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APRESENTACAO

Historicamente, podemos observar uma intima relacdo entre as
pesquisas desenvolvidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (denominado de
Instituto Soroterapico Federal em 1900) e o uso de animais de laboratério. Num
cenario que remete ao século passado, o Instituto Oswaldo Cruz (IOC)
desenvolveu inlUmeras pesquisas através do uso de animais de laboratorio.
Essa atividade foi de suma relevancia no desenvolvimento das pesquisas
biomédicas desta instituicdo centenaria, que através de pesquisadores como
Dr. Oswaldo Cruz e Dr. Carlos Chagas dentre outros, demonstraram a
importancia do uso destes animais para elucidar diversas caracteristicas

patolégicas das doencas estudadas no contexto nacional e mundial.

Mediante a condicéo intrinseca ao I0C, como instituicdo de pesquisa
biomédica e para que fosse possivel a adequacdo a legislacdo nacional
vigente, normas de biosseguranca e os principios de bioética e bem-estar
animal, foi criado no final da década de 1990, o Centro de Experimentacdo
Animal do Instituto Oswaldo Cruz - CEA/IOC. Este setor possui como objetivo
principal, viabilizar e facilitar o desenvolvimento de ensaios através do uso de
animais de laboratério (em condi¢cdes adequadas de qualidade, boas praticas
laboratoriais, biosseguranca e gestao ambiental) para os estudantes, técnicos e
pesquisadores do I0C e seus colaboradores.

O CEA/IOC ¢ diretamente ligado a Vice Diretoria de Pesquisa,

Desenvolvimento Tecnologico e Inovagdo do Instituto Oswaldo Cruz
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(VDPDTI/IOC) e sua missdo é a manutencdo e oferta das instalacbes
condominiais multiusuarios para experimentacdo animal no I0C, sendo
coordenado seu uso e acesso. O uso de animais de laboratério no CEA/IOC
ocorre somente Nos casos em que ndo existam métodos alternativos validados
e a substituicdo do uso de animais para comprovacdo de hipoteses cientificas
em elaboracdo e/ou em ensaios pré-clinicos de abordagens basica ou aplicada,
cumprindo as legislagbes e normas pertinentes em projetos previamente

aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais de Laboratorio (CEUA).

Atualmente, com o crescimento do numero de pesquisadores e de novas
linhas de pesquisas, observou-se uma grande variabilidade na utilizacdo de
modelos animais e abordagens cientificas durante experimentacdo biomédica
no IOC. Mundialmente e no Brasil o uso de animais de laboratorio foi baseado
em principios éticos que fundamentam as hipdteses cientificas, como, por
exemplo, o conceito dos 3R’s. Pois, conforme Russel & Burch (1959),
descreveram, esses principios sdo baseados na reducdo do numero de
animais usados em experimentos até um ndmero minimo necessario, sob do
ponto de vista estatistico para que se alcance o0s objetivos do estudo;
substituicdo dos animais por outros tipos de estudos em que os resultados
cientificos possam ser alcancados sem a sua utilizacdo; e o refinamento do
modo de conducao dos experimentos, assegurando o0 minimo de sofrimento ou
estresse para 0s animais envolvidos na pesquisa, conceito pelo qual o

Enriqguecimento Ambiental (EA), esta inserido.



De forma robusta na area de Ciéncia e Tecnologia, o Brasil tem
desenvolvido uma importante plataforma de sustentacdo as pesquisas
biomédicas, que é a Experimentacdo Animal. Em 2008, essa relevante
atividade, passou a ter marcos legais especificos a area, quando foi
sancionada a Lei n° 11.794, mais conhecida como Lei Arouca, que
regulamentou a criacdo e a utilizacdo de animais em atividade de ensino e

pesquisa cientifica em todo o territorio nacional.

A partir dela, foi criado tanto para a pesquisa e ensino, o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) ligado ao
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Comunicacdo (MCTIC). O
CONCEA elaborou e criou o sistema de Cadastro das Instituicdes de Uso
Cientifico de Animais (CIUCA) com a finalidade de gerenciar as instituicoes e
determinar normatizacées para funcionamento das Comissdes de Etica em Uso
Animal (CEUA) e os procedimentos para os diversos modelos animais
utilizados na atividade didatica e cientifica. Por fim, seu objetivo é garantir o

atendimento ético e humanitario do uso de animais para fins cientificos.

Embora existam diversas orienta¢des internacionais nas quais o Brasil &
signatario ou as de ambito nacional, os trabalhos na area de Etologia e a
concepgdo do uso de animais de laboratério como uma especifica area
cientifica e de desenvolvimento tecnoldégico denominada de “Ciéncia em
Animais de Laboratério” (antigamente conhecida como bioterismo), corroboram
novas perspectivas e consciéncia quanto ao uso dos animais pelos

pesquisadores e os profissionais que atuam diretamente com esta area.



Neste sentido, o termo senciéncia nos depara com uma realidade,
conforme citado no artigo 26 contido nos Principios Eticos na Experimentag&o
Animal, da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL), no qual determina: “Ter consciéncia de que a sensibilidade do animal
€ similar a humana no que se refere a dor, memdéria, angustia, instinto de
sobrevivéncia, apenas lhe sendo impostas limitacbes para se salvaguardar das
manobras experimentais e da dor que possam causar, devendo-se utilizar de

todos os meios possiveis para minimizar a dor e o sofrimento do animal.”

Considerando o fato dos animas de laboratdrios serem seres sencientes,
0s pesquisadores buscam definir o que € o bem-estar animal. Broom em 2009
descreveu o0 conceito bem-estar animal sendo como: “o estado fisico e
emocional de um individuo do ponto de vista de suas tentativas de adaptacao
ao ambiente”. Sendo assim, podemos observar que o autor relaciona a
avaliacdo do bem-estar através da observacdo e estudo do comportamento
animal e a quantificacdo e a qualificacdo desse comportamento (individual e
social) durante as suas tentativas de se ajustar com 0 seu meio ambiente e o

grau de sucesso com que iSso ocorre.

Portanto, ha na pesquisa biomédica a premissa basica de se utilizar
animais sadios nos aspectos morfologico, fisiolégico e, também, psicoldgico.
Entretanto, esse Ultimo aspecto muitas vezes é preterido. Na situacdo de
restricdo de espaco, os animais tém suas necessidades nutricionais basicas
supridas, porém, geralmente eles ocupam um ambiente reduzido e

empobrecido, resultando em comportamentos indesejaveis (estereotipados)
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como, por exemplo, o aumento do estresse, automutilagcdo e da exacerbacéo

da agressividade.

Em 2005, Lutz afirmou que o uso de animais pelos pesquisadores nas
pesquisas biomédicas e comportamentais possuem a obrigagdo de nao
somente conduzir uma pesquisa de alta qualidade, mas também de promover

salude e bem-estar dos animais que estdo sob sua responsabilidade.

A necessidade e a significancia do EA foi reconhecida, desde 1925,
primeiramente por Yerkes e depois por Hediger (1950, 1969), os quais
identificaram a importancia do ambiente fisico e social de animais cativos bem
como seu impacto no bem-estar dos animais. Para Yerkes (1925), se o animal
cativo ndo puder ter a oportunidade de exercitar-se para sobreviver, ele deve
ao menos ter a possibilidade de exercer seu comportamento natural e suas
diferentes reacgfes, estimulados por materiais e equipamentos elaborados e

inseridos em seu ambiente de cativeiro.

Dessa forma, entdo, sado sugeridas técnicas de EA a fim de permitir que
animais confinados demonstrem as preferéncias por objetos peculiares a cada
espécie, objetivando tornar o seu dia-a-dia menos mondétono, mais criativo,
tornando sua atividade mais préxima possivel do seu habitat e principalmente,
proporcionando melhoria da sua qualidade de vida e de seu bem-estar,
enquanto estes sdo mantidos em biotérios de criagdo, manutencdo ou

experimentacao.
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A Resolucdo Normativa N° 30 (02/02/2016) pertencente a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino
ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) padroniza os procedimentos quanto a
experimentacdo animal no Brasil pelo CONCEA. Em seu paragrafo 7.3.4.2.
descrito no item h: “Os recintos primarios devem: possuir enriquecimento
ambiental de acordo com as necessidades comportamentais da espécie,
sempre que possivel’. Desde 2013, o CEA/IOC e sua equipe iniciaram a
insercdo de equipamentos para EA nas gaiolas das areas de manutencao de
camundongos em experimentacdo. Essa insercdo ocorreu pelo entendimento
de que o bem-estar animal possui influéncia direta nas condi¢cdes de higidez
dos animais e na qualidade, confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados
obtidos durante 0 uso de animais nas pesquisas biomédicas,
consequentemente no desenvolvimento cientifico e tecnologico institucional.
Gostariamos de ressaltar que, a elaboragao, desenvolvimento do “Programa de
Enriquecimento Ambiental” (PEA) do CEA/IOC™ pois baseia-se desde 2013, em
ensaios etologicos de preferéncia para cada espécie utilizado nos biotérios de
experimentacdo do CEA/IOC e a avaliagdo do custo/beneficio de cada
equipamento/material na qualidade de vida dos animais, principalmente

mensurado pela elevacédo do bem-estar animal.

Usualmente, a experimentacdo animal em biotérios utiliza animais
criados e mantidos em restricdo de espaco, com minimas oportunidades de
expressarem comportamentos intrinsecos a respectiva espécie e ambientes
empobrecidos estruturalmente. Essa pratica se justifica tanto pela necessidade

da padronizacdo ambiental, facilitacdo na rotina de manejo e manutencao dos
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animais, mas principalmente pela reprodutibilidade dos resultados cientificos

obtidos pelo uso de animais de laboratério.

O PEA — CEA/IOC mantém por principio o atendimento as necessidades
etolégicas e psicolégicas dos animais mantidos nos biotérios do CEA/IOC, na
busca de uma melhor adaptacédo do animal ao ambiente através de propiciar ao
animal a execucdo do seu repertério comportamental espécie-especifico,
utilizando-se de novas técnicas de EA que biomimetizam pelo uso de
equipamentos/materiais fisicos e/ou sensoriais, 0 estimulo de comportamentos
mais préximos aos naturais e que desencadeiem e elevem, os niveis de
interacdo social, com melhor aproveitamento espacial do ambiente fisico em

que se encontrem.

Desde 2013, o projeto do PEA — CEA/IOC estruturou-se a partir da
demanda de necessidades referentes aos comportamentos das espécies
albergadas na infraestrutura que compde a rede de biotérios de

experimentacédo do CEA/IOC.

Em relacdo a estrutura que compBe o CEA/IOC e albergam o
guantitativo de animais descrito, resumidamente € composta de sete biotérios:
1) Biotério do Pavilhdo Lednidas Deane. Espécie que sdo mantidas nesse
biotério: camundongo (Mus musculus); 2) Biotério do Pavilhdo Lauro
Travassos: camundongo, rato Wistar (Rattus novergicus) e Sigmodon
hispidus; 3) Biotério do Pavilhdo Carlos Chagas: coelho (Oryctolagus
cuniculus), camundongo e hamster (Mesocricetus auratus); 4) Biotério do

12



Pavilhdo Ozério de Almeida: camundongo, rato e cobaia (Cavia porcellus); 5)
Biotério do Pavilhdo Arthur Neiva: camundongo, rato e hamster; 6) Biotério
do Pavilhdo Cardoso Fontes: camundongo; 7) Biotério do Pavilhdo Hélio e

Peggy Pereira: camundongo.

A partir dos respectivos dados, foi possivel estimar o quantitativo de
espécie/animal e a demanda relacionada aos equipamentos/materiais de EA
gue seriam selecionados e que atendessem a dois principais critérios, para a
execucao dos testes iniciais com os grupos piloto: i) Andlise dos efeitos dos
equipamentos/materiais de EA (tipo/estimulo) ofertados aos animais sobre os
comportamentos descritos nos etogramas elaborados para cada espécie,
considerando-se a aceitacao/preferéncia e uso em razao de seus repertérios
comportamentais (Tabela 1) e ii) A relacdo custo/beneficio quanto a aquisicéo
e/ou producdo, dos equipamentos/materiais de EA que constituiriam o PEA —
CEA/IOC e a viabilidade na manutencdo quanto ao tempo de execucéo e
aquisicao da matéria-prima de qualidade para a fabricacdo dos respectivos

equipamentos/materiais.

Tabela 1: Especificagdo dos dispositivos de EA e sua distribui¢do no periodo 2014-2017.

Quantitativo distribuido

Dispositivos de EA 2014 2015 2016 2017 Tipo de EA/ modalidade de estimulo
Igloo® 24118 17935 22667 11600 Tipo fisico/tatil (abrigo).

Trapézio S/D S/D S/D 1600 Tipo fisico/tatil (propriocepcao).

Folha absorvente S/D S/D S/D 29000 Tipo fisico/tétil (nidificacao).

Bloco de madeira 624 3721 3567 2348  Tipo fisico/tétil, gustativo e olfativo.
Tubo de Forrageamento 624 2868 3308 3000 Tipo fisico/gustativo, olfativo e auditivo.
Pet Ball® 99 391 594 626 Tipo fisico/gustativo e olfativo.

Tanel de PVC 27 177 98 116  Tipo fisico/tétil (abrigo).

Semente de Girassol’ 2 Kg 6 Kg 6 Kg 4,5 Kg Tipo alimentar/gustativo e olfativo.
Feno’ 12Kg 36Kg 36Kg 32Kg Tipo alimentar/gustativo e olfativo.
Total 25492 25092 30234 48290

S/D: Sem dados no periodo. ~ Dados n&o somados por serem apresentados em unidade de peso.
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Dessa forma partimos para a selecdo especifica de equipamentos e
materiais que poderiam ser efetivos na implantacdo do PEA - CEA/IOC.
Mensuramos em colaboracdo com o Laboratério de Biologia Celular do 10C
(LBC/IOC), através da aplicacdo do Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI) a
relacdo entre o comportamento individual e social dos animais e 0 uso de
diferentes tipos de equipamentos para EA. Através do nosso desenho
experimental, esclarecemos a preferéncia, ou a escolha, de camundongos
(aproximadamente 90% dos animais mantidos no CEA/IOC), nas idades
infanto, jovem e adulto, em relacdo ao tipo de EA, e consequentemente,
demonstramos a sua influéncia no bem-estar na rotina de manutencao desses

animais em biotério.

Nesse livro pretendemos descrever detalhadamente cada etapa da
estruturacdo do PEA — CEA/IOC e esperamos que 0S Nnossos resultados
possam servir de consulta e discussdo de como melhor aplicar as técnicas de
enriguecimento ambiental em diversos biotérios, com suas rotinas de manejo
especificas, mas que mantenham o bem-estar e a eficacia no uso do

enriguecimento ambiental, neste caso, para camundongos em biotério.

Miguel Angelo Briick
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1. Breve histérico do uso de enriquecimento ambiental:

O termo enriguecimento ambiental, surgido na década de 1920,
identificou a importancia do ambiente fisico e social de animais mantidos em
cativeiro, bem como seu impacto no bem-estar (Young, 2003). Segundo Yerkes
(1925), se o animal cativo ndo tiver a oportunidade de exercer seu repertorio
comportamental natural, ele deve ao menos ter a chance de expressar reacdes
saudaveis diante de invencdes e aparatos colocados em seu ambiente.

O tipo de enriquecimento depende de uma série de fatores dentre eles a
estrutura do alojamento, idade, sexo, histérico dos animais, a rotina do
laboratério e o proposito da intervencdo. Ele pode ser fornecido com o objetivo
de aproximar os comportamentos dos animais em cativeiro com os animais de
vida livre, aumentar o desempenho de comportamentos positivos pra espécies
ou diminuir no caso de comportamentos indesejaveis (Boere, 2001; Meehan &
Mench, 2007). Portanto um programa de enriquecimento deve, antes de tudo,
estabelecer uma meta para ser atingida (por exemplo, o aumento de um
comportamento desejavel ou a reducdo de um comportamento indesejavel ou
anormal) com a implementacao deste manejo a fim de determinar qual tipo de
enriquecimento ira aplicar, caso contrario, a aplicacdo do enriquecimento por si

s6 sem direcionamento pode apresentar resultados pouco satisfatérios.

