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Resumo

A experimentacao animal permite estudos avangados na pesquisa bésica e aplicada nas mais diferentes areas. A
utilizagdo de animais ainda se faz necessaria para obtencéo de respostas biologicas desconhecidas, principalmente
utilizando animais modelo como o camundongo. No entanto, para que a pesquisa seja realizada de forma
satisfatoria, faz-se necessério seguir procedimento éticos, utilizando o principio humanitario dos 3 Rs: Reduce
(Reducao), Refine (Refinamento) e Replace (Substituicdo) e buscando o bem-estar animal. Nessa perspectiva, o
presente trabalho investigou, por meio de teste de preferéncia, o enriquecimento ambiental selecionado por
fémeas de camundongos da linhagem LG/J. Assim, fémeas (n=18) em diferentes fases de desenvolvimento
(Puberes, Adultas Virgens e Adultas) foram submetidas a dois diferentes tipos de enriquecimentos ambientais:
Bateria 1. nidificacdo (papel toalha e algodéo); Bateria 2. abrigo/protecéo (rolo de papelao e rolo de PVC). No
primeiro contraste (Bateria 1), a preferéncia das fémeas, de todas as fases, foi pelo material algodéo. No segundo
contraste (Bateria 2), houve consenso entre as fémeas de todas as fases pela escolha do rolo de papeldo. No
contraste final (Bateria 3), foi testada a preferéncia das fémeas pelos enriquecimento escolhidos nas baterias
anteriores, o algodao e o rolo de papeldo. O enriquecimento ambiental escolhido, pela maioria das fémeas
Puberes, Adultas Virgens e Adultas, foi o rolo de papelédo. Esse enriquecimento parece oportuno, pois pode
permitir o abrigo/protecdo, principalmente para as fémeas Puberes, mas também pode ser utilizado, quando
rasgado, como material de nidificacdo, importante para termorregulacdo e na maternidade. Além de ser versatil
e de facil adequacéo para utilizacdo em biotérios, o rolo de papeldo é de baixo-custo e pode proporcionar o
bem-estar dos animais de laboratério.

Palavras-chave: rolo de papel, enriquecimento ambiental, camundongo, construcao de ninho.

Abstract

Animal experimentation allows advanced studies in basic and applied research in the most different areas. The

use of animals is still necessary to obtain unknown biological responses, especially using animal model such

as mice. However, for the research to be carried out satisfactorily, it is necessary to follow ethical procedures,

principally by using the humanitarian principle (Reduce, Refine and Replace) and looking for animal welfare.

This paper investigated, by using preference test, the environmental enrichment selected by female LG/J mice.  gste ¢ um artigo publicado em

Thus, females (n=18) in different stages of development (Pubescents, Virgins Adults, and Adults) were exposed  acesso aberto (Open Access)
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to two different types of environmental enrichment: 1. Nesting-kind (paper towel and cotton); 2. Shelter/

Protection-kind (cardboard roll and PVC roll). In the first contrast, the preference for females, of all phases, was
for the cotton. In the second contrast, there was a consensus among the females of all stages for choosing
the cardboard roll. In the final contrast, the preference of females for the enrichment chosen in the previous
batteries, cotton, and cardboard rolls, was tested. The environmental enrichment chosen by most Pubescent,
Virgin Adults, and Adults females, was the cardboard roll. This enrichment seems appropriate, as it may allow
shelter/protection, especially for pubescent females, but it may also be used, when ripped, as nesting material,
important source for thermoregulation and maternity. In addition, it is not only versatile, and easy to adapt for
use in animal facilities, but also is low-cost and can provide the well-being of laboratory animals.

Keywords: Cardboard roll, environmental enrichment, mouse, nest building; nestability.

INTRODUCAO

O avanco cientifico em pesquisa basica e aplicada, na saude animal e humana, tem como
uma de suas pecas-chave a utilizacdo de experimentacao animal’. Muitos animais modelos tém
sido estudados, e o camundongo representa um organismo de grande interesse biomédico e para
pesquisa em geral, uma vez que possui facilidade no cruzamento, intervalos curtos de geracdes e
disponibilidade de muitas linhagens especializadas e caracterizadas geneticamente, com sintenia
com outros mamiferos? No entanto, condutas apropriadas na criacdo e experimentacao tem sido
almejada e investigada pela comunidade cientifica.

