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1. Resumo

A maioria dos indicadores disponiveis de elevado grau de bem-estar € obtida a partir de
estudos que demonstraram preferéncias positivas dos animais. O objetivo do trabalho foi
avaliar a escolha de camundongos das linhagens SWISS, C57BL/6 e BALB/C por
diferentes ambientes em relacdo a sua complexidade estrutural e aos tipos de artefatos
utilizados para o enriguecimento ambiental. Foi feita a quantificacdo da laténcia, da
frequéncia e do tempo de permanéncia dos camundongos nas areas sem e com
enriqguecimento ambiental nos periodos de claro e escuro. A laténcia para a locomocéao
durante a aclimatacdo foi semelhante entre as linhagens (p= 0,34) e menor no periodo
noturno (p= 0,002). Houve diferenca significativa entre as linhagens e os tratamentos
durante o teste, sendo observada maior duracdo no corredor sem estrutura para o SWISS
e BALB/C (p= 0,01) e maior tempo na gaiola sem estrutura para a linhagem C57BL (p=
0,02). A locomocéao e a auto limpeza foram maiores no tratamento acrilico em relagdo ao
grupo sem estrutura e com a cuia para todas as linhagens (p< 0,000). O tipo de estrutura
fisica interferiu no comportamento de interacdo com o objeto, sendo maior no tratamento
com a cuia (p< 0,000). Conclui-se que a presenca e o tipo de estrutura interferem no
comportamento e que a condi¢cdo social modula a escolha pelo ambiente. A combinacao
do teste de preferéncia com as outras medidas de bem estar podem fornecer informacdes

apropriadas para melhorias nas condi¢cdes de manutengdo dos animais em cativeiro.

Palavras-chave: enriquecimento ambiental; escolha; roedor



2. Introducéao

A acdo antrépica exerce influéncia significativa sobre o comportamento e a
fisiologia dos animais, 0 que interfere nas suas experiéncias cognitivas, saude fisica e
reproducao (BOX, 2006). Em paralelo, esses organismos apresentam mecanismos neuro-
endocrinos que permitem ajustes em resposta as mudancgas nas condigcdes do ambiente
em que vivem (BROOM & MOLENTO, 2004). Dentro deste contexto, tem-se a
necessidade de avaliagdo do bem estar dos animais que, segundo Broom e Johnson
(1993) e Broom (1996), corresponde ao estado do individuo que enfrenta ou tenta
enfrentar as dificuldades em seu ambiente — incluindo sua saude e sentimentos. O bem
estar € uma caracteristica de um individuo, mas ndo € uma condi¢&do absoluta, pois varia
com o tempo e em uma escala de muito ruim a muito bom (FRASER & BROOM, 1990;
BOX, 1999; FORKMAN et al., 2001).

Diversas espécies sdo utilizadas com objetivos cientificos e, portanto, sujeitas a
uma variedade de procedimentos laboratoriais estressantes, sendo importante considerar
o estado de bem estar desses animais e, consequentemente, a confiabilidade dos
resultados decorrentes da pesquisa. Para isso, € fundamental ter-se a consciéncia de que
o animal, como ser vivo, possui habitos de vida proprios da sua espécie, apresenta
memoria, preserva o instinto de sobrevivéncia e € sensivel a situacdes aversivas, razdes
gue preconizam posturas adequadas em todos os momentos do desenvolvimento dos
estudos com animais de experimentacdo (CLOSE et al., 1996). Dessa forma, a
preocupacao acerca do bem estar animal envolve questdes cientificas, éticas, legais e
préaticas (BOX, 2006).

Alguns roedores sdo amplamente utilizados em estudos biolégicos e médicos (ex.
HUGHES, 1998; PAIXAO, 2001; ANDRADE et al., 2002; CHORILLI et al., 2007), no
entanto, a oferta de condicbes em cativeiro que preconizem a exibicdo dos
comportamentos inatos ainda é pouco valorizada. O camundongo (Mus musculus), por
exemplo, apresenta organizacdo social bem definida e geralmente vive em unidades
familiares compostas de pais e juvenis. Essa espécie também é uma presa e, portanto,
exibe alta motivagcdo em permanecer préximo a abrigos seguros, especialmente durante o
dia ou enquanto explora novos territorios. Além disso, os camundongos preferem ficar em
contato com objetos solidos, sendo a presenca desses objetos identificada com auxilio de
pelos sensitivos ao longo do corpo e da cabecga (BOX, 2006). Apesar disso, 0 ambiente de