1.2. Principios Eticos, Legislac&o e o uso de enriquecimento ambiental:

As primeiras contribuicbes para a ciéncia foram fundamentadas na
curiosidade e no empirismo. Ao longo do tempo, a evolucao da ciéncia tornou-
se mais detalhada, fazendo-se necessario entender os mecanismos envolvidos
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em processos fisiolégicos e principalmente responder hipéteses através do
“Método Cientifico”. O uso de animais, ou a experimentacdo animal, tornou-se
um importante “ferramenta” na metodologia cientifica. Contudo, paralelamente,
0s animais também foram considerados como seres sencientes (capacidade
dos seres vivos de sentir sensacdes e sentimentos de forma consciente).
Sendo assim, como por exemplo em 1876 no Reino Unido surgiram as
primeiras regulamentacdes de protecdo aos animais como o Cruelty to Animals
Act (Braga, 2009)

Desde entdo, ocorreu a criagdo de outras organizacdes de protecado aos
direitos dos animais em inumeros paises. Consequentemente, a sociedade
cientifica comecou a ter consciéncia de que era preciso desenvolver condutas
éticas e cuidados para com os animais, usa-los para fins bem justificados, com
retorno a melhoria da condicdo de vida para o ser humano ou as diversas
espécies animais (Braga, 2009).

Em 1959, durante a reunido anual da Associacdo Americana para
Ciéncia de Animais de Laboratorio, foi dado um importante passo em relacao
ao bem-estar animal, com a apresentacdo do trabalho denominado “The
Principles of Humane Experimental Technique”, descrito pelo zoologista William
M. S. Russell e o microbiologista Rex L. Burch, no qual buscaram trazer mais
“‘humanismo” as técnicas de experimentagado. O principio dos 3 R's como ficou
conhecido, por sua grafia em inglés das palavras Replacement, Reduction e
Refinement (Substituir, Reduzir e Refinar). Em resumo, esses principios
propdem a adocdo de medidas para o uso de animais em experimentacao, tais
como, a busca e aplicacdo de métodos alternativos que, por fim, substitua os

testes in vivo, a reducdo do numero de animais utilizados nos ensaios e o
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refinamento de técnicas, minimizando a dor ou sofrimento do animal, visando a
melhora do seu bem-estar (Braga, 2009; Cazarin; Corréa; Zambrone, 2004;
Petroianu, 1996).

Em 1964, a publicacdo da obra Animal Machines, de Ruth Harrison,
causou comocdo e indignacdo ao descrever 0S maus-tratos a que eram
submetidos os animais criados e mantidos em confinamento. O impacto desta
publicacdo gerou grande mobilizacdo dentro do Parlamento Britanico, e
resultou na criacdo do Brambell Committee, sob lideranca do médico
veterinario Francis William Rogers Brambell, para avaliar o bem-estar dos
animais de producédo, elaborando sugestdes para melhorias zootécnicas na
criacdo e manejo desses animais (Massari, 2014; Moreira, 2015).

O Parlamento Inglés instituiu, em 1979, o Conselho de Bem-Estar de
Animais de Producdo (FARM ANIMAL WELFARE COUNCIL — FAWC), que
teve suas diretrizes baseadas nas cinco liberdades minimas que todo animal
deveria ter, uma ferramenta para mensurar o bem-estar animal, que
inicialmente foi formulada para os animais de producédo, mas que vem sendo
ampliada para outros modelos animais, as quais foram reformuladas em 1993 e
atualmente sdo: 1) Liberdade nutricional ou Liberdade de sede, fome e ma-
nutricdo; 2) Liberdade sanitaria ou Liberdade de dor; 3) Liberdade de
desconforto ou Liberdade ambiental; 4) Liberdade comportamental ou
Liberdade para expressar comportamento natural 5) Liberdade psicolégica ou
Liberdade de medo e estresse (Deguchi, 2013; FAWC, 1993).

No Brasil, a primeira norma legal a fazer referéncia ao uso de animais
com interesse para a ciéncia foi o Decreto n® 24.645 de 1934 (Brasil, 1934),

gue determinava a tutela pelo Estado de todos os animais existentes no pais e
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definia como condutas de maus-tratos os atos de crueldade, violéncia e
trabalhos excessivos, a manutencdo do animal em condi¢gbes anti-higiénicas e
o abandono (Guimaraes; Freire; Menezes, 2016; Rezende; Peluzio; Sabarense,
2008). Em 1941, grande avanco foi dado com o Decreto-Lei 3.688, Lei das
ContravencBes Penais, (Brasil, 1941), que previa pena para a pratica da
crueldade animal, independentemente da finalidade didatica ou cientifica
(Cardoso, 2009; Guimarées; Freire; Menezes, 2016). Posteriormente outras
legislacGes foram aprovadas, como a Lei n® 5.197 de 1967, Lei de Protecdo a
Fauna, (Brasil, 1967a), e o Decreto-Lei n® 221/1967, Codigo de Pesca, Brasil,
1967b), mas nenhuma tratou especificamente do tema “experimentagdo animal

com finalidade didéatica ou cientifica” (Guimarées; Freire; Menezes, 2016).

No ano de 1979, pela Lei n® 6.638, Lei da Vivisseccdo, (Brasil, 1979)
foram estabelecidas as Normas para a Prética Didatico-cientifica da
Vivisseccado de Animais, entretanto esta nunca foi regulamentada (Cardoso,
2009). Dez anos ap6s, a Constituicdo Federal de 1988, pelo artigo 225,
incumbe a coletividade e ao Poder Publico proteger a fauna e a flora, vedando
praticas que coloquem em risco sua funcéo ecoldgica, provoquem a extingdo
de espécies ou submetam os animais a crueldade (Binsfeld, 2017; Brasil,
1988). Em 1991, procurando orientar a conduta dos profissionais envolvidos
com a utilizacdo de animais em pesquisa, o0 Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal (COBEA), criado em 1983, atualmente a Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), instituiu os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, postulando 12 Artigos (Cardoso,

2009; Rezende; Peluzio; Sabarense, 2008).
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Atualmente em vigor, a Lei n® 9.605 de 1998, Lei de Crimes Ambientais,
Brasil, 1998), regulamentada pelo Decreto n® 3.179 de 1999 (Brasil, 1999) em
seu Artigo 32 estabelece que é crime praticar atos abusivos, maus-tratos, ferir
ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou exoéticos
ou para quem realiza experiéncia dolorosa ou cruel em animal vivo, ainda que
para fins didaticos ou cientificos, quando existirem recursos alternativos

(Binsfeld, 2017).

Porém o marco na ciéncia de animais de laboratorio foi alcancado, apos
12 anos tramitando no Congresso Nacional, pela a aprovacgédo da Lei Arouca, n®
11.794 de 08 de outubro de 2008 (Brasil, 2008; CONCEA, 2016), regulamenta
pelo Decreto n® 6.899 de 2009 (Brasil, 2009). Através dessa lei foi estruturado
0 Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
regulamentada a constituicdo de ComissGes de Etica no Uso de Animais
(CEUA) e criado o Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais
(CIUCA); condi¢des indispensaveis para o credenciamento das instituicbes
com atividades de ensino ou pesquisa com animais de laboratorio.

Em 29 de setembro de 2015 a Resolucdo Normativa (RN) n® 25 que
descreve o capitulo “Introdugcdo Geral” do Guia Brasileiro de Produgéo,
Manutengéo ou Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica (BRASIL, 2015; CONCEA, 2016) e a RN n® 30, de 02 de fevereiro de
2016, que determina a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA), na qual
apresenta os principios e as condutas que permitem garantir o cuidado e o

manejo eticamente correto de animais produzidos, mantidos ou utilizados em
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atividades de ensino ou de pesquisa cientifica no Brasil (Brasil, 20162;
CONCEA, 2016). Por fim, a RN n® 33, de 18 de novembro de 2016, que propde
o capitulo "Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos em instalacdes
de instituicbes de ensino ou pesquisa cientifica” do Guia Brasileiro de
Producdo, Manutencéo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou
Pesquisa Cientifica, no qual descreve e orienta sobre estratégias de EA em
biotérios, tais como cuidados a serem considerados para o EA e sugestdes de

EA para roedores e lagomorfos (Brasil, 2016b).

1.3. O comportamento individual e social de SW-M em biotério:

O camundongo usado em biotérios € um mamifero da Classe Mammalia,
da Ordem Rodentia, da Familia Muridae, da Sub-familia Murinae, e do Género
Mus. O seu nome cientifico € Mus musculus (Santos, 2002). Esse animal
caracteriza-se por ser uma espécie cosmopolita adaptada a uma grande
variedade de condigbes ambientais (Chorilli; Michelin; Salgado, 2007). Possui
corpo coberto de pelos, fusiforme e extremamente flexivel, o que permite sua
passagem em pequenos espacos. Cauda sem pelos que pode atingir
comprimento maior do que o corpo, e orelhas eretas arredondadas também
desprovidas de pelos (Chorilli; Michelin; Salgado, 2007; Moreira, 2015).
Apresentam habitos noturnos, acomodando-se em qualquer local de tamanho
apropriado as suas necessidades. Manifestam a maioria dos seus
comportamentos reprodutivos e sociais no escuro e, também comportamentos

caracteristicos da espécie muito expressivos como a confec¢cao de ninho e o
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alojamento em tocas (Alcock, 1993; Graeff, 1999; Ko; DelLuca, 2009; Suckow;
Danneman; Brayton, 2001).

O SW ¢é originaria do estoque de camundongos do Dr. Leslie Webster,
em 1926, no Instituto Rockfeller. O seu desenvolvimento se deu pela reducéo
para um unico par e progénie ndo isogénica pela Carworth Farm tendo como
denominacdo genotipica CFW (SW). Em todos os nossos estudos utilizamos
camundongos machos SW provenientes do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos (ICTB-FIOCRUZ)', na qual as matrizes foram adquiridas da
Taconic Biosciences (genotipo SW-M, machos e SW-F, fémeas) originaria do
Instituto Rockfeller através da Rockland Farms que criavam esses animais
desde 1940 (Campos et. al., 2016) Geneticamente, o camundongo SW, pode
ser citado como um grande exemplo de heterogenia, onde a ado¢cdo do manejo
reprodutivo visa manter a variabilidade genética sem alterar o perfil genético da
colénia, com alta porcentagem de heterozigose entre seus alelos. Os
heterogénicos sao animais distintos entre si e sdo os que melhor mimetizam a
variabilidade genética da populacdo humana tipica (Nomura, 2000). Para que
sejam mantidos corretamente, ndo se deve ultrapassar 1% de consanguinidade
por geracao, utilizando-se sempre o cruzamento de animais sem parentesco
entre si (Benavides; Guenét, 2003). Dessa forma, a variabilidade genética sera
diretamente relacionada a variacdo do comportamento individual e social
desses camundongos, os quais ndo podem ser chamados de linhagem, pelo

fato de ndo serem geneticamente definidos (Massironi; Godard, 2017).

' Antigo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundag&o Oswaldo Cruz (CECAL —
FIOCRUZ).
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Durante 4 anos de estudo do nosso grupo de trabalho no estudo do
comportamento de camundongos SW-M no Biotério de Experimentacdo Animal
dos Laboratérios de Biologia Celular e Inovacdes em Terapias, Ensino e
Bioprodutos (LBC/LITEB — I0C) nossos resultados nos possibilitaram afirmar
gue esses animais demonstram um complexo repertorio de comportamento
individual e social (Ko; DeLuca, 2009; Oliveira et al., 2015). Suas principais
atividades num biotério foram a busca por alimento, exploracdo do ambiente,
repouso, auto higienizacao e a procura pelo contato fisico entre os individuos,
respectivamente. A incidéncia destas atividades foi diferente entre as idades
(infantos, jovens e adultos) e entre os mesmos grupos em diferentes idades
(Chumbinho et al.,2012; Defensor et al., 2012; Hamilton et al., 2014; Oliveira et
al., 2015; Rodrigues et al., 2013). Desde o agrupamento ao desmame (32
semana de vida) até a 8% semana de vida (sdv), de forma geral, néo
observamos claramente uma estrutura hierarquica definida, sugerindo uma
relacdo fraternal entre os individuos (Campos et al., 2016; Kuzel et al., 2013),
com baixo ou ausente padrbes de comportamento agressivo (PCA) (Oliveira et
al., 2015). Apesar de serem relativamente tranquilos a manipulacdo, esses
animais, podem ser altamente agressivos, principalmente no reagrupamento de
machos adultos. A incidéncia e a intensidade desta agressividade foram
variaveis. Observamos que em 10% dos reagrupamentos de machos em idade
adulta ndo houve nenhum tipo de PCA, 60% apresentaram intensidade baixa a
moderada e que em 30% dos reagrupamentos ocorreram alta agressividade.
Em relacdo a faixa de animais que apresentam alta agressividade (30%),

apenas 4 a 6% dos individuos reagrupados exerceram sua dominancia atraves
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de lutas e mordidas, consequentemente ferindo a populacédo de subordinados
(70%) (Batista et al., 2012; Oliveira et al., 2015).

Através do Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI) foi possivel detalhar
um pouco mais esta estrutura. Observamos que ha a presenca de dominantes
e subordinados, porém, dentre estes subordinados, ha individuos que sao
disputantes a dominancia e envolvem-se em eventos agressivos e individuos,
que chamamos de “neutros”, que se subordinam, nao disputam a dominancia e
buscam né&o se envolver nos eventos agressivos. Outra categoria nos chama a
atencao que é o “subordinado alvo” que sofre 20 a 30% do total de agressodes
pelo dominante e demonstra lesdes corporais significativas. Tendemos a
acreditar que este animal ocupa a posi¢cao mais inferior da escala social, pelos
nossos resultados, por sua presengca ser uma ameaca permanente ao
dominante (Campos et al., 2016; Kuzel et al., 2013). Acreditamos que o
objetivo do dominante esta relacionado ao seu instinto primitivo, obedecendo
principalmente a selegédo sexual. Através do SGI, observamos que o dominante
busca uma area exclusiva para sua permanéncia e isolando o restante do
grupo para outra area. Comparando outros animais sociais, sugerimos que esta
atitude esta relacionada ao acesso a alimentacéo e também a reprodugéo, pois
estabelecendo seu territorio sem oponentes facilitaria seu acasalamento, no
caso do surgimento de alguma fémea. Este territorialismo torna-se evidente
quando ha o estabelecimento definido dao individuo dominante e auséncia
(observavel) de disputantes agressivos (Buss, 1982; Oliveira, 2012; Winston,
2006). E relevante também discutir que durante o processo de disputa e troca
de dominantes, ha a preferéncia do individuo pela area de passagem, pois

possibilita a observacdo de todos os individuos e encontrar mais facilmente o
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“subordinado alvo”. Além disso, apesar da exclusividade da area para o acesso
a alimentacdo, o estabelecimento da dominancia é uma situacdo estressante
para todo o grupo, principalmente para o dominante. Em todos os casos,
observamos que o dominante e o disputante (mais ativo) demonstram perda de
peso, assim como em fases de maior agressividade dentro do grupo. Por
exemplo, quando ndo ha uma aceitagcdo completa do dominante. Quando ha
esta aceitacdo, tanto o dominante quanto os demais componentes do grupo
apresentam ganho de peso (Kuzel et al., 2013; Oliveira et al., 2015).
Ressaltamos que dentro do percentual da populacdo de subordinados,
observamos que aproximadamente 30% dos individuos sao possiveis
disputantes a dominancia e que 40% nao se envolvem ndo agridem nem sao
agredidos, denominamos essa categoria de neutra. Entao, através das nossas
observacdes, sugerimos uma estrutura hierarquica dinamica (em relacdo ao
tempo de agrupamento) e composta de: 1) Dominante: apenas um animal, com
diferentes niveis de agressividade; 2) Subordinados disputantes: namero
variavel de animais agressores/agredidos que buscam a dominancia do grupo;
3) Subordinados neutros: animais que ndo se envolvem nos episodios
agressivos e 4) Subordinados alvos: que sofrem 20 a 30% do total de

agressoes do dominante (Campos et al., 2016).