Um questionamento importante, no que tange a utilizacdo de animais em pesquisa, seria suas
barreiras éticas, ao utilizar animais sencientes. Apesar de diversas posicoes referentes ao termo,
desde atribuicées a capacidade de sentir dor, baseada na analogia com a estruturas humanas?, a
capacidade do organismo em perceber e responder aos estimulos externos, possuindo algum grau
de consciéncia* essa inquietacdo ética delineou novas posturas na condugao de experimentacao
animal. Vale ressaltar que, ao utilizar a vivisseccao (“cortar vivo”) de um animal com finalidade de
observar fendmenos fisiolégicos ou anatémicos, surgiram movimentos de oposicdo a atividades
envolvendo experimentacao animal®. Um grande marco na reflexdo sobre utilizacdo de animais na
pesquisa, foi o estabelecimento do principio dos 3Rs: Reduce (Reducéo), Refine (Refinamento) e Replace
(Substituicao)s, em que sugere a reducdo do nimero de animais por experimento, o refinamento de
técnicas e procedimentos e a substituicdo dos animais por modelos de experimentacdo nao sensiveis’.
No Brasil, em 1979 foi implementada a Lei da Vivisseccdo (Lei 6.638/79) que autorizava a vivisseccao
apenas com o uso de anestesia e em centros de pesquisa com supervisao especializada®. Revogando
essa lei, foi elaborado um novo conjunto de regras para criacdo e utilizacao de vertebrados em
atividades de ensino e pesquisa em 1995, sancionado em 2008, na Lei 1.153/2008, conhecido como
“Lei Arouca’, em referéncia a seu propositor, o sanitarista e deputado Sérgio Arouca. Sob a vigéncia
dessa lei, foram institucionalizadas Comités de Etica no Uso de Animais (CEUAs) em cada centro de
pesquisa, assim como o Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), o 6rgdo
responsavel por assuntos referentes ao uso e experimentacdo com animais na pesquisa cientifica®,

Com o progresso das pesquisas com animais, surgiram novas abordagens e conceitos passaram
a ser aprimorados. Dentre eles, a procura pelo bem-estar animal, cujo consenso entre sua definicdo
estd a incorporacdo de trés questdes centrais: Esfera fisica (relacionada ao desenvolvimento fisico
e bioldgico), comportamental/naturalidade (proximidade com ambiente natural para exercer
comportamentos tipicos) e mental (livre de estresse)’. A utilizacdo de apenas uma das esferas parece
inapropriada, portanto, o ideal seria a unido das trés ao se utilizar a experimentacao animal. Assim,
agrupando todas as esferas, a abordagem de utilizacdo de Enriquecimento Ambiental (EA) pode
tornar as condicdes de alojamento mais complexas'®, proporcionar oportunidades do animal exercer
comportamentos espécie-especificos'’ e atender as necessidades basicas dos animais, de forma
que amenize os efeitos indesejados de animais de laboratdrio'. Embora possa haver resisténcia ao
uso do EA, em relacao as possiveis alteracdes na rotina dos biotério ou na obtencdo de resultados, a
introducao de enriquecimento, como materiais de nidificacao e abrigo, mostrou promover o bem-
estar sem afetar resultados experimentais ou perda de comparabilidade entre estudos™. Isso sugere
que é possivel adequar o ambiente do biotério para que haja a complementariedade de todas as
esferas relacionadas ao bem-estar.
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Adequando-se ao bem-estar, a oferta de enriquecimentos que possam ser utilizados ndo somente

como desafios para desestressar os animais de laboratério, mas que os possibilite explora-los para seu
conforto ou enfrentamento de situacdes de risco, podemos categorizar dois tipos de Enriquecimento
Ambiental: relacionados a nidificacao e a abrigo/protecao. No primeiro caso, a constru¢ao de ninho
é um comportamento de termorregulacao usual em roedores adultos', mesmo sendo tipico na
fase materna’ e, materiais para sua construcao permitem edificar construcoes elaboradas que
trardo melhor conforto ao animal'®"”. Para abrigo/protecéo, enriquecimentos que possam contribuir
nesse sentido podem aukxiliar na divisdo de recintos, comportamento comum em roedores, em que
tendem a designar diferentes dreas em seu ambiente, como por exemplo espaco para alimentacao e
excrecao'®. Portanto, uma das estratégias para designar o melhor enriquecimento ambiental atribuido
a uma linhagem/espécie animal, seria a apresentacdo de diferentes enriquecimentos em um teste
de preferéncia'. Essa exposicao pode permitir identificar objetos de EA que realmente funcionardo
como estimulos para o bem-estar e que nao serdo possiveis fatores de estresse. Assim, o presente
trabalho investigou, por meio de teste de preferéncia, o enriquecimento ambiental selecionado por
fémeas de camundongos da linhagem LG/J, para definir o melhor enriquecimento a ser utilizado
em nosso grupo de pesquisa em experimentos subsequentes. O estudo verificou a preferéncia das
fémeas, em diferentes fases da vida (puberdade, adultas virgens e adultas com experiéncia sexual/
materna), quanto a dois diferentes tipos de enriquecimentos ambientais: nidificacao e abrigo/protecéo.

