109+0,076 0,184+0,110 0,915 0,421
Sobrevivéncia 0,821+0,127 0,890+0,076 0,815+0,113 0,816 0,323
TCE (filhotes) 1,886+0,093 1,847+0,098 1,847+0,088 0,336 0,720

*Andlise de Variancia de uma via



Tabela 4. Média (+ desvio padrdo) da taxa de crescimento especifico (TCE), ingestdo
hidrica, consumo de racao, coeficiente alimentar, indice hepatossomatico (IHS) e indice

gonadossomatico (IGS) nos trés tratamentos experimentais.

Sem estrutura Cuia Acrilico F* P
TCE 0,607+ 0,107 0,509+0,089 0,438+ 0,172 2,623 0,105
Ingestao hidrica 220,75+68,903  108,12510,830 262,916+59,079 2,705 0,099

Consumo de racao 99,416+£10,349 182,333+50,706 97,041+27,976 0,608 0,557

Coeficiente alimentar 0,099+0,012 0,050+0,012 0,0767+0,054 3,421 0,059
IHS 6,409+1,195 5,734+0,902 5,314+1,384 1,321 0,296
IGS 0,273£0,026 0,220+0,083 0,257+0,027 1,589 0,236

* Andlise de Variancia de uma via
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Figura 16. Média (+ desvio padrdo) do comprimento naso-anal dos animais nos trés
tratamentos experimentais. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa

entre os periodos de observacgéo (LSD, p< 0,05).
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Figura 17. Média (+ desvio padrdo) do peso dos adultos nos trés tratamentos. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os periodos de observacao
(LSD, p< 0,05).
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Figura 18. Média (+ desvio padrdo) do ganho de peso dos animais adultos nos trés
tratamentos experimentais Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os
tratamentos (LSD, p< 0,05).
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Tabela 5. Média (x desvio padrdo) dos parametros fisioldgicos: hemoglobina (Hb),
hematdécrito (Ht), eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),

glicose, triglicerideos, colesterol e proteinas totais nos trés tratamentos experimentais.

Sem estrutura Cuia Acrilico F* p
Hb (g/dL) 24,8864,055 27,049t4,639 23,85413,905 0,697 0,554
Ht (%) 38,062+5,478 39,208+4,343 38,854t4,415 0,978 0,110
RBC (x10°uL™) 6,461+1,162 6,197+1,665 6,275+1,330 1,879 0,139
VCM (fL) 68,367+11,819 75,129415,129  79,900:10,284 0,346 0,844
HCM (g.dL) 45,527+12,624 54,509+23,916  48,484+11,777 0,316 0,864
Glicose (mg.dL?)  126,995:36,278  135,403%29,843  125,023+34,926 0,450 0,771
CHCM (pg) 69,417+20,877 71,936£19,941  62,798+15534 0,373 0,694
Tri(gr:‘;e;i‘i‘TS 55,864+24,904 45,269+16 51,855:26,967 0,896 0,478
C(:Zf‘;‘i_rf;' 50,022+17,486 52,893+20,556 39,278 +12,789 1,068 0,389
Pr°t‘(*;'_‘::_f)°tais 2,2290,672 2,53740,817 2,03440,472 1,189 0,335

*Analise de Variancia para medidas repetidas

5. DISCUSSAO

As categorias comportamentais encontradas foram semelhantes as descritas para
camundongos e ratos (Balcombe, 2005; Abou-Ismail, 2011a), porém, algumas unidades
observadas neste estudo (ex. lamber outro animal na regido bucal, carregar a prole e o
compartilhamento de ninho) ndo foram evidenciadas pelos referidos autores. De acordo
Newberry (1995), roer a grade da gaiola € considerado uma estereotipia, no entanto,
Balcombe (2005) e Abou-Ismail

comportamento normal para roedores mantidos em laboratério. Dessa forma, considera-

(2011a) consideram esta unidade como um

se que as condi¢cdes experimentais ndo desencadearam a exibicdo de comportamentos
anormais e, consequentemente, indica a auséncia de efeito negativo da manutencéo dos
animais em cativeiro sobre parametros etolégicos.

De acordo com Van Loo et al. (2002), Vanderschuren et al. (1995) e Abou-Ismail
(2011a), o enriquecimento ambiental para animais de laboratorio permite aumento da

atividade fisica e reducéo a agressividade. De fato, os tratamentos com estrutura (cuia e
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acrilico) apresentaram semelhante frequéncia de exibicAo dos comportamentos e
diferiram da condicdo sem estrutura, o que evidencia a importancia do enriquecimento
ambiental. Além disso, a interacdo com o objeto indica que o tipo de material nao interfere
no comportamento dos animais e, portanto, esses individuos ndo apresentam rejeicao
pela cuia em relagdo a estrutura comercial (acrilico). A autolimpeza também foi
semelhante entre nos tratamentos com enriquecimento fisico.

Considerando a reproducéo, observou-se que houve uma maior frequéncia total na
condicdo sem estrutura, evidenciada pela maior exibicdo de carregar a prole. Por outro
lado, houve uma maior duracéo total e da amamentacdo na cuia e no acrilico. Assim,
conclui-se que a presenca da estrutura modula o tipo de cuidado parental, sendo que a
amamentacdo pode ser considerada o item mais relevante, pois esta diretamente
associado com a obtencéo de energia para o crescimento e desenvolvimento dos filhotes.

A estrutura de acrilico aumenta a frequéncia de interacao agressiva em relacdo a
presenca de cuia ou a auséncia de enriquecimento ambiental. I1sso indica que o acrilico €
prejudicial para os animais, pois a maior agressividade pode causar injarias, desencadear
um maior gasto energético para 0 grupo e, consequentemente, uma situacéo
potencialmente estressora. Além disso, a locomocado e a alimentacdo foram diferentes
entre os trés tratamentos e apresentou niveis intermediarios nos grupos alojados em
gaiolas com a cuia.

As analises feitas entre os periodos do dia evidenciam que as categorias
comportamentais foram exibidas com maior frequéncia no periodo da noite, reforcando
gue os roedores apresentam habitos noturnos (LAPCHIK et al., 2009). Assim, ressalta-se
a importancia de considerar o periodo de desenvolvimento dos experimentos em
laboratorio, pois a menor atividade do animal pode interferir nos resultados de trabalhos
realizados em diversas areas.

N&o houve diferenga significativa nos parametros reprodutivos, na taxa de
crescimento especifico, na ingestdo hidrica, no consumo de racdo, no coeficiente
alimentar, nos indices hepatossomatico e gonadossomatico, nos parametros
hematolégicos e bioquimicos entre o0s tratamentos experimentais, indicando que o
enriqguecimento ndo modula essas variaveis. Todos o0s parametros analisados
apresentaram valores semelhantes aos encontrados por Yoshida et al. (2000), Spinelli et
al. (2012) e Fontes et al. (2012). O aumento do peso e comprimento nos adultos e do
crescimento nos filhotes ap6s desmame ao longo do tempo foi semelhante ao observado
por Fontes et al. (2012) e Neves et al. (2013).
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Diante do exposto, conclui-se que o0 enriquecimento ambiental ndo afeta os
parametros fisiol6gicos e reprodutivos, porém modula o comportamento dos animais. A
cuia pode ser utilizada como um artefato para o enriquecimento fisico, pois 0os animais
interagiram da mesma forma com acrilico e exibiram menor agressividade. Além disso, a
cuia apresenta baixo custo, pode ser implementada sem nenhuma dificuldade de manejo

e melhorar o bem estar de animais mantidos em cativeiro.
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