1.4. Utilizacdo do Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI) e a determinacéao

da preferéncia do animal:

Atualmente, a preocupacdo com o bem-estar animal demonstra-se de

alta relevancia, principalmente em relacgdo ao uso de animais na

31



experimentacéo cientifica (Clark; Rager; Calpin, 1997). Tornar o ambiente fisico
e social de animais em biotério mais complexo ou mais préximo do natural €
um meio amplamente reconhecido para aumentar o bem-estar. Com relacao
aos animais de laboratorio, é importante que o ambiente de alojamento seja
estudado e melhorado, ndo apenas para aumentar o conforto desses animais,
mas também para assegurar que resultados cientificos confiaveis e de boa
qualidade sejam obtidos (Sherwin, 2004).

Conforme descrito por Kuzel e cols., (2013), os testes de preferéncia
também podem contribuir para uma avaliacdo do potencial de escolha do
animal, consequentemente da busca pelo seu bem-estar. No momento em que
o animal tem a possibilidade de manifestar sua preferéncia, a avaliagdo do
estado de bem-estar deixa de ser externa e passa a emergir do proprio animal,
ou seja, sua escolha reflete seu estado interno que é, entdo, assumido como
seu estado de bem-estar num determinado momento.

A preferéncia do animal por uma determinada situacdo ou objeto é
quantificada em termos de tempo ou frequéncia de escolha (Mattaraia, 2009). E
importante ressaltar que, alguns cuidados na interpretacdo destes testes
devem ser levados em consideracdo como, por exemplo, o nimero de opc¢des
a que o animal tera acesso, quantificacdo e intensidade da preferéncia, ritmo
bioldgico, status social, entre outros, como forma de se evitar conclusdes
equivocadas (Volpato, 2007).

Contudo, o uso de gaiolas convencionais para a manutencdo de
camundongos em biotério impossibilita o animal de expressar os diferentes
repertorios do seu comportamento, principalmente o de escolha ou preferéncia,

devido a restricao de espaco (Medina, 2011).
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Em nosso trabalho iremos utilizar o SGI. Este equipamento desenvolvido
no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz consiste num
aparato que liga duas gaiolas convencionais de policarbonato por conexdes
hidraulicas de policloreto de vinila (PVC), no tamanho a permitir a passagem de
um camundongo adulto. Dessa forma torna-se uma ferramenta (til para
avaliacdo comportamental de camundongos em biotério, pois ndo interfere no
manejo, fisiologia ou bem-estar animal e em associacdo com parametros
comportamentais, principalmente do agrupamento e a estruturacdo de um
detalhado etograma, possibilita aos animais demonstrarem sua escolha ou
preferéncia pelos diversos tipos de interacdo e formacao da estrutura social,
espaco fisico, escolha de parceiros e especificamente em nosso caso 0s tipos

de equipamentos/materiais para o EA oferecidos (Kuzel et al., 2013).

1.5. A importancia e o uso do enriquecimento ambiental para

camundongos em biotérios:

Em 1912, o comerciante e treinador de animais selvagens, Carl
Hagenbeck, divulgou na literatura, um dos primeiros relatos de enriquecimento
ambiental, quando descreveu a criacdo de recintos naturais para animais de
restricdo de espaco com plantas similares as dos seus ambientes naturais, o
que foi denominado como enfoque naturalistico para 0 manejo com animais
silvestres. Desta forma, para que os animais selvagens estivessem bem
adaptados a vida em restricdo de espaco, deveriam ser inseridos em cenarios

paisagisticos préximos a sua origem natural (Goncalves et al., 2010).
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O psicologo canadense Donald O. Hebb, na década de 1940, observou
gue animais criados em ambientes ricos, ou seja, com variedade de elementos
e configuracbes espaciais, posteriormente, apresentavam claramente
habilidade superior de aprendizagem, comparativamente a outros animais
criados em ambientes menores e nao enriquecidos (Mattaraia, 2009). Marian
Diamond e seus colaboradores, em 1964, retomaram as observacfes de
Donald O. Hebb e demonstraram anatomicamente algumas diferencas
cerebrais entre os roedores criados com ou sem enriqguecimento (Mattaraia;
Oliveira, 2012).

O EA é uma abordagem para melhorar as condicbes de alojamento e
que tem sido o foco de diversos estudos (Medina, 2011), o qual € um dos
principais fatores que influencia o bem-estar animal e pode ser conseguido por
meio de dispositivos artificiais ou de controle de ambiente (Rivera; Rodrigues,
2009). Na década de 70 a proposta de enriquecimento de ambientes para
animais em restricdo de espaco, foi empregada nos zooldgicos e aos poucos
foi sendo levada aos laboratorios, como um meio de aumentar o bem-estar dos
animais de experimentacdo. O principal objetivo do EA €& proporcionar aos
animais em restricdo de espaco um ambiente rico em estimulacdo sensorial,
que pode ser criado de diversas formas (Mattaraia, 2009), permitindo a
expressdo dos comportamentos naturais e tipicos da espécie (Mattaraia;
Oliveira, 2012). De acordo com Newberry (1995), o EA deve promover a
melhoria da qualidade do ambiente em restricdo de espaco, para que o animal
tenha opcdes de escolha de atividade e certo controle sobre seu contexto
social e do ambiente espacial. Young (2003) considerou que o enriguecimento

deve propiciar aos animais a estimulacdo sensorial e motora, promovendo
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bem-estar psicologico por meio de exercicios fisicos, atividades cognitivas e
desafios, considerando as caracteristicas da espécie.

Muitos autores concordam que uma das metas do enriquecimento do
ambiente € diminuir a incidéncia de comportamentos anormais (estereotipados)
e aumentar o desempenho de comportamentos normais ou comportamentos
especificos para a espécie, porém para que isso seja alcancado € preciso que,
antes da introducdo de qualquer tipo de enriquecimento, alguns aspectos
devem ser identificados, dentro dos quais podemos citar 0 ambiente social
(espécie, linhagens, sexo, idade, proximidade a outras espécies e de seres
humanos), ambiente fisico consistindo de estimulos sensoriais (auditivo, visual,
olfativo e tatil), aspectos nutricionais (habitos alimentares, oferta e tipo de
alimento), entre outros (Mattaraia, 2009).

Os estudos comportamentais que envolvem o uso de EA sao realizados
com a elaboracdo de um etograma e analises dos comportamentos dos
animais em trés momentos diferentes, antes, durante e depois da oferta do
enriqguecimento (Gongalves et al., 2010), quantificando-se as alteracdes nas
respostas como consequéncia ao programa introduzido. A avaliacdo pode ser
feita através da observacdo dos animais em suas gaiolas, aplicando os testes
de preferéncia, testes comportamentais e fisiologicos (Mattaraia, 2009). Um
etograma € como uma “impressao digital” comportamental que compila uma
lista de agbes e comportamentos detalhadamente descritos e classificados em
categorias (instinto, aprendizado, comportamento agressivo, territorial,
reprodutivo, alimentar, social e de defesa), com significado funcional (Dixon;
Fisch, 1998) e podem ser utilizados para avaliar o impacto e mudancas

causados pelo enriquecimento. Uma vez que o comportamento natural é
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definido, comportamentos anormais podem ser identificados e sua relevancia
considerada. Um comportamento normal ou anormal pode ser definido como
qualquer comportamento aprendido com funcdo de promocdo da saude,
sobrevivéncia e reproducdo de um animal em um determinado ambiente
(Keeling; Jensen, 2002)

Segundo Mattaraia (2009), a implantacdo do EA para roedores mantidos
em biotérios tem sido recomendada e pode prover uma maior capacidade de
aprendizagem, plasticidade cerebral e sucesso reprodutivo, além de melhorar o
estado de saude e desempenho corporal, porém apesar desses beneficios, €
necessario avaliar as respostas dos animais frente aos estimulos oferecidos

antes de introduzir um programa de EA.

1.5.1. Os tipos de enriquecimento ambiental:

A escolha do tipo de EA utilizado depende de uma série de fatores, tais
como estrutura do alojamento, idade, sexo, historico dos animais, rotina do
biotério e proposito da intervencdo (Boere, 2001; Meehan; Mench, 2007).
Portanto, o uso do enriquecimento deve, antes de tudo, estabelecer uma meta
a ser atingida com a implantacdo desse manejo, a fim de determinar qual tipo
de enriguecimento ir4 aplicar, pois sem direcionamento do EA pode apresentar
resultados pouco satisfatérios. A habituacdo e a extingdo sdo importantes
fatores que influenciam na resposta aos enriquecimentos e requerem uma
atencdo especial. Elas podem ocorrer quando um mesmo estimulo é

apresentado diversas vezes ou durante muito tempo, perdendo seu carater de
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novidade, consequentemente decrescendo gradativamente a taxa de interacao,
até o animal acostumar-se com a presenca do estimulo (Gongalves et al.,
2010).

Segundo Mattaraia e Oliveira (2012), em relacdo aos animais de
laboratorio, as principais técnicas aplicadas para enriquecimento, sdo as
modificacdes na estrutura das gaiolas ou em seu entorno, possibilidade de
interacdo social, disposicdo de objetos dentro das gaiolas, -criando
complexidade ambiental e opcéo de escolha, aplicacdo de mudancas na forma
de alimentacdo e estratégias para entretenimento dos animais, como 0s
exercicios fisicos. Visando chamar atencdo para a diversidade das areas de
enriguecimento, essas técnicas costumam ser divididas, em categorias, porém
tais divisbes devem ser utilizadas com cuidado, a fim de evitar que as
categorias se sobreponham.

O EA pode ser dividido em cinco categorias: i) O enriguecimento fisico
tem como objetivo reduzir, na medida do possivel, as condi¢des deficitarias da
restricdo de espaco, por meio de mudancas nos elementos que compdem o
ambiente fisico, com a introducéo de objetos de distracdo, ou na sua estrutura;
i) Cognitivo tem como objetivo proporcionar situacdes motivadoras por meio de
desafios ou jogos com consequéncias recompensadoras (Goncalves et al.,
2010); iii) Alimentar consiste na manipulacdo da forma com que € oferecido o
alimento, bem como alteracdes da dieta, dos horarios e da frequéncia de
alimentacédo (Hones; Marin, 2006); iv) Sensorial e pode abranger qualquer um
dos cinco sentidos. Estimulos visuais, auditivos e olfativos externos, séo
eficientes na melhoria do bem-estar animal (Goncgalves et al., 2010) e v) O

enriqguecimento social inclui a socializagdo dos animais, com contato intra-
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especifico, o qual consiste no alojamento, de espécies gregarias, em grupos ou
pares, de maneira harmoniosa, temporariamente ou permanentemente
(Baumans, 2005), pois se alojadas individualmente serdo privadas de
expressar seus comportamentos sociais tipicos (Steward, 2004) ou
interespecifico (humano, ndo-humano) (Baumans, 2005).

Apesar de todos os beneficios que o enriquecimento ambiental pode
trazer aos animais que vivem em restricdo de espaco, € dificil, talvez
impossivel, simular condi¢cdes naturais de vida, sem trazer riscos para a saude
destes animais (Portella, 2000). Por isso 0 uso do EA deve considerar algumas
questbes como: a) Materiais que sejam livres de toxinas e que permitam
processos de descontaminacéo e esterilizacdo evitando que se tornem fontes
de contaminacdo para os animais; b) Materiais que sejam certificados ou
resistentes as espécies as quais se destinam e c) Materiais que sejam
adequados a fase de desenvolvimento em que se encontra o animal (Mattaraia,
2009).

Ressaltamos que seja evitado a improvisacdo e 0 uso de materiais
inadequados, pois podem causar ferimentos ou até mesmo levar os animais a
obito. O enriquecimento ndo deve ser apenas estimulante para os animais, mas
também deve ser administravel, ou seja, de facil implantacdo, remocéo,
limpeza e substituigdo. Viabilizando o trabalho da equipe do biotério, motivando
e criando a vontade, em busca da melhoria continua do EA (Mattaraia, 2009).

Através da busca por referéncias relativas ao uso dos camundongos e o
EA no sitio de publicacbes indexadas PubMed, podemos observar que a
palavra chave mice apresenta 1.479.919 artigos publicados. No entanto,

guando relacionamos as palavras chaves: mice and environmental enrichment,
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apenas 1.057 publicacbes estdo relacionadas a esse assunto especifico
(Outubro de 2017). Acreditamos que esses dados sdo importantes para
podermos ilustrar o quanto a area de comportamento e EA em camundongos
pode ser explorada pelos pesquisadores da area de ciéncia de animais de
laboratorio.

Estamos convictos em afirmar que além de possuirmos uma pequena
fonte de conhecimento sobre o EA para camundongos, os estudos sobre o
comportamento individual e social, os habitos alimentares, alojamento,
acasalamento e em nosso caso especifico ndo realizam o que viemos a
apresentar como consideramos a linha de raciocinio inédita do nosso trabalho.
N&o inferimos ou sugerimos conceitos, nem tanto induzimos ou adaptamos
conhecimentos e equipamentos para o0 enriquecimento do ambiente no qual
sdo mantidos os camundongos. O eixo principal do nosso desenho
experimental foi baseado em “perguntar” ao camundongo qual tipo de EA
preferido. Entdo essa pergunta se tornou a hipétese de trabalho e a “resposta”
dos animais irdo se tornar os resultados, que serdo posteriormente analisados
e discutidos, para somente entdo podermos concluir qual o melhor tipo, dentro
das nossas condi¢cdes operacionais e de rotina, sugerir a implantacdo em
nossa rotina de qual o melhor tipo de EA que pode ser oferecido ao
camundongo Swiss Webster.

Essa “pergunta” foi baseada no uso do Sistema de Gaiolas Interligadas
(SGIl). O wuso desse sistema em associagdo com 0S parametros
comportamentais, principalmente a filmagem do agrupamento e a estruturacao

de um detalhado etograma, consideramos que o nosso desenho experimental
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possibilite aos animais demonstrar a sua preferéncia pelos tipos diferentes de
EA oferecidos (Kuzel et al., 2013)

Entdo: “Qual o tipo de EA mais adequado ao manejo dos camundongos
SW-M em biotério ?”

A ideia principal para a elaboracdo e execucdo desse trabalho foi a
busca por novos conhecimentos relacionados ao comportamento, habitos e
atitudes individuais e sociais de camundongos mantidos em biotérios, que
possam ser relacionados ao tipo de EA oferecido durante a rotina de manejo do
animal. Nossa hipotese baseia-se no fato de que o uso de gaiolas
convencionais para a manutencdo de camundongos em biotério impossibilita o
animal expressar diferentes repertérios do seu comportamento através da
restricdo do espaco. Além disso, nao possibilita ao animal o comportamento de
escolha ou preferéncia. Essa preferéncia, nesse trabalho esta relacionada a
determinacao do melhor tipo de enriqguecimento ambiental a ser oferecido para
o animal. Esperamos que nessa abordagem seja possivel esclarecer se o EA &
uma importante forma de manejo para elevar o bem-estar dos animais usados
em laboratdrio.