MODELO BIOLOGICO

No presente estudo, a experimentagdo animal teve como alvo camundongos (Mus musculus)
da linhagem LG/J (Linhagem #: 000675, nome comum: Large). Em 2015, a primeira geracao dessa
linhagem foi importada do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, EUA) e, a partir de entédo, tem sido
mantida no Biotério do Laboratério de Genética do Comportamento do Departamento de Genética
e Evolucao da Universidade Federal de Sdo Carlos campus Sao Carlos. Os camundongos sdo mantidos
em rack ventilada (Alesco - SP), alimentados ad libitum com racao autoclavavel para roedores (Nuvilab,
Colombo - RS) e dgua filtrada autoclavada, em maravalha autoclavada (pinus - JR Maravalha, Paulinia-
SP). As gaiolas possuem a dimensdo de 30 cm x 19 cm (comprimento x largura). A sala é mantida a
22°C+2 °C em ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 6 horas da manha). Todos os animais
sdo manuseados pela manha, em fluxo laminar, em ambiente com circulacdo controlada, em que o
manuseador esta paramentado com toca, mascara, luvas, jaleco e pré-pé.

MATERIAL E METODOS

Descricao de conduta com os animais

Para a criacdo/manutencéo da linhagem LG/J, os animais foram alocados em gaiolas sexo-especificas,
com até cinco (5) animais por gaiola. Os cruzamentos foram organizados em duplas macho/fémea em
animais apos a sétima semana de vida. Apés a deteccao da prenhez, o macho foi separado da fémea,
em que foi monitorada até o nascimento dos filhotes. Uma semana apés o parto, os filhotes foram
pesados, identificados e desmamados na terceira semana de vida. Da primeira a sétima semana os
animais foram pesados semanalmente. Apds alcancado os objetivos, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical e seus 6rgaos (figado, baco, rins, coracao e cérebro) foram retirados, pesados
e armazenados em ultra freezer, para utilizacdo em procedimentos laboratoriais moleculares.

Critérios de amostragem e formacao de grupos

Foram delineados trés grupos idade-especificos diferentes de fémeas LG/J (n=18): G1 - Puberes
(3 a 5 semanas de vida; n=6), G2 - Adultas virgens (8 a 10 semanas de vida sem experiéncia sexual,
n=6) e G3 - Adultas (8 a 10 semanas de vida, todas com uma experiéncia sexual, resultando em um
parto com ninhada normal, n=6). A formacao dos grupos objetivou investigar se havia preferéncia
por certo tipo de EA em janelas especificas da fase de vida das fémeas. Consequentemente, o EA
que fosse de facil aceitacédo seria adotado como padrao pelo nosso grupo de pesquisa, que trabalha
com cuidado materno e emocionalidade, buscando o bem-estar animal.
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O tamanho amostral foi determinado utilizando a abordagem de Equacao de Recursos (Resource

Equation Approach)®. Como teriamos seis opcdes de EA (vide Figura 1), o resultado obtido foi de
um tamanho minimo de 16 e maximo de 20 animais totais a serem utilizados para que os objetivos
do presente trabalho fossem alcancados. Utilizando o principio humanitario dos 3Rs, optamos por
utilizar 18 animais.
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Figura 1. Delineamento experimental do teste de preferéncia para enriquecimento ambiental.

Teste de preferéncia pelo enriquecimento ambiental

A avaliacao da preferéncia dos animais aos enriquecimentos ambientais fez-se com a utilizacdo
do Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI), baseado em Oliveira et al.?'. O equipamento foi construido
artesanalmente, e consistiu em duas gaiolas/ambientes (30cm (comprimento)x19cm (largura),
Alesco, Atibaia/SP) interligados por um tubo de PVC (4 polegadas) que permitia a passagem livre
do animal entre os dois ambientes. O equipamento foi higienizado com solucéo a base de Cloreto
de Benzalconio (HerbalVet, Ourofino) e etanol 70% e a base das gaiolas foi coberta por maravalha
autoclavada (pinus — JR Maravalha, Paulinia/SP), higienizada e substituida a cada uso.