cativeiro, de modo geral, apresenta limitacdo de estimulos, o que pode desencadear



alteracdes fisiologicas e comportamentais e trazer consequéncias para as capacidades
neuro-cognitivas, estado de saude e desempenho reprodutivo desses animais
(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, podendo interferir no desenvolvimento
cerebral e desencadear a exibicdo de comportamentos anormais (estereotipados)
(VASCONCELLOS, 2005; BALCOMBE, 2006). Portanto, instalacbes apropriadas,
equipamentos especializados e a manutencdo em condi¢cdes de estimulacdo sensorial
adequada e de maior complexidade ambiental sdo essenciais para o melhor bem estar de
animais mantidos em cativeiro (OLSSON & DAHLBORN, 2002; CHORILLI, 2007).

Estudos evidenciam que a implementacdo do enriquecimento ambiental para
roedores mantidos em cativeiro permite aumento da atividade fisica, ludica e do
comportamento exploratério (VANDERSCHUREN et al., 1995; ABOU-ISMAIL, 2011),
promovendo maior capacidade de aprendizagem e plasticidade cerebral (NEWBERRY,
1995; SIMPSON & KELLY, 2011). De fato, prover abrigo ou refagio a animais de
laboratorio permite a tomada de decisfes frente a desafios, tais como, enfrentar ou fugir
de interacdes agressivas de coespecificos ou evitar exposi¢cado a luminosidade excessiva
(VAN DE WEERD & BAUMANS, 1995). Apesar desses beneficios, antes de introduzir um
programa de enriquecimento em laboratdrio é necessério avaliar as respostas dos
animais frente aos estimulos oferecidos, por meio de aspectos que indiguem seu estado
de bem estar (LAPCHIK et al., 2009).

Em decorréncia da amplitude de respostas fisiolégicas e comportamentais frente as
condicBes ambientais, é importante que a avaliacdo do bem estar animal inclua uma
variada gama de parametros mensurados, tais como, taxa de sobrevivéncia, crescimento,
indices reprodutivos, alteracdes comportamentais e o estado de saude (BROOM &
MOLENTO, 2001). Assim, para avaliar adequadamente os estados de bem-estar é
necessario uma abordagem de varias caracteristicas, o que reflete a natureza interativa e
a amplitude dos sistemas biolégicos que permitem a manutencdo homeostatica do
organismo (BOX, 2006).

Testes de preferéncia e motivacdo fornecem técnicas Uteis para avaliar indices
etologicos de bem estar, pois evidenciam escolhas relativas a diferentes aspectos do
ambiente e indicam as necessidades dos animais (DAWKINS, 2008). Dentro do contexto

do teste de escolha, varios estudos mostram a preferéncia de ratos e camundongos por



diferentes materiais e/ou estruturas utilizadas no acasalamento e na constru¢do de ninho
(ex. VAN-LOO et al., 2005; VAN-DE-WEERD et al., 1998; OLSSON, 2001). No entanto, a
avaliacdo da preferéncia dos roedores por ambientes com diferente complexidade

estrutural e o uso de artefatos alternativos para o enriquecimento ambiental € incipiente.

Diante do exposto, este projeto teve por objetivo testar se camundongos (Mus
musculus) das linhagens SWISS, C57BL/6 e BALB/C preferem areas com ou sem
enriguecimento ambiental. Além disso, pretende-se testar a preferéncia dos roedores pelo
uso de um produto regional amazénico (cabaca - Lagenaria siceraria (Molina)) como
artefato para enriquecimento ambiental em relagcdo a uma estrutura comercial de acrilico.
A cuia é um artefato muito utilizado em refei¢cdes, 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. Assim, sera possivel avaliar se os camundongos irdo escolher o
ambiente que indica os indices fisiolégicos e comportamentais mais adequados, conforme
resultados obtidos em experimento j4 desenvolvido (PIB-B/0051/2012). A combinac¢éo do
teste de preferéncia com as outras medidas de bem estar fornecerdo informacgdes

apropriadas para melhorias nas condi¢cdes de manutencao dos animais em cativeiro.