Esse fato pode ser comprovado em primatas ndo humanos, tanto em
laboratorio, como comumente utilizado em gaiolas de animais mantidos em
restricdo de espaco (zoologicos). Porém qual seria o enriguecimento ambiental
mais adequado para camundongos machos de Swiss Webster? Haveria
diferenca entre a preferéncia do camundongo por certo tipo de EA para a idade
de infantos e outro para adultos? Acreditamos que o uso do SGI possa
esclarecer essas questdes. Dessa forma esse trabalho justifica-se através da

elaboracdo de um sistema (equipamento) que nao interfere no manejo,
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fisiologia ou bem-estar do animal e possibilita ao animal demonstrar sua
escolha ou preferéncia na utilizacdo de diversos tipos de materiais de EA.
Concluindo, esperamos que com a utilizacdo do SGI, possamos ao final
sugerir, de forma técnico/cientifica, novos conhecimentos que poderéo
influenciar diretamente num melhor manejo de agrupamento e na utilizacao

otimizada dos equipamentos e materiais disponiveis para o EA.
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DESENHO EXPERIMENTAL
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Nosso desenho experimental foi dividido em duas partes: 12 parte) Qual o
tipo de EA mais adequado ao manejo dos camundongos SW-A em biotério? e
22 parte) Qual seria a forma mais eficiente de oferta/utilizagdo do tipo de EA

preferido para os animais?

e l2parte:

No intuito de esclarecer a nossa primeira questdao utilizamos
camundongos Swiss Webster requisitados entre 2016 e 2017 ao Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ), machos e em
diferentes idades: a) infantos (3 semanas de vida); b) jovens (5 semanas de
vida) e adultos (7 semanas de vida), perfazendo um total de 180 camundongos
para todos os ensaios. Esses camundongos foram recebidos e mantidos no
Biotério de Experimentacdo Animal dos Laboratérios de Biologia Celular e
InovagBes em Terapias, Ensino e Bioprodutos do Instituto Oswaldo Cruz sob
condicbes de temperatura (20 a 22 °C), umidade (45 a 55%), fotoperiodo
(12/12h) e troca de ar (25 trocas/hora), controlados pela utilizagcdo de estantes
ventiladas. Foram albergados no SGI (composto de gaiolas de polissulfona
convencionais pequenas e com grade de ac¢o inoxidavel e piso de raspa de
madeira, a maravalha de pinus). Além disso, 0os animais receberam agua
filtrada e racdo especifica para roedores de laboratério ad libitum.

Os camundongos foram individualmente identificados através da
marcacao temporaria. Todos os procedimentos descritos nesse trabalho estdo
em conformidade com os principios éticos, legislacdo nacional vigente e,

aprovados pela Licenca CEUA/IOC: L-004/16.
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1. Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI):

Desenvolvemos no Laboratério de Biologia Celular o SGI através da
ligacdo entre duas gaiolas pequenas de polissulfona autoclavaveis resistentes
a acidos e bases (15x30x15 cm) por conexdes hidraulicas de policloreto de
vinila (PVC) no tamanho a permitir a passagem de um camundongo adulto.
Estas gaiolas foram divididas entre area A e area B. Em trés diferentes SGls,
iremos testar a cada combinacdo de tipos de EA, concomitantemente em
animais com trés diferentes idades. De forma detalhada, por exemplo, na
Combinacao 1 (Abrigo), utilizaremos trés SGls, um para cada grupo: i) G1 —
infantos; ii) G2 — jovens e iii) G3 — adultos. Na area A de cada SGI inserimos o
Igloo® e na area B colocamos o Tubo de PVC em todos os Grupos (Figura 1).
Nas outras Combinac¢des utilizamos o esquema similar. A partir desse sistema
foi possivel avaliar, para cada Grupo de animais (idades), a preferéncia pelo
uso do tipo de EA oferecido, pela sua interagdo com o material/equipamento na

area A ou area B do SGil.
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Figura 1: Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI). llustracdo do SGI demonstrando a
estruturacdo de duas &reas de preferéncia. Em relac@o a categoria Abrigo, na area A, nesse
caso, inserimos o Igloo® e na Area B, inserimos o Tubo de PVC. A conexdo de PVC possibilita
ao camundongo a se deslocar entre as duas areas e através do nosso desenho experimental,
tornou possivel a mensuragéo da preferéncia do equipamento/material de EA de preferéncia.

2. Esquema de comparacao entre os tipos de EA:

A preferéncia dos animais pelos tipos de EA foi inicialmente estruturado
através da selecdo das seguintes categorias: i) Abrigo: uso do Igloo® vs Tunel
de PVC,; ii) Nidificacdo: uso de Papel Absorvente vs Touca Cirargica e iii)
Atividade Luadica: uso do Tubo com Guizo vs Bola com Guizo. Os

eguipamentos/materiais apresentaram as seguintes caracteristicas detalhadas:

1) Igloo®: Confeccionado com policarbonato, medindo 10 cm de diametro
interno e 5 cm de altura. Esse modelo possui 03 aberturas circulares, cor
vermelha transparente, autoclavavel e com peso total de 56 gramas (g).

2) Tanel de PVC: Consiste de uma seccao de tubo PVC 1 V42”, medindo 10

cm de comprimento na cor branca, nao autoclavavel e pesando 90 g.
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3) Papel Absorvente (Toalha de papel interfolhada): Utilizamos duas folhas,
amassadas em forma de “bola” para cada grupo. Essas folhas sdo compostas

de 100% de fibras naturais, medindo cada folha (20 x 21 cm).

4) Touca Cirlrgica: Touca utilizada como Equipamento de Protecéo
Individual (EPI), sanfonada e descartavel, confeccionada em néo-tecido (TNT)
hidrofébico e 100% polipropileno, com aplicacdo de elastico e inserida

parcialmente aberta em cada grupo.

5) Tubo com Guizo: Elaborado com parte de Tubo PVC de 1/2” medindo 8
cm, com tampdes (cap roscavel) nas extremidades e perfuracdes de 0,3 cm ao
longo do corpo, contendo um guizo metalico de 0,5 cm de didmetro em seu

interior.

6) Bola com Guizo: Confeccionado em termo plastico com aberturas em
sua superficie, medindo 4 cm de didmetro, com peso de 12 g e contendo guizo

metalico de 0,5 cm de diametro no seu interior.

Posteriormente, para a avaliacdo do etograma, também utilizamos atraves
do mesmo esquema um conjunto de Grupos (G1, G2 e G3) no qual nao foi
inserido nenhum tipo de EA no SGI (Controle Negativo). Entdo nosso desenho

experimental foi estruturado da seguinte forma (Esquema 1):
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Esquema 1: Planejamento de combinacdes entre os tipos de EA:

Etapa #1

Combinacdes

G1l,G2eG3 Igloo® Tanel de PVC
2 G1,G2eG3 Papel Absorvente Touca Cirdrgica
3 G1,G2eG3 Tubo com Guizo Bola com Guizo
Etapa #2

Combinacdes

G1l, G2 e G3 Preferido C1 Preferido C2
5 G1l, G2 e G3 Preferido C2 Preferido C3
6 G1l, G2 e G3 Preferido C3 Preferido C1
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Conforme o Esquema 2 recebemos os animais com 3, 5 e 7 sdv e 0s
adaptamos por uma semana ao SGI (na auséncia de equipamentos/materiais
de EA) e na 42, 63, e 82 sdv, formados trés Grupos diferentes iniciaremos a
metodologia de avaliacdo da preferéncia pelo tipo de EA para uma

Combinacao de cada vez.

Esquema 2: Estruturacéo para o estudo de preferéncia.

Terca Recebimento e Adaptacio
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
A A B A
3% adv 3% sdv 7% sdv
Segunda Limpeza das caixas e Insercio do EA
A A B A
4* sdv 6* sdv 8% sdv
Periodo de aclimatacio em 1 hora
Filmagem por 1 hora (dia ()
Sexta
A A B A
4* sdv 6® sdv 8% sdv
Filmagem por 1 hora (dia 3)




3. Parametros para Determinacédo da Preferéncia do EA pelo SGI:

3.1. Filmagem:

Apoés o periodo semanal de adaptacdo dos animais ao SGI (6 dias), na
segunda-feira seguinte incluimos nas respectivas Areas do SGI dois tipos de
cada categoria de EA, conforme descrito acima nas tabelas de Combinacdes
dos respectivos Grupos. A obtencdo dos dados foi realizada através da
filmagem no interior da estante ventilada, por duas cameras portateis, em plano
superior e plano frontal, utilizando-se cameras digitais Sony HDR - PJ760° e
Sony HDR - XR550®. Essas filmagens foram realizadas no momento da oferta
do EA (Dia 0 — Periodo Inicial) e apds 5 dias na sexta-feira (Dia 5 — Periodo
Final). O objetivo desse esquema foi possibilitar a reacdo do animal no
momento da apresentacao inicial ao EA e a sua adaptacdo e uso do mesmo
apos 5 dias de interacdo. As filmagens de cada SGI foram realizadas num
tempo (continuo) total de 60 minutos, respeitando o0 mesmo horario (entre 8:00

a 12:00h) (Fig. 2).

Figura 2: Esquema de filmagem dos SGis:
Estruturamos um cenario onde para melhorar a
visualizacdo dos animais e a qualidade dos
videos. Tornamos a base o fundo de filmagem
na cor preto-fosco e colocamos para a
realizacdo do etograma a cameras digitais Sony
HDR - PJ760° adaptada em plano superior.
Dessa forma para cada combinagao inserida no
SGI obtivemos uma filmagem de 60 minutos
com possibilidade de identificacdo individual dos
animais e a quantificacdo da utilizacdo de cada
animal em cada tipo de EA oferecido.
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3.2. Calculo da Preferéncia pelo EA:

A determinacdo da preferéncia pelos tipos de EA oferecidos foi
constituida pela analise em cada filmagem, para cada Combinacéo, para cada
Grupo e para cada animal, ou seja, avaliamos a interacdo dos animais cmdgl,
cmdg2, cmdg3, cmdg4 e cmdg5, individualmente em 60 minutos de filmagem
(plano superior). Além disso, esse procedimento foi realizado no Periodo Inicial

(DO) e no Periodo Final (D5) (Fig. 3).

Figura 3: Representacao da interagdo dos camundongos ao tipo de EA: Nesse caso utilizamos
como exemplo a categoria Abrigo, onde podemos observar, principalmente na Area B um
individuo utilizando o Igloo®.
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Os parametros utilizados para o calculo da preferéncia dos animais a

cada tipo de EA em cada categoria, conforme a Tabela 1:

Tabela 1: Metodologia para a determinacao da preferéncia pelo EA.

Parametros Metodologia Objetivo
Uso do EA  Quantificar o nimero de interacdo de Determinar o interesse do animal ao
cada animal ao tipo de EA equipamento/material de EA
caracterizado por um periodo = 5 oferecido em valores individuais e
segundos (NUumero de Eventos); percentuais de cada Grupo;
Tempo de Quantificar o tempo em que cada Avaliar a intensidade pelo interesse
Uso do EA animal interagiu com o tipo de EA, de uso do animal ao
considerando um periodo = 5 equipamento/material de EA
segundos; oferecido em segundos para cada
individuo;
indice de Calculamos dos valores, através de Determinar a preferéncia dos
Preferéncia  uma razao (IP = Numero de eventos camundongos ao tipo de EA

relacionado ao uso do EA / Tempo de
uso do EA) relacionando o uso e o
tempo de uso de cada animal ao tipo
de EA;

oferecido, ndo somente pela
interacdo ao EA, porém de forma
mais completa, ou seja, sua
utilizacao e o tempo de

permanéncia no uso do EA;
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J 22 parte:

A segunda parte de nossa metodologia e do objetivo do nosso trabalho
foi o de investigar qual seria a forma mais eficiente de uso em relacdo ao EA
dos camundongos SW-M num biotério de experimentacéo.

Essa abordagem foi constituida da requisicdo de camundongos Swiss
Webster ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ),
machos e na idade de 3 semanas de vida. Esses camundongos foram
recebidos e mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal dos Laboratérios
de Biologia Celular e Inovactes em Terapias, Ensino e Bioprodutos do Instituto
Oswaldo Cruz sob condigdes de temperatura (20 a 22 °C), umidade (45 a
55%), fotoperiodo (12/12h) e troca de ar (25 trocas/hora), controlados pela
utiizacdo de estantes ventiladas. Previamente identificados por marcacéo
temporaria, em numero de 5 individuos, foram albergados em gaiolas
(composto de caixas de polissulfona convencionais pequenas e com grade de
aco inoxidavel e piso de raspa de madeira, a maravalha de pinus). Além disso,
0s animais receberam &gua filtrada e racdo especifica para roedores de
laboratorio ad libitum. Todos os procedimentos descritos nesse trabalho estdo
em conformidade com os principios éticos, legislacdo nacional vigente e,

aprovados pela Licenca CEUA/IOC: L-004/16.
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Diferentemente do uso do SGI, com o qual possibilitou a “escolha” do
animal por dois equipamentos/materiais de cada categoria simultaneamente,
nesse caso, Nnosso objetivo de estudo foi determinar, a partir do EA preferido a
melhor forma de uso do EA pelo grupo de camundongos. Dessa forma, em

resumo, realizamos o seguinte Esquema 3:

Esquema 3: Estrutura de avaliacdo para a metodologia de uso do EA:

32 semana de vida

5.3 (5.8
5% |3%%

O O4d
g Cq

43 semana de vida

S/ EA lglog® PAb Trap

e = Y

58 sdv 62 sdv 72 sdv 88 sdvy 93 sdv 102 sdv

ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

Parametros Fisiologicos e Comportamentais

Conforme o esquema descrito acima, realizamos a comparacao entre

quatro grupos com diferentes tipos de EA desde a infancia até a idade adulta:
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G1: Ausente de Enriqguecimento Ambiental (S/ EA);

G2: Insercéo do Igloo®;

G3: Uso do Papel Absorvente (PAD);

G4: Utilizacdo do Trapézio;

Por fim, realizamos a comparacdo entre trés tipos diferentes de
metodologias através da insercéo dos tipos preferidos de EA, nesse momento
de forma a acompanhar o mesmo grupo, e consequentemente, 0S Seus

individuos, desde a idade de infanto até a idade adulta (Fig. 4).
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Figura 4: Tipos diferentes de metodologias para o uso de EA

Manejo: Continuo

G1 G2
S/ EA lglog®
- aaaaaaa -. - - - -. -
I >—i I I 1 | 1
ssay  |@ra | |G 4% sdy 62 sdv 87 sdv 10° sdv
G3 Gd
Manejo: Intervalado
G1 G2 G1 G2 G1 G2
Hsiea| |8 iaoo® Bsieal [Bsiea Bsreal | & oo
Pab “ Trap m S/EA MW S/EA “ FAb “ Trap
G3 Gd G3 G4 G3 Gd
| | 1 | | | | 1
| 1 | [ | | | i
37 sdv 47 sdv. 6% sdv 8% sdv 10% sdv
Manejo: Alternado
G G2 G1 G2 G G2
m 5/ EA laloo® mw S/ EA Trap, m S/EA PAD
ﬂ PAb “ Trap ﬂ lgiog® PAD Trap lgloo®
G3 Gd G3 G4 G3 G4
1 1 1 | 1 1 1 1
i 1 1 i i 1 i 1
38 sdv 423 sdv 62 sdv 82 sdv 102 sdv
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Complementando nosso desenho experimental, realizamos na 42, 62, 82, e 102
sdv a avaliacdo comparativa dos seguintes parametros fisioloégicos e comportamentais

entre os grupos em cada forma de manejo:

a) Peso corporal (gramas) e ganho de peso entre as semanas (%);

b) Consumo médio de alimentos: agua (ml) e racdo (gramas);

c) Relacédo entre o consumo de alimentos e o ganho de peso;

d) Quantificacdo do uso (nimero de eventos) e tempo de utilizacdo (segundos)
de cada tipo de EA;

e) Etograma;

f) Avaliacdo da reagdo emocional do animal frente aos diferentes tipos de
manejo de uso de EA pelo Teste da Suspensao da Cauda (TSC);

g) Pesagem dos principais 6rgaos dos animais: Cérebro, coracédo, figado e

intestino (gramas);

4. Etograma:

O etograma foi estruturado através da quantificacdo das principais atividades
dos camundongos em biotério. Essa avaliagcdo foi mensurada atraves das filmagens,
determinando-se o percentual (%) de incidéncia das respectivas atividades: a)
Exploracdo do ambiente (EX); b) Procura por alimento (PA); c) Auto-higienizacao
(AH); d) Repouso (Re) e (e) uso do respectivo enriquecimento (EA) em 60 minutos de
filmagem para a avaliacdo de preferéncia no SGI e na gaiola isolada e por 8h

consecutivas na 102 sdv para a avaliacdo das diferentes metodologias (12 e 22 parte,
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respectivamente). O objetivo da avaliacdo das atividades dos camundongos no SGl e
na gaiola isolada (relacionada aos diferentes tipos de manejo) foi comparar se a
presenca do EA (Controle Negativo — ausente de EA) poderia interferir, ou
comprometer a execucdo dos habitos e o comportamento individual e social dos
animais, o que seria indesejado conforme sugerido na RN N° 33 do CONCEA. Na

figura 5, ilustramos as principais atividades quantificadas no etograma.