A adaptacao ao equipamento e os testes foram realizados na area de experimentacdo do
biotério, no periodo da manha (das 07:00h as 11:00). Previamente, os animais foram apresentados ao
equipamento sem os objetos de enriquecimento, somente com maravalha, por trés dias consecutivos,
durante 15 minutos, para adaptacao. Os animais sempre foram colocados no ambiente a esquerda
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(ambiente A), para inicio da adaptacdo. No dia do teste definitivo, o animal foi apresentado ao

equipamento, nas mesmas condi¢des que no periodo da adaptacdo, porém, com os enriquecimentos
posicionados em cada ambiente, e a conduta da fémea foi filmada por 60 minutos. Ao final, os animais
foram devolvidos as respectivas gaiolas.

Foram realizadas trés diferentes exposicbes em trés baterias de teste de preferéncia: Bateria
1 - tipo nidificacdo (papel e algodao), Bateria 2 - tipo abrigo/protecao (rolo de papelédo e rolo de
PVC no mesmo tamanho) e Bateria 3 - Resultado final (resultado da preferéncia do enriquecimento
tipo nidificacdo e resultado da preferéncia do enriquecimento tipo abrigo/protecdo). Vale ressaltar
que o papel utilizado foi o Inter folha natural (20cm x 21 cm). O algodéo foi o material prensado, em
quadrados (Sussex) e o rolo de papeldo foi utilizado os que compde o interior do papel higiénico
comercial (10cm (comprimento) x 4 cm (diametro)). Esses itens foram esterilizados por autoclavagem.
Os tubos de PVC tinham a mesma dimensdo do rolo de papeldo (10cm (comprimento) x 4 cm
(diametro)) e foram higienizados por solucao a base de Cloreto de Benzalconio e posterior aplicacdao
de etanol 70%). O delineamento final pode ser resumido na Figura 1.

As 18 fémeas foram agrupadas da seguinte maneira: G1 - Puberes (n=6), G2 -Adultas virgens
(n=6) e G3 - Adultas (n=6). A primeira bateria envolveu a utilizacdo de escolha entre enriquecimentos
envolvidos com a nidificacdo dos animais, ou seja, o papel toalha e algodao (Figura 2). Ela foi realizada
nas fémeas de todas os grupos (n=3/grupo).

Figura 2. Disposicdo da bateria de testes. (A) Enriquecimento Ambiental do tipo nidificacdo. Em todos os testes da
bateria o papel toalha estava disposto no ambiente a esquerda e o algodéo a direita; (B) Enriquecimento Ambiental do
tipo abrigo/protecéo. Em todos os testes da bateria o rolo de papelao estava disposto no ambiente a esquerda e o rolo
de PVC a direita; (C) Enriquecimento Ambiental do tipo abrigo/protecao preferido pela maioria das fémeas da Bateria
2 (rolo de papelédo) disposto no ambiente a esquerda e o EA do tipo nidificacdo preferido pela maioria das fémeas
da Bateria 1 (algodao)a direita. Os enriquecimentos foram mantidos no ambiente que estavam nas baterias prévias.
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A segunda bateria testou as fémeas de todos os grupos (n=3/grupo) entre a escolha dos

enriquecimentos associados com abrigo/protecao, o rolo de papelao e rolo de PVC (Policloreto de
Vinila) (Figura 2).

A terceira bateria foi delineada para ser realizada entre os enriquecimentos escolhidos de
nidificacao e os de abrigo/protecao. Assim, as seis fémeas de cada grupo foram testadas para escolha
entre os enriquecimentos selecionadas nas Baterias 1 e 2.

ANALISE DOS DADOS

As gravacOes do teste de preferéncia foram analisadas por meio do Programa de Registro
Comportamental X-Plo-Rat?. As preferéncias pelo ambiente e pelo enriquecimento ambiental foram
calculadas baseadas em Zinck e Lima?. Resumidamente:

a. O tempo/frequéncia de interacdo dos animais com os diferentes ambientes foram avaliados
como:

Fi enci biente Aou B
Preferéncia Ambiente = requencia amblente Aou W)
Soma da Frequéncianos ambientes Ae B

sendo ambiente A, 0 ambiente a esquerda do Sistema de Gaiolas interligadas, e 0o ambiente B o local
a esquerda do equipamento.