3. Material e Métodos
3.1. Manutencédo dos Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem SWISS, C57BL/6 e BALB/C
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM.
Esses animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com 65 cm2 sobre cama de
maravalha trocadas duas vezes por semana para evitar o excesso de umidade e acumulo
de excretas. A temperatura foi mantida em torno de 25 °C, o fotoperiodo em 12 horas de
luz (07:00 h as 19:00 h) e os animais receberam alimentagéo (racdo com 23% de proteina

bruta) e 4gua a vontade.

3.2. Delineamento Experimental

Foi avaliada a preferéncia de camundongos por diferentes ambientes em relagcéo a
sua complexidade estrutural e aos tipos de artefatos utilizados para o enriquecimento
ambiental. Para isso, o animal foi colocado em um sistema de teste de escolha formado

por uma estrutura triangular conectada por meio de corredores transparentes (7 cm de



diametro X 14 cm de comprimento) a trés gaiolas de acrilico (38 x 21 x 15 cm) com tampa
em inox (Figura 1). As gaiolas corresponderam ao ambiente sem estrutura (gaiola 1), com
estrutura em acrilico- produto comercial (gaiola 2) e com cuia de cabaca- produto
regional (gaiola 3). A estrutura de acrilico e a cuia de cabaca tiveram dimensdes de 10 X

9 cm com trés entradas, conforme padréo comercializado (Alesco.155).

Gaiola 2

Figura 1. Sistema de teste de preferéncia: estrutura triangular ligada por meio de
corredores transparentes a trés gaiolas de acrilico com tampa em inox. Gaiola 1:
ambiente sem estrutura, Gaiola 2: com estrutura em acrilico (produto comercial) e Gaiola

3: com cuia de cabaca (produto regional).

A é&rea triangular equivale a regido neutra do teste de escolha, onde o animal foi
mantido por 5 minutos para o periodo de aclimatacdo. ApGs este periodo, as passagens
dos corredores para as gaiolas foram abertas, permitindo que o animal se locomovesse

em todas as dire¢oes.

Cada animal foi testado individualmente e permaneceu por 35 minutos
(desconsiderou-se o tempo na area neutra) no sistema de teste de preferéncia,
totalizando 10 machos adultos por linhagem. A sequéncia de uso dos animais foi
aleatorizada e cada individuo foi submetido ao teste nos periodos da manha e noite. A



disposicédo das gaiolas foi modificada para evitar efeito na escolha do ambiente. Isso é
relevante, pois sabe-se que o0s roedores utilizam pistas ambientais para a orientacao

espacial (BOX, 1999) e que apresentam lateralizagdo cerebral (MANSER, 1998).

3.3 Anélise do Comportamento

Durante todo o periodo de teste (35 minutos) foi feito o registro do comportamento
com filmadora portétil (Filmadora Digital Sony DCR-SX63) por cinco dias (dois animais em
cada dia). As andlises das filmagens permitiram a quantificacdo da laténcia, frequéncia e
o tempo de permanéncia dos camundongos em cada ambiente (gaiola). A quantificacdo
das interacdes foi feita com base no etograma descrito por Coimbra et al. (2014) (Tabela
1), sendo considerada a frequéncia e a duracédo das unidades comportamentais emitidas

por cada animal.

3.6 Analise de Dados

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade da variancia pelo teste F max (ZAR, 1999). De acordo com essas
analises, a laténcia para a locomoc¢ao e o tempo de permanéncia nos corredores entre as
linhagens e os periodos de observacdo foram comparados por ANOVA de duas vias. As
comparacdes da duracdo no corredor e gaiola e da frequéncia dos comportamentos
exibidos entre as linhagens e os tratamentos também foram feitas por ANOVA de duas
vias para medidas repetidas. Foi considerado a < 0,05 para significancia estatistica.

Todas as analises foram baseadas em Zar (1999).

3.7 Nota Etica

Este estudo esteve de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo 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:
013/2013).


http://compare.buscape.com.br/redirect_prod?id=110&pg=1&prod_id=104471851&emp_id=81&pos=10&az=5af509a8a6f65fca50ca517a11d10e33&nc=1771431844120130805020545&cn=1006842701

Tabela 1. Descricdo das categorias comportamentais exibidas por camundongos das
linhagens SWISS, C57BL e BALB/C.