Figura 5: llustracdo da metodologia de quantificacdo da incidéncia de atividades do etograma: Através
da analise da filmagem, num periodo total de 60 minutos, quantificamos a incidéncia, num total

percentual de atividade, dos respectivos comportamentos que comporiam 0 etograma.
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5. Analises Estatisticas:

Realizamos a coleta dos valores e o processamento dos resultados através dos
programas Excel e Prisma para realizacdo das seguintes operacbes matematicas
como: soma, média, percentual e o desvio padrao (+DP) de todos os dados obtidos.
Definimos como fator de significancia (p<0,05) sob o teste estatistico T student. Esses
resultados foram confirmados através da aplicacdo do teste estatistico nao

paramétrico Mann Whitnney com o mesmo valor de significancia.
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RESULTADOS
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Nossas principais abordagens foram baseadas em descobrir qual o tipo de EA
preferido pelos camundongos SW-M e qual a melhor forma de uso, ou melhor, como a
forma mais eficiente de oferecer o EA durante a rotina de manejo dos animais num

biotério de experimentacao.

No Laboratoério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz desenvolvemos
um equipamento, com o qual denominamos de Sistema de Gaiolas Interligadas (SGl).
Além disso, estruturamos uma metodologia especifica para possibilitar aos animais
demonstrar a sua preferéncia a um par de EA, dividido em trés categorias e em trés
diferentes idades. Mensuramos o periodo inicial de interacdo e ao final, através do

uso por 5 dias de utilizagao.

Toda nossa avaliagao foi registrada através de filmagens continuas e regulares
e a gqualificacdo/quantificacdo de uso foi individualizada, através da identificacdo de
cada animal que compdés o grupo em suas diferentes idades. Isso nos permitiu, além
de determinar a preferéncia pelo tipo de EA utilizado pelo camundongo SW-M, em
suas diferentes idades, também permitiu estruturar um etograma com o qual foi
possivel avaliar qual a influéncia do uso do EA no comportamento individual e social

dos animais ao final da interagdo com o respectivo tipo preferido de EA.

Apoés a determinacédo do tipo preferido de EA pelos animais, um importante
ponto no uso de EA foi questionado pelo nosso grupo de pesquisa. Como o animal
poderia utilizar de forma mais eficiente o EA durante a rotina de manejo dos
camundongos em um biotério de experimentacdo. Definimos como um uso eficiente
do EA, trés diferentes modelos de utilizacdo: a) Uso Continuo, composto da
permanéncia de trés diferentes tipos preferidos de EA (um para cada grupo) desde a

sua infancia até a idade adulta; b) Uso com Intervalos (Intervalado), esse modo
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baseou-se na insercéao, também de trés tipos de EA, por uma semana e a retirada do
equipamento/material por uma semana entre a 42 e a 102 semana de vida e c) Uso
Alternado, no qual promovemos a colocacao dos tipos de EA desde a infancia até a
idade adulta, porém realizamos um rodizio entre os grupos, colocando a cada semana

um tipo diferente de EA.

Nossos resultados demonstram que de forma geral os camundongos SW-M
apresentam reduzido interesse ao uso de qualquer tipo de EA na idade de infanto (42
sdv), tendo como principal atividade comportamental o repouso (Re) observado
durante o etograma. Na 62 sdv ha um expressivo aumento do interesse pelos tipos de
EAs, porém de forma heterogénea, ou seja, a variagdo do interesse entre 0s
individuos pela utilizacdo do EA pode ser muito reduzida em alguns individuos e muito
intenso em outros. Na idade adulta, esse interesse foi mantido, porém é visivel que ha
uma estruturacdo hierdrquica onde o dominante do grupo demonstra atitudes
agressivas em relacdo aos outros individuos para o seu uso exclusivo do EA
(principalmente do Igloo®), “permitindo” que alguns animais e em alguns momentos

também possam utilizar o EA.

Durante a comparagdo entre o0 equipamento/material preferido pelos
camundongos SW-M em biotério como EA durante sua dindmica comportamental,

iremos dividir nossos resultados por combinacdes.

Na categoria Abrigo, onde comparamos o Igloo® e o Tunel de PVC observamos

0s seguintes resultados:
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Figura 6: Avaliacdo individual da interacdo com o EA na categoria de Abrigo. Na Combinacgéao
1 (Igloo®, circulo vs Tanel de PVC, triangulo), pela andlise das filmagens, mensuramos o uso de cada
tipo do EA (A, B, C), através do numero de eventos de interacdo entre cada animal e o material num
tempo de 60 minutos. Também avaliamos o tempo dessa interacdo (em segundos) nos respectivos
tipos de enriquecimento ambiental (D, E e F). Essas avaliacdes foram realizadas através da
observacéo individual dos camundongos em suas diferentes idades: Grupo 1, na 42 sdv (A e D); Grupo
2, na 62 sdv (B e E) e Grupo 3, 82 sdv (C e F). Demonstramos nessas figuras, os resultados da
interacdo no Dia O (Inicial) e no Dia 5 (Final), onde cada simbolo correlaciona-se a um unico individuo e
o traco o valor médio do grupo. * demonstra a significancia estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia
pelo Iglu do grupo de animais na 42 sdv no final do tempo de interacdo em relacdo aos demais
parametros estudados. ¥ demonstra a significancia estatistica (p < 0,05) pela menor preferéncia pelo
Tunel de PVC do grupo de animais na 62 sdv no final do tempo de interacdo em relacdo aos demais
parédmetros estudados.

62



A D

Inicial

Tunel - 36%
u Yo 20 e

Indice de Preferéncia (IP)

Igloo® - 64%

B E

Tunel - 46%

15 P=121

Indice de Preferéncia (IP)
=

Igloo® - 354%

C F
75

o @

25

Tunel - 34%

Indice de Preferéncia (IP)
5
]

Igloo® - 66%
Igloo® Tinel

Figura 7: Determinacdo da preferéncia pelo EA na categoria Abrigo. Através da avaliacdo dos nossos
resultados, buscamos ilustrar por duas formas a preferéncia dos camundongos Swiss Webster, nas idades de
42 sdv (A e D), 62 sdv (B e E) e 82 sdv (C e F), pelo tipo de EA, na categoria Abrigo. Calculamos o valor médio
em percentual (%) para a incidéncia de uso (A, B e C) dos animais em relagdo ao Igloo® (Faixa Azul) e o
Tanel de PVC (Faixa Laranja). Calculamos o indice de Preferéncia através da relagdo entre uso/tempo
obtendo o indice que denominamos de IP (D, E e F), dessa forma determinamos a preferéncia de interacdo
dos camundongos ao tipo de EA (Igloo® e Tunel de PVC) entre 0 momento Inicial (Circulo Amarelo) e Final
(Circulo Azul Escuro). O valor maior de IP esta descrito na figura demonstrando a maior preferéncia do grupo
de animais pelo tipo de EA em nosso desenho experimental.
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Na categoria Abrigo, comparando o Igloo® e o Tunel de PVC, houve uma
preferéncia marcante, principalmente entre os camundongos jovens e adultos pelo
equipamento Igloo quando comparado ao Tunel de PVC. Essa preferéncia foi evidenciada
tanto no momento inicial de insercédo do respectivo tipo de EA, quanto ao final de 5 dias de
interacdo (Fig. 6). Além disso, a relacdo entre 0 uso e o tempo de uso demonstra
claramente que o Igloo® é o equipamento do tipo abrigo que o camundongo SW-M em
biotério mais utiliza e mais gasta o tempo utilizando-o (Fig. 7).

Em relacdo ao Tunel de PVC, ressaltamos que a sua utilizacdo foi mais
observada como apoio para subir em cima do EA e também quando alguns individuos
entravam no Tunel de PVC e permaneciam por relativo tempo dentro, principalmente
durante a ocorréncia de episédios de agressividade no interior do grupo.

Dessa forma podemos afirmar que o Abrigo € uma categoria de EA altamente
utilizada pelos camundongos SW-M em biotério e que o Igloo® é o tipo de abrigo preferido
guando comparado com outros da mesma categoria, em nosso caso o Tunel de PVC.

Dando continuidade a avaliacdo de preferéncia entre os tipos de EA escolhidos
pelo camundongo em biotério, confrontamos a comparagao na categoria de nidificacdo o
interesse entre o Papel Absorvente e a Touca Cirdrgica através do SGI. O Papel
Absorvente foi utilizado a partir da separacédo do papel absorvente comum para enxugar as
maos e juntamos duas a trés folhas e o amassamos até o formato de uma “bola de papel”,
dessa forma inserimos na respectiva area do SGI. A Touca Cirurgica foi colocada apoés ser
“aberta”, também em sua respectiva area. Na figura 8, observamos que desde a sua
apresentacdo e apo6s 5 dias de interacdo o Papel Absorvente foi altamente utilizado.
Destacamos que os camundongos na 82 sdv, apos 5 dias tornam o material como parte do

piso da gaiola, diminuindo assim significativamente o seu uso.
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Figura 8: Avaliacdo individual da interacdo com o EA na categoria de Nidificacdo. Na combinagéo 2 (Circulo
PB Papel Absorvente vs Tridngulo PB Touca Cirlrgica), pela analise das filmagens, mensuramos o uso de
cada tipo do EA (A, B e C) através do numero de eventos de interacéo entre cada animal e o material num
tempo de 60 minutos. Também avaliamos o tempo dessa interacdo (em segundos) nos respectivos tipos de
EA (D, E e F). Essas avaliagbes foram realizadas através da observacao individual dos camundongos em
suas diferentes idades: Grupo 1, na 42 sdv (A e D); Grupo 2, na 62 sdv (B e E) e Grupo 3, 82 sdv (C e F).
Demonstramos nessas figuras, os resultados da interacdo no Dia 0 (Inicial) e no Dia 5 (Final), onde cada
simbolo correlaciona-se a um anico individuo e o trago o valor médio do grupo. * demonstra a significancia
estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia pelo Papel Absorvente dos grupos de animais na 42, 62 e 82 sdv,
no inicio e no final do tempo de interacdo em relacédo aos outros parametros. * demonstra a significancia
estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia ao Papel Absorvente pelos grupos de animais na 62 e 82 sdv,
somente ao periodo Inicial em relagdo aos demais parametros
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Figura 9: Determinacdo da preferéncia pelo EA na categoria Nidificacdo. Através da avaliacdo dos nossos
resultados, buscamos ilustrar por duas formas a preferéncia dos camundongos Swiss Webster, nas idades de 42
sdv (A e D), 62 sdv (B e E) e 8 sdv (C e F), pelo tipo de EA, na categoria Nidificagdo. Calculamos o valor médio
em percentual (%) para a incidéncia de uso (A, B e C) dos animais em relacdo ao Papel Absorvente (Faixa Azul) e
o Touca Cirdrgica (Faixa Laranja). Calculamos o Iindice de Preferéncia através da relagdo entre uso/tempo
obtendo o indice que denominamos de IP (D, E e F), dessa forma determinamos a preferéncia de interagédo dos
camundongos ao tipo de enriquecimento ambiental (Papel Absorvente e Touca Cirlrgica) entre 0 momento Inicial
(Circulo Amarelo) e Final (Circulo Azul Escuro). O valor maior de IP esta descrito na figura demonstrando a maior
preferéncia do grupo de animais pelo tipo de enriquecimento ambiental em nosso desenho experimental.
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A Touca Cirdrgica promoveu pouco interesse aos animais, mesmo apos 5 dias de
interacdo quando comparado ao Papel Absorvente. Os camundongos SW-M em biotério
utilizam intensamente o Papel Absorvente (Fig. 9). Esse fato pode ser descrito tanto no
percentual de uso (70 a 90%) entre as idades a relacédo de uso/tempo (IP=28), sendo maior nos
individuos adultos no periodo inicial de interacdo. Devemos ressaltar que os camundongos na
82 sdv demonstram um alto interesse quando foi inserido o material Papel Absorvente no seu
ambiente, porém apo6s 5 dias a utilizacdo do Papel absorvente diminui significantemente.
Durante a nossa observacéo, esse fato deveu-se a forma de manipulacdo do Papel Absorvente
pelos individuos adultos. Esses animais rapidamente apds a sua apresentacdo ao EA, realiza
Seu uso e com O passar do tempo torna a mesma parte do piso da gaiola, sendo assim,

diminuindo as suas caracteristicas de interacao (IP = 10).

Entado, a partir dos nossos resultados podemos afirmar que o material da categoria

Nidificagc&o preferido como EA pelos camundongos SW-M em biotério foi o Papel Absorvente.

Finalizando essa primeira etapa, realizamos a avaliagdo da interacdo dos
camundongos a objetos que pudessem estimular a Atividade Ludica dos animais. Partimos do
conceito de que alguns objetos que nao tivessem uma funcéo definida (fornecer abrigo ou a
atividade de nidacdo) pudesse estimular os camundongos a terem uma atividade comum

encontrada em outros animais, como a de “brincar”.
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Figura 10: Avaliacdo individual da interacdo com o EA na categoria de Atividade Ludica. Na Combinacao 3 (Quadrado
PB Tubo com Guizo vs Losango PB Bola com Guizo), pela analise das filmagens, mensuramos o uso de cada tipo do EA
(A, B e C) através do numero de eventos de interacdo entre cada animal e o material num tempo de 60 minutos.
Também avaliamos o tempo dessa interacéo (em segundos) nos respectivos tipos EA (D, E e F). Essas avaliag8es foram
realizadas através da observacéo individual dos camundongos em suas diferentes idades: Grupo 1, na 42 sdv (A e D);
Grupo 2, na 62 sdv (B e E) e Grupo 3, 82 sdv (C e F). Demonstramos nessas figuras, os resultados da interagéo no Dia 0
(Inicial) e no Dia 5 (Final), onde cada simbolo correlaciona-se a um Unico individuo e o trago o valor médio do grupo. *
demonstra a significAncia estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia pela Bola com Guizo do grupo de animais na 42
sdv no final do tempo de interacdo em relacdo aos outros parametros. ¥ demonstra a significancia estatistica (p < 0,05)
pela maior preferéncia pelo Tubo com Guizo dos grupos de animais na 62 e 8% sdv somente ao periodo Inicial em relacdo
aos demais parametros. @ demonstra a significancia estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia pela Bola com Guizo do
grupo de animais na 82 sdv somente ao periodo Final em relagcdo e os demais parametros.
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Figura 11: Determinacéo da preferéncia pelo EA na categoria Atividade Ludica. Através da avaliagcdo dos
nossos resultados, buscamos ilustrar por duas formas a preferéncia dos camundongos Swiss Webster, nas
idades de 42 sdv (A e D), 62 sdv (B e E) e 82 sdv (C e F), pelo tipo EA, na categoria Atividade Ludica.
Calculamos o valor médio em percentual (%) para a incidéncia de uso (A, B e C) dos animais em relacéo ao
Tubo com Guizo (Faixa Azul) e a Bola com Guizo (Faixa Laranja). Calculamos o indice de Preferéncia
através da relacao entre uso/tempo obtendo o indice que denominamos de IP (D, E e F), dessa forma
determinamos a preferéncia de interacdo dos camundongos ao tipo de EA (Tubo com Guizo e Bola com
Guizo) entre o momento Inicial (Circulo Amarelo) e Final (Circulo Azul Escuro). O valor maior de IP esta
descrito na figura demonstrando a maior preferéncia do grupo de animais pelo tipo de enriquecimento
ambiental em nosso desenho experimental.
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Realizamos entdo a comparacdo entre dois objetos, a Bola com Guizo e o Tubo
com Guizo. A Bola com Guizo é comumente encontrada no mercado de animais domeésticos
(caes e gatos) e espera-se que o estimulo a sua interacdo ocorra através do seu formato e da
sonoridade do guizo quando ela € movimentada. No caso do Tubo com Guizo, esse objeto foi
confeccionado através da utilizagcdo de um pequeno tubo de PVC com pequenos furos e um
guizo no seu interior. Apos a colocacéo do guizo, realizamos o fechamento das pontas do tubo

com duas conexoes, também de PVC.