Vale ressaltar que para os animais adaptados ao equipamento é esperado que a frequéncia seja
proporcional em ambos os ambientes A e B. No entanto, a diferenca sera a presenca do Enriquecimento
Ambiental (EA). Assim, o tempo e frequéncia de interacdo com o EA que ira refletir a preferéncia.

b. O tempo e frequéncia de interacdo dos animais com os diferentes Enriquecimentos Ambientais
(EA) foram avaliados como:

Tempo ou Frequénciainteragio EA | ambienteAou EA/ ambienteB

Preferéncia EA = (2)

Soma Tempo ou Frequéncia deinteragdo de ambos os objetos

sendo ambiente A, 0 ambiente a esquerda do Sistema de Gaiolas interligadas, e o ambiente B o local
a esquerda do equipamento.

O ambiente e/ou enriquecimento que tiveram interacdo do animal por no minimo 60% do
tempo e acima de 60% das vezes foi considerado o escolhido por ele. Os dados para cada grupo
foram avaliados e o enriquecimento com o maior nimero de animais que o escolheu foi considerado
o preferido. Todas as atividades desenvolvidas nesse trabalho foram aprovadas pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da UFSCar (CEUA n° 7096180319).

RESULTADOS

Teste de preferéncia pelo enriquecimento ambiental

Adaptagdo ao equipamento

A adaptacdo ao equipamento foi importante para que os animais estivessem familiarizados ao
ambiente e ndo fosse um fator de equivoco na obtencao da preferéncia pelo EA. Na realizacdo do
teste de preferéncia, essa adaptacao pode ser mensurada pela frequéncia similar das fémeas em
ambos os ambientes, independente dos enriquecimentos ofertados. Estes resultados podem ser
verificados na Tabela 1.

Verificamos que em todos as baterias, as fémeas, independente das fases de vida, ambularam
similarmente (~50% das vezes) nos dois ambientes do Sistema de Gaiolas Interligadas.
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Tabela 1. Frequéncia relativa de ambulacdo das fémeas pelos ambientes do Sistema de Gaiolas Interligadas
Fase Ambiente Bateria 1 Bateria 2 Bateria 3
i A 0,504 0,497 0,504
G1 - Pdberes
B 0,496 0,503 0,496
. A 0,506 0,520 0,522
G2 - Adultas virgens
B 0,494 0,480 0,496
A 0,485 0,478 0,485
G3 - Adultas
B 0,515 0,521 0,515

Ambiente A refere-se ao ambiente a esquerda do Sistema de Gaiolas Interligadas e Ambiente B o ambiente a direita ao equipamento

Preferéncias pelo enriquecimento ambiental

Ao contrastarmos a preferéncia das fémeas por enriquecimentos associados a nidificacao (papel
ou algodao) e abrigo/protecao (rolo de papelao ou rolo de PVC), o tempo e a frequéncia de interacao
com esses objetos podem ser visualizados na Tabela 2

Tabela 2. Duracao e frequéncia relativa da interagdo das fémeas com todos os enriquecimentos ambientais, das
Baterias 1 e 2

Grupos EA Duracéao Relativa Frequéncia Relativa
3 X Algodao 0,545 0,552
G1 - Puberes - Bateria 1
Papel 0,455 0,448
i . Rolo papelao 0,583 0,577
G1 - Puberes - Bateria 2
Rolo PVC 0,417 0,423
. i Algodao 0,608 0,608
G2 - Adultas virgens -Bateria 1
Papel 0,391 0,392
. . Rolo papelao 0,664 0,676
G2 - Adultas virgens -Bateria 2
Rolo PVC 0,335 0,324
i Algodéo 0,535 0,483
G3 - Adultas -Bateria 1
Papel 0,464 0,517
i Rolo papelao 0,753 0,670
G3 - Adultas -Bateria 2
Rolo PVC 0,247 0,330

EA significa Enriquecimento Ambiental. Duragdo Relativa é o tempo que os animais interagiram com o EA, e a frequéncia é o nime-
ro de vezes de interagdo com o EA

Na Tabela 2, os resultados reuniram todas as fémeas de cada grupo. No entanto, cada fase
analisada apresentava trés fémeas e os resultados individuais podem ser verificados na Figura 3.

Como pode ser observado na Figura 3, pelo menos duas em cada trés das fémeas de cada grupo
apresentaram interacdo maior ou igual a 60% em tempo (duracdo) e nimero de vezes (frequéncia)
com o algodéo, enriquecimento de nidificacdo.

Ao analisarmos a interacdo com o enriquecimento relacionado a abrigo/protecao, os dados gerais
podem ser verificados naTabela 2, e os dados individuais, por grupos, podem ser visualizados na Figura 4.