Categoria Unidade Descricdo
Andar normal Deslocar-se de forma lenta pela gaiola.
Cheirar o ambiente Farejar o ambl_ente a medida que se
locomovem na gaiola.
. Se apoiar sob as patas traseiras alongando o
Cheirar a grade .
corpo para farejar a grade.
= Posicdo em pé estacionaria apoiado nas
LOCOMOGAO Parar quatro patas de olhos abertos.
Posicdo em pé estacionaria com as patas
Parar nas patas traseiras  dianteiras levantadas e com as patas traseiras
apoiadas no solo.
Cavar Arranhar o chdo com as patas dianteiras.
Escalar Subir ou descer a grade da gaiola lentamente.
. Apoiado com as patas dianteiras na estrutura
Apoiar P
de acrilico para o teste.
. . Aproximar-se com o focinho esticado para
Cheirar o objeto cheirar o objeto
INTERACAO COM A
O OBJETO Dentro Entrar no objeto por uma das aberturas.

AUTO LIMPEZA

Morder o objeto

Subir no objeto

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 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 0 rosto nas patas
dianteiras.
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4. Resultados

A laténcia para a locomocdo durante a aclimatacdo foi semelhante entre as
linhagens (ANOVA de duas vias, F= 1,10; p= 0,34) e menor no periodo noturno (ANOVA
de duas vias, F= 18,41; p= 0,002; Figura 2). A frequéncia nos corredores também né&o
variou entre as linhagens (ANOVA de duas vias, F= 2,16; p= 0,13) e foi menor durante o
dia (ANOVA de duas vias, F=68,17; p= 0,000).

N&o foi observada diferenca para a duracdo no corredor entre as linhagens e os
tratamentos no periodo de aclimatacdo (ANOVA de duas vias para medidas repetidas, F=
1,37; p= 0,25). No entanto, houve diferenca significativa entre as linhagens e os
tratamentos durante o teste, sendo observada maior duracdo no corredor sem estrutura
para o SWISS e BALB/C (ANOVA de duas vias para medidas repetidas, F= 9,25; p= 0,01)
e maior tempo na gaiola sem estrutura para a linhagem C57BL (ANOVA de duas vias
para medidas repetidas, F= 3,22; p= 0,02; Tabela 2).

A soma da frequéncia das unidades relacionadas com o comportamento de
locomocgéo, interacdo com o objeto e auto limpeza néo diferiu entre as linhagens e foi
maior no tratamento cuia em relacdo ao acrilico e ao sem estrutura (ANOVA para
medidas repetidas, F= 140,53; p= 0,000; Figura 3). A exibicdo dos padrées
comportamentais foi maior durante a noite em todos os tratamentos e para as trés
linhagens (ANOVA para medidas repetidas, F> 35,56; p< 0,000; Figura 3).

A locomocéo e a auto limpeza foram maiores nos tratamentos com enriqguecimento
fisico em relacdo ao grupo sem estrutura para todas as linhagens. O tipo de estrutura
fisica interferiu no comportamento de interagdo com o objeto, sendo maior no tratamento

com a cuia (ANOVA para medidas repetidas, F> 33,45; p< 0,000; Figura 4).

11
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segundos

Figura 2. Média (+ desvio padréo) da laténcia para a locomocao durante a aclimatacao
entre as trés linhagens e em cada periodo de observacdo (manhad e noite). Asterisco
indica diferenca significativa entre os periodos diurno e noturno (ANOVA de duas vias, F=
18,41; p=0,002).
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Tabela 1. Média (+ desvio padrao) da frequéncia nos corredores durante a aclimatacao e do teste nas trés linhagens em cada

tratamento experimental.

Parametros SWISS C57BL BALB/C
(segundos)
sem estrutura cuia acrilico sem estrutura cuia Acrilico sem estrutura cuia acrilico F*
Duracao no corredor 42,60 + 4,96 65,62 + 7,03 78,02 + 18,07 44,00 + 3,55 59,35+ 8,75 55,97 + 16,54 42,60 + 14,67 26,20 + 11,86 13,60 + 10,05 1,37
(aclimatacéo)
Duragdo no corredor 510,22 + 117,63 289,42 +79,21 286,37 + 65,36 610,22 + 80,72 453,1 + 71,36b 567,19 + 146,03a 632,22 +131,44 358,15+117,49 484,94 +57,68 9,25
(teste) a b ¢ a b c
Duracdo na gaiola 513,0 + 78,70 4955 + 87,79 504,1 + 86,78 369,4 + 173,78 472,3 + 150,97 800,7 + 133,50 606,7 + 118,2g 575,8+70,93 633,3+ 139,81b 3,22
(teste) bc b b a b c c b

* Analise de Variancia de duas vias para medidas repetidas (Tukey, p< 0,05)
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Figura 3. Média (x desvio padrdo) da soma das unidades comportamentais em cada
tratamento experimental e periodo de observacdo. A-SWISS; B- C57BL e C- BALB/C.