Interessantemente, em todas as idades estudadas, mesmo no periodo inicial
guanto no periodo final os objetos (Bola com Guizo e Tubo com Guizo) ndo promoveu aos
animais maior interesse no seu uso como EA (Fig. 10). Interessantemente, os camundongos
adultos demonstraram um reduzido interesse pelo Tubo com Guizo quando foram
apresentados ao objeto (Inicial) e também, de forma reduzida, utilizaram a Bola com Guizo
apos o periodo de 5 dias de interacdo. Contudo, em compara¢do as demais categorias (Abrigo

e Nidificacdo) nossos resultados demonstram um nivel de interesse muito inferior.

Quando realizamos a comparagao entre esses dois objetos (Fig. 11) os resultados
tentem a demonstrar um percentual maior de interacdo com a Bola com Guizo na idade de 4
sdv (81%), porém nas demais idades (jovem e adulto) a utilizacdo é semelhante

(aproximadamente 50% para cada objeto).

Além disso, a relacdo entre uso/tempo € muito baixa. Os camundongos SW-M em
biotério demonstraram um resultado de IP entre 9 e 12 a depender da idade e do periodo inicial
e final, somente com a Bola com Guizo. Isso demonstra que apesar da interagdo com o Tubo

com Guizo, 0s animais passaram um pouco mais de tempo interagindo com a Bola com Guizo.
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Entdo partimos para a segunda etapa de avaliacdo na qual comparamos oS
objetos/materiais preferidos de cada categoria (Abrigo, Nidificacdo e Atividade Ludica) entre

eles através do SGI.

Primeiramente realizamos a comparac&o entre o Igloo® e o Papel Absorvente, que
foram, respectivamente o0s dois objetos/materiais preferidos ao uso como EA pelos
camundongos SW-M em biotério. Entdo dessa forma, confrontamos a seguinte questdo: o

camundongo em biotério prefere o EA que promova o Abrigo ou que estimule a Nidificagdo?

Nossos resultados demonstraram que tanto o Igloo® utilizado como Abrigo num EA,
guanto o Papel Absorvente foram amplamente utilizados. Além disso, ndo foi possivel definir
uma clara preferéncia entre 0s objetos/materiais. Quando colocamos, um objeto em cada area
do SGI, pudemos observar que, quando ha a possibilidade de escolha os camundongos
utilizam os dois, um pouco de cada, ou cada um num pouco de tempo. Podemos dizer através
dos graficos que o Igloo® apds 5 dias de interac&o estimula um pouco mais o uso dos animais,
principalmente de animais na idade adulta. No entanto, o tempo de uso do Papel Absorvente foi
igual ou superior ao uso do Igloo®, principalmente quando levamos em conta que em 5 dias de
uso a tendéncia de manipulacdo do Papel Absorvente é tornar-se parte do piso da gaiola (Fig.

12).

Esses dados tornam-se mais evidente quando observamos que o percentual de
uso do Igloo® em todas as idades foi de aproximadamente 60% quando comparado com o
Papel Absorvente. No entanto a relacdo uso/tempo descreve que quando esse material é
colocado na gaiola os animais apresentam um IP por volta de 30, o que poderiamos interpretar
gue o Papel Absorvente quando inserido na gaiola desperta uma grande curiosidade, interesse
de utilizacdo pelo respectivo de EA, tanto pela sua manipulagcdo quanto pelo gasto de tempo

em que se usa o Papel Absorvente (Fig. 13).
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Figura 12: Determinagdo do objeto/material preferido pelos animais para uso como EA: Através da selecéo
de categorias realizamos a comparacéo individual entre o objeto preferido da categoria Abrigo (Circulo Preto -
Igloo®) e da categoria Nidificagdo (Circulo PB - Papel Absorvente). Mensuramos o uso de cada tipo do
enriguecimento ambiental (A, B e C) através do nimero de eventos de interacdo entre cada animal e o
material num tempo de 60 minutos. Também avaliamos o tempo dessa interacdo (em segundos) entre os
respectivos tipos EA (D, E e F). Essas avalia¢cdes foram realizadas através da observacdo individual dos
camundongos em suas diferentes idades da Combinacéo 4: Grupo 1, na 42 sdv (A e D); Grupo 2, na 62 sdv (B
e E) e Grupo 3, 82 sdv (C e F). Demonstramos nessas figuras, os resultados da interagdo no Dia 0 (Inicial) e
no Dia 5 (Final), onde cada simbolo correlaciona-se a um unico individuo e o traco o valor médio do grupo. *
demonstra a significAncia estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia pelo Igloo® entre 0s grupos de animais
na 42 62 e 82 sdv, no final do tempo de interacdo em relagcdo aos outros parametros. * demonstra a
significancia estatistica (p < 0,05) pela maior preferéncia ao Papel Absorvente pelos grupos de animais na 42,
62 e 82 sdv, nos periodos inicial e final em relacdo aos demais parametros.
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Figura 13: Definicdo da preferéncia pelo tipo de EA utilizado por camundongos da Swiss Webster Outbred
stock. Através da avaliacdo dos nossos resultados, buscamos ilustrar por duas formas a preferéncia dos
animais, nas idades de 42 sdv (A e D), 62 sdv (B e E) e 82 sdv (C e F), pelo objeto/matéria de EA preferido
pelos individuos. Calculamos o valor médio em percentual (%) para a incidéncia de uso (A, B e C) dos
animais em relacdo ao Igloo® (Faixa Azul) e o Papel Absorvente (Faixa Laranja). Calculamos o indice de
Preferéncia através da relagdo entre uso/tempo obtendo o indice que denominamos de IP (D, E e F),
dessa forma determinamos a preferéncia de interagdo dos camundongos ao tipo de enriquecimento
ambiental (Igl00® vs Papel Absorvente) entre o0 momento Inicial (Circulo Amarelo) e Final (Circulo Azul
Escuro). O valor maior de IP esta descrito na figura demonstrando a maior preferéncia do grupo de
animais pelo objeto/material de enriquecimento ambiental em nosso desenho experimental (Combinagéo

4).
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Apoés a determinacéo da preferéncia do EA, foi feito um estudo de qual seria a
influéncia desses equipamentos/materiais no ambiente e na dinamica de interacao
individual e social do comportamento de camundongos Swiss Webster (Fig. 14). Na 42
sdv, na auséncia do EA a atividade de maior incidéncia entre os animais foi o Re

(54%), seguido de EX (23%), PA (19%) e AH (5%)).

Quando inserimos os EAs (Igloo® e Papel Absorvente) no SGI, o etograma
demonstra que ¥4 da incidéncia de comportamentos relacionados a nédo utilizagéo dos
EAs foi relacionada ao repouso (26%). Contudo, 45% da frequéncia das atividades
foram relacionadas ao uso de EA, diminuindo a EX (17%), PA (10%) e AH (4%). Os
camundongos jovens, na auséncia de EA apresentam maior incidéncia de atividades
relacionadas a PA (44%) e EX (42%) e pouco descansam (Re — 10%). Porém na
presenca do Igloo® e do papel absorvente no SGI, promovem um grande interesse
dos animais aos EAs (63%) e diminui a frequéncia de atividades como PA (11%) e EX

(25%).

De forma similar, esses resultados, podem ser observados nos individuos
adultos. Na auséncia de EA, a EX (45%) é o comportamento com maior incidéncia,
seguido da PA (34%). Os camundongos na 82 sdv apresentam um alto interesse pelo
EA, corroborando os dados descritos nessa dissertacéo. A utilizacdo do Igloo® e do
papel absorvente foi relacionada acerca de 69% das atividades dos animais na

respectiva idade e novamente reduzindo a EX (17%) e PA (11%).
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Figura 14: Etograma dos camundongos Swiss Webster através da utilizagdo do SGI contendo os dois
tipos de EA preferidos (Igloo® e Papel Absorvente). Através das filmagens, foi determinado a incidéncia
dos principais comportamentos individuais, calculado pelos valores totais e expressado em percentual.
A Combinac&o 4, contendo o Igloo® e o Papel Absorvente foi avaliado na 42 sdv (A e B), 62 sdv (C e D)
e 82 sdv (E e F). O Etograma foi definido pelas seguintes atividades comportamentais: Exploracdo do
Ambiente (EX — Vermelho); Procura por Alimento (PA — Laranja); Auto-Higienizacdo (AH — Cinza);
Repouso (Re — Amarelo) e Uso do Enriquecimento Ambiental (EA — Azul Escuro). Calculamos a
incidéncia em 60 minutos das respectivas atividades entre o periodo Inicial e Final e determinamos
pelo valor percentual (%) sendo relacionadas a comparacdo entre a auséncia de enriqguecimento
ambiental no SGI (A, C, E) e a presenca do Igloo® e Papel Absorvente (B, D, F) no SGI nas respectivas
idades.
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A utilizacdo do SGI e a estruturacdo do modelo experimental possibilitaram
elucidar a proposta do projeto. Os resultados demonstram que o Igloo® e o papel
absorvente foram os objetos/materiais mais preferidos pelos camundongos SW-M em
biotério. No decorrer do estudo e na captacdo das imagens e analise de dados,
atitudes peculiares dos camundongos foram observadas (Fig. 15). Por exemplo, na
primeira foto (Fig. 15A) é possivel correlacionar que na auséncia do EA os
camundongos apresentaram maior incidéncia de comportamentos como exploracéo
do ambiente (rearing) e procura de alimento (PA). Na figura 15B, principalmente em
camundongos infantos (4% sdv), apesar da oferta de 2 tipos diferentes de EA,

inicialmente, os individuos preferiram repousar em conjunto e nao utilizaram o EA.

O uso do papel absorvente demonstrou aspectos interessantes, o primeiro
baseia-se de que no inicio, o camundongo gostou de interagir com o material (foto no
detalhe), porém apds o periodo de 5 dias de interacéo, os individuos transformam o
material semelhante a cama. Além disso, sdo capazes de transportar as folhas de
papel da area A para a area B e interagir com os dois tipos de EAs numa mesma
area. Sendo que essa interacdo, conforme descrita pelo Igloo®, seu uso é
primordialmente de abrigo, porém principalmente na 62 sdv, os individuos utilizaram
muito esse tipo de EA para subirem e realizarem a exploragdo do ambiente (Fig.
15C). Na idade adulta, uma das desvantagens do Igloo® foi que quatro animais

ocuparam o abrigo e excluiram um individuo (Fig. 15D).
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Figura 15: llustracdo de situacdes peculiares observadas durante o uso dos diversos tipos de EA:
Durante as filmagens, foi possivel observar comportamentos peculiares e marcantes dos animais
durante sua interacdo com o EA através do SGI. O comportamento do camundongo Swiss Webster foi
avaliado na presenca e na auséncia de EA (A). Apés a colocagédo do EA no microambiente do animal,
animais infantos demoram para iniciar sua interacdo com o objeto/material e preferem dormir em
conjunto diretamente na cama da gaiola (B). Animais jovens, interagem de forma dindmica e rapida
com os materiais. Podem subir nas folhas de papel ou no Igloo®, ou também transportar as folhas entre
as areas (C). Na idade adulta, na relacdo de peso corporal e tamanho do abrigo demonstra que o
namero ideal de camundongos para o tipo de Igloo® utilizado sdo de 4 animais, pois tende a um
individuo ser excluido do EA (D).
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Nesse momento, nossas conclusdes parciais baseiam-se em:

e A relacdo entre comportamento individual e social de camundongos em
biotério, no que tange o Swiss Webster, e a utlizacdo de
equipamentos/materiais para o EA, objetos relacionados a categoria de Abrigo

e Nidificacdo é melhor estimulada;

e A preferéncia de uso do EA dos camundongos na categoria de Abrigo esta
relacionada ao uso do Igloo® e na categoria de Nidificacdo direcionada ao
Papel Absorvente. Na comparacdo de preferéncia pelos respectivos
objetos/materiais de EA, tanto o Igloo® quanto o Papel Absorvente demonstram

uma acentuada e dividida preferéncia pela sua utilizacao;

e A Bola com Guizo e o Tubo com Guizo, como objetos estimuladores de
Atividade Ludica ndo demonstraram ser eficientes na promocdo de uso como
tipos de EA. Esses resultados foram comprovados quando realizamos as
demais Combinacbes da Etapa #2 (Igloo® vs Bola com Guizo e Papel
Absorvente vs Bola com Guizo). Preferimos retirar esses dados da nossa
publicacdo e substituir na proxima fase a Bola com Guizo pelo o objeto
chamado de Trapézio que além de considerarmos como uma atividade ladica

promove um estimulo tatil e propriocepc¢ao;

A partir desse conjunto de dados nossa pergunta se tornou: Qual a melhor
forma de manter os respectivos objetos/materiais preferidos (Igloo®, Papel Absorvente
e 0 Trapézio) durante a rotina de manejo, manutencdo e experimentacdo de

camundongos SW-M em biotério?
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Conforme descrito em nosso desenho experimental, acompanhamos 4 grupos
de camundongos SW-M desde a sua 42 sdv até a 102 sdv. Sendo que, dividimos o0s
animais em grupos de 5 individuos onde, a principio, o primeiro grupo (G1) os
camundongos nado receberam nenhum tipo de EA, no Grupo 2 inserimos o Igloo®, o
Papel Absorvente no Grupo 3 e o Trapézio no Grupo 4. Essa ordem foi mantida nos
manejos Continuo e Intervalado. No manejo Alternado, houve uma rotacéo entre G2,
G3 e G4 nos quais cada grupo recebeu um EA diferente, ndo havendo interrupcao da

inclusdo dos objetos/materais de EA (Igloo®, Papel Absorvente e Trapézio).

Finalizamos cada ensaio na 102 sdv e avaliamos parametros
comportamentais/fisiolégicos como o etograma, o Teste da Suspensédo da Cauda e a
pesagem dos principais 6rgdos dos animais (Cérebro, Coracdo, Figado e Intestino)
para podermos avaliar a possivel influéncia do uso do EA e dos diferentes tipos de

metodologias aplicadas na utilizacédo de cada EA.