Os resultados de interacdo com enriquecimentos de abrigo/protecdo revelaram a preferéncia
de pelo menos duas em cada trés fémeas, em cada fases, pelo rolo de papeldo. Assim sendo, as
Baterias 1 e 2 revelaram como enriquecimentos preferidos na categoria de nidificacado, o algodéao e,
na categoria abrigo/protecéo, o rolo de papeléo.

Para elegermos o enriquecimento ambiental final de preferéncia, de nidificacdo ou abrigo, os
enriquecimentos algodéo e rolo de papelao foram disponibilizados no equipamento no mesmo
ambiente que ocupavam no teste prévio (Figura 2) e foi realizada a Bateria 3 do teste de Preferéncia.

No contraste final entre os enriquecimentos escolhidos, rolo de papelao e algodao, verificamos
a preferéncias das fémeas, em todas as fases, para um Unico enriquecimento, conforme pode ser
verificado na Tabela 3 e Figura 5.
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Figura 3. Interacao das fémeas das diferentes fases com os enriquecimentos relativos a nidificacdo: algodéo e papel.
Em (A) observarmos os resultados relativos a duracdo de cada fémea com os respectivos enriquecimentos; em (B)
observamos a frequéncia relativa de cada fémea com os enriquecimentos. P significa Pubere, AV significa Adultas
Virgens, e A significa Adultas. A numeracéo (1, 2 e 3) refere-se a cada fémeas de casa grupo.

Tabela 3. Duracéo e frequéncia relativa da interacdo das fémeas com os enriquecimentos ambientais finais, algodao
e rolo de papeléo (Bateria 3)

Grupos EA Duracao Relativa Frequéncia Relativa

Rolo de papeldo 0,596 0,564

G1 - Puberes
Algodao 0,404 0,436
Rolo de papeldo 0,628 0,561

G2 - Adultas Virgens

Algodao 0,372 0,439
Rolo de papeldo 0,680 0,631

G3 - Adultas
Algodao 0,320 0,369

EA significa Enriquecimento Ambiental. Duracao Relativa é o tempo que os animais interagiram com o EA e a frequéncia é o nime-
ro de vezes que os animais interagiram

Tanto a duracao quanto a frequéncia relativa indicam que as fémeas, independente das fases,
ambularam e permaneceram mais tempos interagindo com o enriquecimento ambiental associado a
abrigo/protecdo. Ao verificarmos os dados individuais, as fémeas puberes, adultas virgens e adultas,
em sua maioria, interagiram mais que 60% do tempo e das vezes com o enriquecimento de rolo de
papelao.
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Figura 4. Interacdo das fémeas das diferentes fases com os enriquecimentos relativos a abrigo/protecéo: Rolo de
papeldo e Rolo de PVC. Em (A) observarmos os resultados relativos a duracdo de cada fémea com os respectivos en-
riquecimentos; em (B) observamos a frequéncia relativa de cada fémea com os enriquecimentos. P significa Pubere,
AV significa Adultas Virgens, e A significa Adultas. A numeracdo (1, 2 e 3) refere-se a cada fémeas de casa fase.

DISCUSSAO

A experimentacdo animal requer critérios rigidos para que possa ser conduzida e mesmo replicada
por diferentes grupos de pesquisa. Ambientes novos tendem a gerar alteracdes emocionais em animais,
e para que os resultados possam ser confidveis, todos os elementos que ndo sdo esperados precisam
ser controlados. A habituacao indica que a experiéncia passiva e recorrente de novos estimulos
promove um processo psicolégico de reducao da resposta a esses estimulos®, sendo essencial
em avaliagdes cognitivas®. No presente trabalho, as fémeas foram expostas ao Sistema de Gaiolas
Interligadas para adaptacédo ao equipamento. A reducédo de respostas a novidade do ambiente por
aclimatacdo de no minimo trés dias ja é suficiente para que os animais retornem as suas condicdes
fisiologicas®. Aqui, nas baterias de testes de preferéncia 1, 2 e 3, verificamos que as visitas entre os
dois ambientes foram equivalentes, sugerindo que as fémeas estavam adaptadas, e que somente a
interacdo com os enriquecimentos seria o elemento destoante para avaliar a preferéncia.