Asterisco indica diferenca entre manha e noite. Letras indicam diferenca significativa entre
os tratamentos (Tukey, p< 0,05).
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Figura 4. Média (+ desvio padrdo) das categorias comportamentais em cada tratamento
experimental e em cada linhagem. A-SWISS; B- C57BL e C- BALB/C. Letras e asterisco
indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (Tukey, p< 0,05).
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5. DISCUSSAO

As categorias comportamentais encontradas foram semelhantes as descritas para
camundongos e ratos (BALCOMBE, 2005; ABOU-ISMAIL, 2011; COIMBRA et al., 2014).
Além disso, foi inserida no etograma a unidade de apoiar na estrutura, ndo descrita nos
estudos citados. As andlises feitas entre os periodos do dia evidenciam que as categorias
comportamentais foram exibidas com maior frequéncia durante a noite, ressaltando que
0s roedores apresentam habitos noturnos (LAPCHIK et al., 2009). Assim, reforca-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 diferenca na laténcia para a locomoc¢ao e no tempo de permanéncia nos
corredores durante a aclimatacdo entre as linhagens, o que evidencia semelhante
motivacdo para iniciar o comportamento exploratorio e a atividade locomotora em
camundongos. De fato, Rodrigues et al. (2013) ressalta que as linhagens SWISS e
BALB/C exibem comportamentos de locomocdo, alimentacdo e auto limpeza
semelhantes, o que também foi evidenciado pela frequéncia das unidades

comportamentais analisadas.

Considerando o teste de escolha, foi observado que durante a aclimatacdo os
animais nao tiveram preferéncia pelos corredores que ligavam a area neutra, indicando a
aleatorizacdo do experimento e, consequentemente, a adequada aplicacdo do teste. No
entanto, observou-se uma preferéncia pelo corredor (SWISS e BALB/C) e gaiola sem
estrutura (C57BL), mostrando que os animais preferem o tratamento sem estrutura. Essa
escolha pode estar relacionada ao maior espaco disponivel para a locomocéao e exibicao

de comportamentos associados ao substrato.

O enriquecimento ambiental para animais de laboratorio permite aumento da
atividade fisica e de comportamento exploratério (VAN-LOO et al, 2002;
VANDERSCHUREN et al.,, 1995; ABOU-ISMAIL, 2011). De fato, os tratamentos com
estrutura (cuia e acrilico) apresentaram maior frequéncia de exibicdo dos comportamentos
em relacdo a condi¢cdo sem estrutura, 0 que evidencia a importancia do enriquecimento
ambiental. Além disso, a interagdo com 0 objeto indica que o tipo de material interfere no
comportamento dos animais, diferindo do que foi relatado por Coimbra et al. (2014) para

camundongos C57BL mantidos em grupos de quatro individuos. Assim, pode-se concluir

16



gue a presenca do co-especifico interfere na interacdo dos animais com os diferentes

tipos de enriquecimento fisico do ambiente.

De acordo com Coimbra et al. (2014), a implantacdo do enriqguecimento nédo altera
os parametros fisioldgicos dos animais, porém modula os parametros comportamentais
guando os animais sdo mantidos em grupos, sendo que a estrutura de acrilico aumenta a
frequéncia de interacdo agressiva em relacdo a presenca de cuia ou a auséncia de
enriguecimento ambiental. No entanto, os animais alojados individualmente preferem
gaiolas sem enriguecimento fisico. Isso indica que a importancia do espacgo disponivel
para os animais é maior que a presenca da estrutura fisica, ressaltando a necessidade de
cuidados durante a manutencdo em cativeiro, tais como, a adequada densidade
populacional. Diante do exposto, conclui-se que a presenca e o tipo de estrutura
interferem nos comportamentos de locomocdo e auto limpeza e que a condicdo social

modula a escolha pelo ambiente.
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