Nossos resultados demonstram que conforme o padrdo do camundongo SW-M
houve um maior percentual de ganho de peso na 42 sdv e esse percentual se
apresenta decrescente conforme o decorrer das semanas, ou seja, diminui
gradativamente entre jovens e adultos. Em relacdo as diferentes metodologias e ao
percentual semanal de ganho de peso nao foi observado na 42, 62 e 82 sdv alteragfes
significantes no ganho de peso dos animais nos diferentes tipos de manejo para o0 uso
do EA aplicadas. No entanto, os camundongos adultos (82 sdv) a utilizacédo
Intervalada de EA demonstrou uma significante diminuicdo do percentual de ganho de
peso quando comparado aos outros tipos de metodologias a Continua e a Alternada

(Fig. 16).
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Figura 16: Avaliacdo do Percentual de Ganho de Peso: A partir do peso corporal individual e médio de
cada grupo G1 (Sem EA), G2 (Igloo®), G3 (Papel Absorvente) e G4 (Trapézio), calculamos o percentual
(%) de ganho de peso dos camundongos SW-M em biotério entre as idades estudadas: 42 sdv (A), 62
sdv (B), 82 sdv (C) e 102 sdv (D) para os diferentes métodos de manejo com o EA, ou seja, do tipo
Continuo (Barra Azul), Intervalado (Barra Laranja) e Alternado (Barra Cinza). * demonstra a significancia
estatistica (p < 0,05) pela diferenca do percentual de ganho de peso no método Intervalado quando
comparado as outras categorias (Continuo e Alternado) e entre os Grupos com EA (G2, G3 e G4).
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Prosseguimos nossa avaliacdo nutricional através da relacéo estimada entre a
qguantidade individual de racao ingerida diariamente por cada animal e o seu ganho de
peso. Nosso objetivo foi tentar avaliar a influéncia de cada objeto/material na

eficiéncia da conversao de ingesta de alimento e aumento de peso dos animais.

A cada semana, 42, 62, 82 e 102 sdv expressamos no mesmo grafico duas
barras para cada grupo. Uma barra (amarela) significa o valor médio da ingesta
individual de racdo e a barra vermelha esta relacionada a ganho de peso corporal
médio para 0 mesmo grupo na respectiva semana e comparando os diferentes tipos
de metodologias de utilizacdo de EA aplicadas. A estimativa dessa converséo foi
expressa em percentual acima de cada conjunto de barras, ou de cada grupo (Fig.

17).

De forma geral, podemos observar que os camundongos SW-M em biotério na
42 sdv demonstra uma alta eficiéncia de conversao nutricional, pois com uma reduzida
quantidade de racdo ingerida demonstra um significante aumento do seu peso
corporal (60 a 80%). Essa relacdo vai sendo proporcionalmente invertida onde para
um menor ganho de peso, houve a necessidade de uma ingesta maior de racéo,

principalmente evidenciada entre a 82 e a 102 sdv (20 a 50%).

Em relacdo ao tipo de metodologia utilizada, observamos que quando
oferecemos de forma Continua de EA o percentual de conversao nutricional é
superior as outras metodologias, uma média aproximada de 60% conjunto de todas
as idades, alcancando até 80% na 42 sdv, enquanto que os manejos Intervalado e
Alternado foram semelhantes, apresentando uma média de 40% entre todas as
idades, sendo que esse valor foi constante desde a 62 até a 102 sdv, sendo levemente

superior na 42 sdv (60%).
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Figura 17: Relacdo entre a conversdo da ingestdo de racdo e o ganho de peso corporal: Através dos
valores de ganho de peso médio (Barra Vermelha) e o consumo de alimento individual médio (Barra
Amarela), estimamos em percentual (%, valores acima das barras) a conversdo entre a ingestdo de
racao (gramas) entre as idades: 42 sdv (A,Be C),62sdv (D,Ee F), 8% sdv (G,Hel)e 102sdv (J,L e M)
e 0 ganho de peso (gramas) comparando os métodos de manejo de EA: Continuo (A, D, G e J),
Intervalado (B, E, H e L) e Alternado (C, F, | e M).
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Em relacdo a ingestdo de agua (Fig. 18), observamos que durante o manejo

Intervalado na 62 e 82 sdv houve um aumento significante da ingesta hidrica dos

animais nos grupos nos quais foram inseridos/retirados os diferentes tipos de EA (G2

— 1gloo®; G3 — Papel Absorvente; G4 — Trapézio).
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Figura 18: Quantificacdo do consumo hidrico: Realizamos o célculo do consumo de agua
(mililitros) médio dos grupos: G1 (Sem EA); G2 (Igloo®); G3 (Papel Absorvente) e G4
(Trapézio) e estimamos o consumo individual (ml) da ingesta de agua pelos camundongos SW-
M em biotério nas diferentes idades: 42 sdv (A), 62 sdv (B), 82 sdv (C) e 102 sdv (D) e nos
diferentes métodos de uso do EA: Continuo (Barra Azul), Intervalado (Barra Laranja) e
Alternado (Barra Cinza). * demonstra a significAncia estatistica (p < 0,05) pelo aumento da
ingestdo de agua relacionada ao método Intervalado quando comparado as outras categorias
(Continuo e Alternado) e entre os Grupos com EA (G2, G3 e G4) e sem EA (G1).
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Em nossa abordagem comportamental o primeiro parametro avaliado foi a
interacdo do respectivo EA inserido em cada grupo. Nossos resultados demonstraram
gue os camundongos SW-M em biotério quando submetidos a um manejo Intervalado
apresenta uma quantidade de uso maior, a partir da 62 até a 102 sdv, dos
objetos/materiais de EA oferecidos quando comparados com as outras categorias de
manejo. Da mesma forma esse resultado € observado no aumento do tempo de
utilizacdo dos tipos de EA inseridos em cada grupo. Consequentemente, foi
significante o aumento da relacdo Uso/Tempo dos camundongos no periodo
compreendido entre a idade de jovens e adultos do EA ofertado na aplicacdo da

metodologia Intervalada (Fig. 19).

A principio, a partir da avaliacdo da interagdo dos animais ao EA, poderiamos
sugerir que o0 manejo Intervalado promove uma maior interacdo com 0S
objetos/materiais inseridos nas gaiolas como EA. Contudo, na 102 sdv, quando
avaliamos o aspecto emocional, ou a resposta comportamental do animal frente a
uma leve situacdo de estresse, ou seja, na avaliacdo pelo TSC, essa respectiva

interpretagdo merece uma discusséo apropriada.

Durante a aplicacdo da metodologia Intervalada, os resultados do TSC indicam
que os individuos que foram submetidos a esse tipo de manejo demonstraram um
tempo de imobilidade significativamente menor quando comparado com as outras
categorias. Esses resultados indicam que os respectivos animais demonstraram um
perfil proximo a ansiedade, ou também chamado de anxiety-like, provavelmente
relacionado a pela colocacdo e a retirada constante dos objetos/materiais de EA

durante o periodo entre 4 e 10 semanas de vida. (Fig. 20).
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Figura 19: Utilizacdo do objeto/material de EA pelos camundongos nas diversas
metodologias aplicadas: Durante as seguintes idades 42, 6%, 82 e 102 semanas de vida (sdv)
guantificamos o nimero médio de utilizacdo de cada objeto/material de EA: Igloo®, Papel
Absorvente, e o Trapézio durante 60 minutos/semana (A). Além disso, quantificamos o
tempo com o qual o animal interagiu com cada tipo de EA (B) e calculamos a relacdo
Uso/Tempo para cada Grupo (C) em nossas diferentes metodologias: Continuo (Barra
Cinza), Intervalado (Barra Verde) e Alternado (Barra Amarela). * demonstra a significancia
estatistica (p < 0,05) pelo aumento da interacdo dos animais ao EA durante a aplicacdo da
metodologia Intervalado quando comparada aos outros métodos a partir da 62 sdv.
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Figura 20: Avaliacdo da resposta emocional dos camundongos pelo TSC: Na 102 sdv, realizamos
em todos os camundongos SW-M em biotério a avaliagdo comportamental/emocional pelo Teste da
Suspensdo da Cauda (TSC). Através da aplicacdo das metodologias: Continua (Barra Cinza),
Intervalada (Barra Verde) e Alternada (Barra Amarela) avaliamos o tempo de imobilidade de cada
animal ao TSC num periodo de segundos (seg) nos Grupos: G1, na auséncia de EA; G2 pelo uso
do 1gloo® G3 na presenca do Papel Absorvente e na inclusdo do Trapézio (G4). * indica a
significancia estatistica (p < 0,05) pela diminuicdo do tempo de imobilidade dos animais durante o
TSC na aplicacdo da metodologia Intervalada nos Grupos G2 e G3 em relagdo as outras
metodologias (Continua e Alternada) e na auséncia de EA (G1).

86



Nossa outra abordagem comportamental foi a realizagdo na 102 sdv do

etograma para cada tipo de metodologia de insercdo do EA.

O manejo Continuo demonstrou que apés o periodo de utilizacdo dos mesmos
objetos/materiais de EA, na 102 sdv, o grupo sem EA demonstrou maior incidéncia da
atividade de repouso. Na oferta do Igloo® e do Papel Absorvente, houve uma
mudanca no seu padrao de comportamento havendo uma preponderancia ao uso dos
respectivos tipos de EA em relacdo as demais atividades. Ressaltamos que em
relacdo ao Trapézio, apesar do seu comprovado uso, através do desenho
experimental do nosso etograma a atividade no qual ficou mais evidente foi o repouso
(Fig. 21). Em relacdo ao o manejo Intervalado, observamos um resultado similar,
porém a intensidade da incidéncia de uso dos tipos de EA (Igloo® e Papel Absorvente)

foi superior ao Continuo (Fig. 22).

Por fim, na metodologia Alternada, um importante detalhe dever ser descrito.
Ap6s a rotacdo dos trés tipos de EA (Igloo®, Papel Absorvente e Trapézio) em cada
grupo (G2, G3 e G4), mantivemos conforme a sugestdo do Programa de
Enriguecimento ambiental do CEA/IOC, uma semama de auséncia em todos o0s
grupos de qualquer tipo de EA. Dessa forma, podemos observar que, apesar do uso e
da interacdo pelos diversos tipos de EA por um periodo desde a sua infancia até a
sua idade adulta, quando ha a retirada do objeto/material de EA os camundongos
SW-M em biotério tendem a se comportar como se nunca tivessem tido contato com o

EA, tendo o repouso como a atividade de maior incidéncia (Fig. 23).
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Figura 21: Etograma dos camundongos Swiss Webster através da aplicacdo do método
Continuo de uso do EA. Na 10* semana de vida, através da filmagem de cada Grupo, foi
determinado a incidéncia dos principais comportamentos individuais, calculado pelos valores
totais e expressado em percentual (%). O Etograma foi definido pelas seguintes atividades
comportamentais: Exploragdo do Ambiente (EX — Azul); Procura por Alimento (PA — Laranja);
Auto-Higienizacdo (AH — Cinza); Repouso (RE — Amarelo), Sniffing (SN - Vermelho) e Uso do
Enriguecimento Ambiental (EA — Verde). Calculamos a incidéncia em 60 minutos das
respectivas atividades durante a aplicagdo do manejo Continuo no G1, sem EA (A); G2, na
presenca do Igloo® (B); G3, pelo uso do Papel Absorvente (C) e a inclusédo do Trapézio (D).
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Figura 22: Etograma dos camundongos Swiss Webster através da aplicacdo do método Intervalado de uso
do EA. Na 102 semana de vida, através da filmagem de cada Grupo, foi determinado a incidéncia dos
principais comportamentos individuais, calculado pelos valores totais e expressado em percentual (%). O
Etograma foi definido pelas seguintes atividades comportamentais: Exploracdo do Ambiente (EX — Azul);
Procura por Alimento (PA — Laranja); Auto-Higienizacdo (AH — Cinza); Repouso (RE — Amarelo), Sniffing (SN
- Vermelho) e Uso do Enriquecimento Ambiental (EA — Verde). Calculamos a incidéncia em 60 minutos das
respectivas atividades durante a aplicacdo do manejo Intervalado no G1, sem EA (A); G2, na presenca do
Igloo® (B); G3, pelo uso do Papel Absorvente (C) e a inclusédo do Trapézio (D).
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Figura 23: Etograma dos camundongos Swiss Webster através da aplicacdo do método Alternado
de uso do EA. Na 10% semana de vida, através da filmagem de cada Grupo, foi determinado a
incidéncia dos principais comportamentos individuais, calculado pelos valores totais e expressado
em percentual (%). O Etograma foi definido pelas seguintes atividades comportamentais:
Exploragcdo do Ambiente (EX — Azul); Procura por Alimento (PA — Laranja); Auto-Higienizagéo (AH
— Cinza); Repouso (RE — Amarelo), Sniffing (SN - Vermelho) e Uso do Enriqguecimento Ambiental
(EA — Verde). Calculamos a incidéncia em 60 minutos das respectivas atividades durante a
aplicagdo do manejo Alternado no G1, sem EA (A); G2, na presenca do Igloo® (B); G3, pelo uso do
Papel Absorvente (C) e a inclusdo do Trapézio (D).
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Finalizando nosso conjunto de resultados descrevemos atraves da Tabela 2 o
peso dos principais 6rgdos vitais dos camundongos na 102 sdv. Realizamos a
pesagem do cérebro, coracdo, figado e intestino de cada animal e os valores
correspondem a média de cada grupo em comparacéo a cada tipo de metodologia de
insercdo de EA (Continua, Intervalada e Alternada). Em resumo, ndo observamos
diferencas significativas nos valores médios de cada 6rgdo quando comparamos as
diferentes categorias. Dessa forma, podemos concluir que apesar do tipo de manejo
aplicado aos animais ndo ocorre uma evidente influéncia fisiolégica que altere a

morfologia ou a constituicdo dos respectivos 6rgdos dos animais.
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Tabela 2: Peso médio dos principais 6rgdos nas diversas categorias:
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Cerebro Coragig Figado Intestino
Cont It Alt Cont It Alt Cont Int Alr Cont Int Alr
Gl | 042+002 | 0432002 | 044003 | 032£003 | 0252003 | 0222003 | 246028 | 2.17=0.62 | 2.26=026 | 5.74=077 | 53.76=1.76 | 5.41=0.84
G2 | 043002 ¢ 0432003 044002 | 0292003 | 0.30=0.04 | 0222003 | 209097 | 234=032 | 2.59=0.12 | 5.18=0.80 | 5.69=1.03 | 6.06=0.26
G3 | 045002 | 041001 | 0.43=0.02 | 030=004 | 0.26=0.04 : 024003 : 2790026 | 2.19=020 | 2.39=028 | 6.72=0.75 | 5.88=0.59 | 5.05=0.99
G4 1 043001 ¢ 043002 | 042=0.05 | 030=005 | 0.27=0.04 | 0.20+0.02 : 261012 | 228=021 | 2.34=031 | 5.62=067 | 5.11=038 | 5.32=0.57

Peso Médio em gramas (g); £ referente aoc DP
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A primeira contribuicdo teorica significativa para minimizar os aspectos éticos
negativos da experimentacado animal foi feita pelo zoologista William M. S. Russell e 0
microbiologista Rex L. Burch, em 1959 (Rezende; Peluzio; Sabarense, 2008), com a
apresentagcao do trabalho denominado “The Principles of Humane Experimental
Technique”, no qual os autores propuseram o conceito dos 3 R’s, como ficou
conhecido, por sua grafia em inglés das palavras Replacement, Reduction e
Refinement (Substituir, Reduzir e Refinar) (Braga, 2017; Cazarin; Corréa; Zambrone,
2004; Petroianu, 1996). O refinamento das técnicas de manipulacdo e
experimentacdo é um dos principios éticos utilizados na Ciéncia em Animais de
Laboratério, o qual tem como objetivo, minimizar a dor ou sofrimento do animal desde
seu nascimento até sua morte, visando a promocéo do seu bem-estar (Braga, 2009).