A exposicdo aos diferentes enriquecimentos em ambientes ja conhecidos permitiu avaliar a preferéncia
das fémeas por varios materiais. O EA tipo nidificacdo permitem aos camundongos construirem seus
ninhos como se estivessem em seu ambiente natural. Os materiais, algodao e papel toalha, escolhidos
para avaliar a preferéncia dos animais na Bateria 1, além de serem baratos e de facil manipulacdo e
troca durante a higienizacdo das caixas, sdo absorventes, podem ser autoclavados e ndo oferecem
risco aos neonatos. A oferta de material para construcdo de ninho é algo desejavel em camundongos
pois permite a criacdo de microambientes, nos quais podem construir e manipular seus ninhos para
aconchegar-se, controlar sua temperatura corporal, umidade e condi¢des de luminosidade'®'”. Ambos
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Figura 5. Interagdo das fémeas das diferentes fases com os enriquecimentos selecionados nas Baterias 1 e 2: Rolo
de papeldo e Algodao. Em (A) observarmos os resultados relativos a duracao de cada fémea com os respectivos en-
riquecimentos; em (B) observamos a frequéncia relativa de cada fémea com os enriquecimentos. P significa Pubere,
AV significa Adultas Virgens, e A significa Adultas. A numeracao (1, 2, 3,4, 5 e 6) refere-se a cada fémeas de casa fase.

os materiais oferecidos permitiam que fossem desfiados/rasgados e usados para a criacdo de ninhos
e, dessa forma, que os animais estruturassem seus microambientes. No contraste entre o algodao e
o papel toalha, a grande vantagem do algodéo (material de nidificacdo preferido pelas fémeas em
todas as fases) frente ao papel, parece ser a capacidade de moldar o ninho da forma desejada. Isto
porque, a natureza do material de nidificacao oferecido ndo é tdo importante quanto a sua estrutura,
que determina a nestability, ou seja, a capacidade de encaixe e manipulacdo do material®.

Os tubos de papelao e PVC fazem jus a sua categoria, proporcionando sua utilizacdo como
abrigo e permitindo protecao, principalmente, as condi¢des de luminosidade do ambiente. A oferta
de enriquecimentos como tubos pré-fabricados podem ndao melhorar o bem-estar animal se eles ndo
forem motivados a realizar atividades espécies-especificas?, principalmente a construcdo de ninhos,
nao sendo o caso deste trabalho, pois havia a presenca de maravalha, material também usado para o
preparo do ninho. Contudo, os tubos poderiam servir para outros fins como por exemplo, refigio ou
separar o microambiente destinado a excrecdo'®. Mesmo assim, o EA preferido pelos animais foi o rolo
de papelao. E possivel que a vantagem do rolo de papelao sobre o de PVC tenha sido devido a sua
nestability”, pois poderia ser rasgado e utilizado também para moldar seus ninhos. O rolo de papeldo
também possui a vantagem de, como no caso do algodéo e papel toalha, serem de facil manipulacéo
e troca durante a higienizagao das caixas. Embora ambos os objetos oferecem a possibilidade de
exploracdo como escalar e passar através, é possivel que a versatilidade do rolo de papeldo, como
um material que também pode ser manipulado, tenha influenciado na escolha das fémeas.
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As vantagens relativas ao rolo de papeldo parecem prevalecer as do algoddo. Como verificado na

Bateria 3, entre o enriquecimento que possibilite abrigo/protecdo (rolo de papeldo), mas que também
permita a utilizacdo como material de construcao de ninho, comparado ao que que disponibiliza
somente material para a construcdo de ninho (algodao), as fémeas escolheram o primeiro. Como
os enriquecimentos ambientais sdo medidas utilizadas para prevencao de estresse e doencas
correlatas, eles tém uma das funcdes essenciais, que é motivar os animais a desempenhar padrées
comportamentais espécie-especificos, e assim, em conjunto podem alcancar o bem-estar animal®.
O rolo de papeldo parece alcancar esses objetivos, pois, além de ser material de abrigo e ninho,
permite oportunidades para exploracao e locomogao (como subir no tubo, por exemplo). Apesar de
teradisponibilidade de apenas uma escolha, a combinac¢ao de materiais € um dos comportamentos
observados em animais, para construcdo de ninhos mais estruturados e complexos?. No presente
estudo, uma das fémeas (adultas) inicia a transferéncia de algodao para o ambiente com o rolo de
papelado (Figura 6), indicando uma possivel preferéncia para a combinacdo de materiais. Estudos
adicionais seriam necessarios para corroborar essa observacdo. Mas o fato é que todas as fémeas
também dispunham de maravalha para combinar com o material do rolo de papelao.

Figura 6. Possivel combinacdo de material para construcdo de ninho. Fémea adulta transfere algoddo para o ambiente
B, no qual esté presente o rolo de papeldo.