Neste estudo, foi abordado o uso do EA por camundongos machos, Swiss
Webster, mantidos em biotério, em diferentes idades e categorias de modificacdo do
ambiente do animal: a) objetos que promovam abrigo aos animais; b) materiais que
possibilitem a atividade de nidificacdo e c) objetos que estimulem a atividade ludica
dos animais. Com o uso do SGI foi possivel realizar a combinacdo entre os diversos
tipos de EA, e possibilitar ao camundongo demonstrar sua preferéncia pelo tipo de EA
oferecido em suas diferentes idades (Kuzel et al., 2013).

De um modo geral, independentemente da idade dos animais, foi possivel
observar que a preferéncia dos camundongos em biotério, foi relacionada,
principalmente, as categorias de abrigo e nidificacdo. Os objetos de atividade ludica
utilizados nesse estudo despertaram interesse, porém com nivel de interacdo
reduzido, quando comparados com as outras categorias, até mesmo nas idades
infanto e jovem (Martins et al., 2017). E provavel que o comportamento individual do

camundongo esteja relacionado a esses resultados, uma vez que o animal tende a
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direcionar suas atividades, na busca por protecdo contra possiveis predadores,
companheiros ou outros estimulos, como a luz forte, fazendo uso dos abrigos, e na
confeccdo de ninho para termorregulacdo, conforto e repouso (Brasil, 2016b;
Mattaraia; Oliveira, 2012; Moreira, 2015; Rivera, 2017).

Os camundongos normalmente, durante sua rotina de manejo, demonstram
atitudes e/ou comportamento de construcdo para tocas e ninhos, principalmente
através da utilizac&o do préprio material utilizado como piso. Dessa forma, a utilizacéo
de materiais para piso/cama que encorajem tal comportamento deve ser fornecido em
abundancia.

Gaskill e cols., (2003) relatam que os ninhos sdo usados por ratos selvagens
para proteger os predadores, retirar-se das duras condicdes ambientais e proteger os
jovens. Os comportamentos associados a construcdo de tocas e ninhos estéo,
portanto altamente ligados a sobrevivéncia dos animais. Os ratos em laboratorio,
embora removidos de condi¢cdes selvagens, durante muitas geracdes, também
demonstram alta motivacdo para construir tocas e ninhos quando sdo fornecidos
materiais adequados. Em relagcdo aos camundongos, também observamos que a
atitude de construcdo de tocas e ninhos sdo altamente incidentes em laboratério,
principalmente quando motivados pela oferta de piso/cama que estimule a essas
atitudes.

Apesar da discussdo entre a possibilidade da diferenca do repertério
comportamental entre camundongos selvagens e em ambiente de laboratério, em
ambas as situacdes todo o seu repertdrio genético foi mantido para possuir um
metabolismo altamente acelerado, preparado para fugir imediatamente de seus
predadores. No caso do camundongo, essa espécie é predada, praticamente por

todos os animais, sendo componente da base da cadeia alimentar.
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Esse detalhe torna-se muito importante e corrobora nossos resultados no
estudo da preferéncia pelo tipo de enriquecimento ambiental. O uso do Igloo® e do
Papel Absorvente, irdo estimular, motivar o animal a constru¢do de abrigos (tocas) e
ninhos onde o obijetivo principal e se sentirem mais protegidos e confortaveis. Além
disso, também nos explica a baixa incidéncia ou interesse nos objetos relacionados a
atividade ludica.

Segundo Bekoff e Allen (1998), o ato de brincar é toda atividade motora que o
individuo apresenta apds 0 nascimento e que parece nao ter um objetivo imediato, no
qual padrbes motores de outros contextos podem ser usados de forma modificada e
alterada em termos de sequéncia temporal. A brincadeira apresenta diversos niveis
de complexidade, indo desde simples corridas e saltos até interacdes sociais
complexas e prolongadas. Ndo sendo constituido de um comportamento simples e
unitario, geralmente € dividida em trés subcategorias: 1) com objetos; 2) envolvendo
locomocéo; e 3) através de interacdes sociais.

Estudos realizados com varias espécies mostraram que o0 tempo gasto em
brincadeira ndo ultrapassa 10% do orcamento de atividades. No caso especifico de
roedores, Siviye Atrens (1992), constataram que, em ratos albinos, a brincadeira
consome entre 2 e 3% do orcamento energético diario.

Com base nos dados apresentados acima pode-se sugerir que em funcdo do
tempo despendido em brincadeira e dos custos envolvidos nessa atividade, os efeitos
seriam minimos para que a brincadeira pudesse ser mantida pela selecdo natural.
Esses autores também argumentam que o comportamento ludico pode ser adaptativo
devido aos seus efeitos imediatos ou, em curto prazo, e pode néo ter efeitos de longo
prazo consistentes, importantes e previsiveis. Dessa forma, a atividade de brincar,

além de despender alto gasto de energia, pode tornar o animal mais susceptivel ao
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ataque de predadores, o que explicaria a reduzida utilizacdo de objetos relacionados
a atividade ludica (brincar) em nosso trabalho.

Em relacdo a idade dos animais, vale salientar que ha também uma diferenca
evidente, independente dos tipos de EA oferecidos entre as categorias. Os
camundongos infantos demonstraram reduzido interesse em todos EA oferecidos,
porém apresentaram um comportamento mais uniforme entre os individuos do
respectivo grupo. O papel absorvente, da categoria nidificacdo, desde a sua
apresentacao até apos os 5 dias de interacdo, demonstrou ser o item de preferéncia
dos animais dessa idade. E possivel que esse resultado esteja associado ao
comportamento individual e social caracteristico dessa idade, quando ha menor
atividade fisica e maior tempo de repouso, sendo entdo mais adequado o uso do
papel absorvente para confeccionar o ninho.

Os animais jovens, curiosamente, apresentam interesse diferenciado quando
comparados entre si, uma vez que alguns se interessam mais pelo EA do que outros.
A categoria abrigo é a preferida para essa idade, principalmente para o uso do Igloo®.
O papel absorvente, também promoveu um marcante e heterogéneo interesse de seu
uso. Esses dados podem ser explicados provavelmente pelo fato dos animais nessa
idade estarem em elevacdo hormonal, (neste caso, 0s hormbnios sexuais)
promovendo, assim, uma maior atividade comportamental e uma significativa
curiosidade dos individuos ao ambiente e a qualquer objeto ou material inserido em
seu ambiente (Campos et al., 2016). Porém, constatou-se queda no interesse/uso do
papel absorvente apds 5 dias de interacdo, uma vez que o EA foi misturado a cama
dos animais, devido a utilizacdo excessiva. Desta forma, sugere-se que, nessa idade,

deve haver uma troca do material a cada 48 horas para que haja interacédo continua.
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Nos animais adultos a questdo do papel absorvente também foi observada,
onde houve alta preferéncia pelos individuos, porém novamente de maneira
desuniforme, uma vez que alguns animais interagem com o EA e outros n&o. Nessa
idade ficou ainda mais evidente que ap0s 5 dias de interacdo, o papel absorvente e a
cama tornaram-se um mesmo material, perdendo sua caracteristica de EA.

O Igloo®, sem duavida, é o tipo de EA de maior preferéncia entre os
camundongos adultos, uma vez que este propicia abrigo aos individuos e alguns
passam mais tempo interagindo com esse objeto do que com qualquer outro tipo de
EA testado. Entretanto, é interessante destacar que alguns animais dominam o Igloo®,
demonstrando claramente que esse EA estimulou o comportamento individual e social
de territorialismo (Batista et al., 2012). Essa dominacao pelo objeto pode ser notada
pela presenca de ataques proferidos pelo camundongo dominante contra 0s outros
animais que buscam fazer uso do Igloo®. Porém quando ha tolerancia do dominante
ao uso do EA por outros individuos, o tamanho do Igloo® torna-se um fator limitante,
restringindo seu uso para, no maximo 4, camundongos na idade adulta ao mesmo
tempo.

Em relacdo ao etograma, dentre as atividades comportamentais mais
frequentes observadas nestes animais, sem o uso do EA, foi a procura de alimento
caracterizada pelo remexer da cama com as patas dianteiras (digging) e a exploragéo
do ambiente (rearing) quando ha o levantamento vertical, com ou sem apoio das
patas dianteiras, na parede da gaiola.

Na auséncia do EA no SGI, os camundongos Swiss Webster, demonstraram
na 42 sdv alta incidéncia na atividade de repouso, seguido de EX e PA. No entanto,
quando foram inseridos os EAs de escolha, Igloo® e o papel absorvente em cada area

do SGI, houve uma mudanca no seu comportamento individual e social. O uso do EA
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foi de grande proporcdo, sendo que, salienta-se, que esse uso, também foi
direcionado a atividade de repouso, pois ambos EAs propiciam esse habito natural da
idade. Além disso, curiosamente, parte dos animais manteve a atividade de repouso,
porém sem o uso do EA.

Os individuos jovens e adultos demonstraram um perfil semelhante no
etograma na auséncia de EA. A EX e a PA foram as atividades de maior incidéncia
entre o grupo de animais no SGI. A presenca do EA (Igloo® e o Papel Absorvente)
promove alto interesse e sua incidéncia de uso tornou-se maior que as atividades de
EX e PA. Dessa forma, enfatiza-se a importancia do uso de EA em gaiolas de
camundongos em ambiente laboratorial. Ressalta-se que, apesar do grande interesse
e da alta frequéncia de uso dos EAs nas respectivas idades, a diminuicdo da EX e de
PA, foi proporcional entre elas e ndo desapareceu, apenas foi reduzida. A atividade
de RE foi observada em baixa incidéncia na auséncia do EA. Quando houve a
insercdo do EA, os graficos demonstram auséncia dessa atividade. Esse resultado
deve ser avaliado da seguinte forma: a) os animais dessa idade, durante o periodo de
filmagem (60 minutos), apresentaram baixa incidéncia da respectiva atividade e b) os
individuos que foram observados em repouso, o fizeram utilizando o EA, entédo foi
contabilizado como incidéncia de uso de EA (Chumbinho et al., 2012; Rodrigues et al.,
2013).

Em relacdo ao tipo de metodologia utilizada para a rotina de manejo do EA
preferido pelos camundongos SW-M em biotério, avaliamos trés categorias: a)
Continuo, onde os objetos/materiais preferidos (Igloo®, Papel Absorvente e Trapézio)
forma permanentemente mantidos com os animais desde a 4% até a 102 sdv; b)

Intervalado, caracterizado pela colocacao e retirada dos diferentes tipos de EA e ¢)

99



Alternado, onde realizamos a rotatividade entre os Grupos dos tipos de EA entre a 42
e a 92 sdv.

Nossos resultados demonstraram que cada uma das categorias de manejo
para inclusdo/permanéncia do EA preferido na gaiola dos camundongos apresentou
caracteristicas peculiares e pontos positivos e negativos.

O uso Continuo do objeto/material de EA, acreditamos promover ao animal
maior conforto, principalmente no inicio de sua interacao, refletido principalmente na
sua relacédo de conversao de ingesta de alimento e conversdo em ganho de peso e no
tempo de imobilidade do TSC. Porém, conforme descrito nos resultados de numero
de interacfes e tempo de uso do EA, houve com o passar do tempo uma diminuicédo
desses quesitos 0 que nos leva a sugerir que 0s animais ao logo do periodo de
interacdo se adaptam ao EA tornando-o como parte integrante da gaiola e perdendo a
caracteristica de EA, como 0 piso ou a tampa.

O manejo Intervalado, promoveu maiores efeitos negativos. Os camundongos
demonstraram em nossos resultados um estado similar a ansiedade, ou também
denominada de anxiety-like o que foi comprovada pelo TSC, mas também pelo menor
percentual de ganho de peso, maior ingestdo de agua e finalmente menor tempo de
imobilidade quando colocado frente a uma situacéo de estresse ao final do periodo de
interacao.

O manejo Alternado, por sua vez demonstrou uma caracteristica intermediaria
entre o Continuo e o Intervalado. Ndo demonstrou efeitos positivos conforme e
eficiéncia na conversdo de ingesta de racdo e ganho de peso como o método
Continuo, mas também nao promoveu um estado de ansiedade aos animais como o
manejo Intervalado. Além disso, seu nivel de interacdo Uso/Tempo de uso foi

considerado bom e similar ao continuo.
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CONCLUSOES
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Através do conjunto de resultados descritos nesse trabalho foi possivel
responder a questdao motivadora do projeto: “Qual seria o melhor tipo de EA para
camundongos SW-M em biotério?”

Mediante a utilizacdo do SGI, tornou-se possivel a escolha do animal, em
diferentes idades, entre os equipamentos/materiais de sua preferéncia, como EA em
suas atividades individual e dindmica social. Os tipos de EA relacionados a categoria
abrigo e nidificacdo foram os de preferéncia. Sendo que dentro dessas categorias, 0
Igloo® e o papel absorvente foram os preferidos, respectivamente. E valido ressaltar
gque camundongos infantos demonstram menor interesse ao uso de EA quando
comparado com as idades de jovens e adultos. Além disso, diversos objetos de
atividade ludica promovem reduzido interesse nas diferentes idades estudadas.

Concluimos na 12 parte da nossa abordagem, através da Tabela 3, as
vantagens e as desvantagens de cada objeto/material de maior preferéncia em
relacdo a cada idade. Acredita-se que esses dados possam contribuir para a
orientacdo e a execucao de um processo ou implantacdo de um programa continuo e

eficiente de uso do EA em biotérios.
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Tabela 3: Tipos de EA prefendos e

desvantagens em relacdo as faixas etarias:

resumo

das suas vantagens e

Vantagens Igioo® Desvantagens
Froporciona conforto para repouso 4 sdv Maior tempo de adaptacdo ao EA
Estimula a atividade dos animais 6 sdv Baixo uso como Abrigo
Utilizam como abrigo para 23 oy Utilizaco de 3 a 4 animais
repouso
Reutilizacdo e higienizacao Gerais Dominancia e agressividade

Vantagens

Papel Absorvente

Desvantagens

DOferece material para repouso

aaaaa

Baixo uso e manipulacio do EA

Estimula a afividade dos animais

aaaaa

Ferde 0 uso rapidamente

Alta utilizacdo dos animais

aaaaa

Periodo curto de substituicio

Custo relativamente baixo

Esterilizacao do material
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Em relacdo a 22 parte dos nossos resultados, podemos concluir que o0s
camundongos SW-M em biotério apresentam um melhor conforto e bem-estar, fisico,
comportamental e emocional, através da utilizagdo da combinacdo dos manejos
Continuo e Alternado. Essa afirmacédo baseia-se nos dados nos quais observamos
gue a colocacao/retirada dos diferentes tipos de EA promovem aos animais um
estado de ansiedade, porém quando inserimos continuamente o EA, apds um periodo
de tempo estimado de 2 a 3 semanas de vida, principalmente em animais jovens a
adultos ha uma gradativa perda de interesse pelo objeto/material de EA oferecido.
Dessa forma podemos concluir o nosso trabalho sugerindo, conforme a Tabela 4, que
um Programa de Enriquecimento Ambiental eficiente deve oferecer continuamente os
tipos preferidos de EA (Igloo®, Papel Absorvente e Trapézio) porém alternando a troca

dos mesmos a cada 2 a 3 semanas de utilizacdo como periodos ideais.
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MEs/EA Janeiro Fevereiro Margo
lasemana 2asemana 3asemana 4asemana lasemana 2asemana 3asemana 4asemana 1a semana 2a semana 3a semana 4a semana

fgoo ]

Papel Absorvente

Trapézio 1 ]

Tabela 4: Sugestdo de aplicacdo de um Programa de Enriquecimento

Ambiental através do uso dos tipos preferidos de EA para camundongos:
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