O contraste entre as fases de vida das fémeas e a preferéncia entre os enriquecimentos ambientais
ofertados revelaram que todas as fases tiveram a mesma preferéncia para o tipo de enriquecimento.
Impreterivelmente, as fémeas puberes, adultas virgens e adultas, tiveram como resultado no teste de
preferéncia o rolo de papelado. Sabe-se que o envelhecimento apresenta efeitos em diversos aspectos
bioldgicos, incluindo alteracdes no desempenho cognitivo®®, e na emocionalidade?®'*2. Avistadisso, era
esperado que as fémeas apresentassem diferencas na preferéncia com relacdo as diferencas de idade
e experiéncias de vida, como a maternidade. Sabe-se muito sobre os impactos do enriquecimento
em diferentes fases de vida e a influéncia em diversos aspectos bioldgicos, incluindo fisiolégicos e
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comportamentais®**4, mas a escolha frente a diferentes fases e experiéncias de vida ainda nao foi
bem documentada. Em nosso grupo de pesquisa, verificamos diferencas entre a utilizacdo do rolo de
papelao nas diferentes fases de desenvolvimento das fémeas (dados ndo publicados). Os exemplos
podem ser visualizados na Figura 7, em que as fémeas puberes utilizam o enriquecimento como
abrigo/protecao e atividades exploratdrias (Figura 7a), as adultas virgens utilizam parcialmente como
abrigo/protecdo e como ninhos (Figura 7b), e a méaes o utilizam para construcdo de ninho (Figura 7¢).

Figura 7. Utilizacdo do rolo de papeldo nas diferentes fases de desenvolvimento das fémeas LG/J. Em a, temos as
fémeas puberes; em b as fémeas adultas virgens; em ¢, as fémeas em fase materna (Dados ndo publicados).

Dessa forma, a escolha das fémeas pelo rolo de papelao parece ter sido influenciada pela
versatilidade do enriquecimento, ja que o mesmo pode ser utilizado de diferentes maneiras: como
refigio, abrigo para as condi¢des de luminosidade, permite exploracdo como escalar o tubo, se
locomoverem por dentro e além disso, permite ser roido/rasgado para ser combinado a maravalha
(sempre presente na caixa) para a construcdo de ninhos mais estruturados, além da versatilidade ao
longo das fases de desenvolvimento dos animais.
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A procura pelo bem-estar animal dever ser praticacomum na experimentacdo animal. A utilizacao

de elementos ao ambiente do animal de laboratério, que busque motivagédo e outras consequéncias
favoraveis, deve ser testada, para que nédo seja um fator estressante a mais a esse animal. Apesar de
termos utilizado um tamanho amostral reduzido, pois o estudo tinha intuito de apontar uma escolha
para que outros experimentos fossem desenvolvidos em nosso laboratério, esse resultado se mostrou
favoravel e o rolo de papeldo tem sido utilizado como enriquecimento ambiental em experimentos
de nosso grupo de pesquisa.

CONCLUSAO

A implementac¢ao de enriquecimentos ambientais pode trazer grande contribuicao ao bem-
estar animal. Diversos modelos de enriquecimento podem ser utilizados para esse fim, no entanto,
antes da exposicao definitiva, é recomendado o uso de testes de preferéncia para verificar a real
escolha dos animais. Neste trabalho, o algodéo foi o objeto de nidificacao preferido entre as fémeas
LG/J possivelmente devido a sua capacidade de estruturacdao de ninhos (nestability). E o objeto de
abrigo/protecdo preferido foi o rolo de papeldo, que quando contrastado com o algodéo, também
foi o preferido para todas as fémeas nas diferentes fases analisadas (Pubere, Adultas virgens e
Adultas). Como visto em trabalhos do nosso grupo de pesquisa, o rolo de papeldao permite ser
utilizado de diferentes formas conforme a necessidade dos animais e a fase de vida em que estéo,
por exemplo, podem utilizar para estruturar o recinto, ou também, seus ninhos. Dessa forma, além
da versatilidade ser uma das principais caracteristicas do rolo de papelao, pois pode ser usado como
abrigo/protecédo tanto como material para construcdo de ninhos, também é um objeto de facil acesso,
permite autoclavagem, é atéxico e de baixo custo. Os resultados deste trabalho também permitiram
o desenvolvimento de novas pesquisas do grupo utilizando o rolo de papeldo como enriquecimento
ambiental, e principalmente embasar a investigacdo das diferencas de preferéncia e utilizacdo de
enriquecimentos em diferentes fases de vida.
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