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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

Historico

O camundongo é um roedor que acompanha o homem ha varios milénios.
Segundo dados recentes da paleontologia, a origem do género Mus se situa
provavelmente na Asia e existem também provas de que esses animais habitavam a
China, Greécia e Turquia (Benavides e Guénet, 2003).

A introdugdo desses roedores em laboratério com fins experimentais se
intensificou no comeco do século XX. Neste periodo, a genética despontava como uma
ciéncia que apresentava grande potencial para esclarecer muitos enigmas que rondavam
0 pensamento humano. A comunidade cientifica da época ainda refletia sobre o
impacto das revelagcdes de Charles Darwin com seu livro “A Origem das Espécies”
(1859); no qual estabeleceu o vinculo entre as diferentes espécies animais hum Gnico
processo evolutivo (apud Raymundo, 2002). De acordo com a teoria de Darwin, fazia
sentido que os dados obtidos em pesquisas com modelos animais fossem extrapolados
para 0s seres humanos.

Segundo Magalhdes (2009), algumas condi¢bes importantes corroboraram para
que o uso institucional do camundongo como modelo experimental ocorresse apenas no
inicio do seculo XX: a redescoberta das leis de Mendel, em 1900, desencadeou um
grande numero de pesquisas em torno do fendmeno da hereditariedade; os trabalhos
experimentais tomaram vulto com a instalacdo de muitos laboratérios; grande interesse
em torno de pesquisas sobre cancer. Além do cenario altamente favoravel ao fomento de
pesquisas e descobertas na area genética, 0 surgimento de tumores espontaneos em
algumas linhagens de camundongos os elevou a alvo prioritario nesse campo.

Atualmente, o camundongo é o animal mais utilizado na pesquisa Biomédica e o
mais conhecido cientificamente para testes laboratoriais, com propésito de ensino e
pesquisa biomédica (Andersen et al., 2004). Dentre as caracteristicas que o tornam
adequado ao uso nas pesquisas cientificas, podemos citar o tamanho corporal, a

docilidade, a facilidade de manuseio, a prolificidade e o ciclo de vida curto, que
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possibilita a experimentacdo, o acompanhamento das pesquisas realizadas por varias
geracdes, em curto periodo de tempo e em espago reduzido. Recentemente, dois fatores
o0 elevaram a condicdo de principal modelo animal de doengas humanas: o primeiro foi a
similaridade biol6gica que o aproxima do ser humano: estima-se que a homologia do
DNA destas duas espécies esteja compreendida entre 70 a 90% (Godard, 2001); o
segundo fator é a possibilidade de manipular seus genes atraves de técnicas moleculares
e sistemas de acasalamento. Nas ultimas décadas diferentes linhagens de camundongos
transgénicos e knockout foram colocadas a disposicdo da pesquisa e experimentacao
animal. Estima-se que estejam disponiveis no mercado mundial mais de 2.000 linhagens
de camundongos geneticamente modificados (Soares et al, 2001).

Os camundongos mais utilizados na producdo de imunobioldgicos pertencem a
dois padrdes genéticos distintos: heterogénicos ou outbred - derivados de acasalamentos
ndo-endogamicos apresentando, portanto, alta heterozigose - e isogénicos ou inbred -
resultantes de pelo menos 20 geracGes consecutivas de acasalamentos entre irmaos
completos, gerando um indice de homozigose de 99%. Segundo Ko, (2009) a primeira
linhagem isogénica produzida pelo acasalamento de sucessivas geragdes de irméos foi a
DBA, obtida no inicio de 1900 por Clarence Little. Ele estudava a heranca da cor da
pelagem em camundongos e obteve um casal com genes recessivos de cor para diluido
(d), marrom (b), e ndo agouti (a). Apds os acasalamentos consecutivos entre irmaos
descendentes do casal com genes recessivos para cor, por mais de vinte geracoes, e
selecdo dos animais mais vigorosos, Clarence obteve a linhagem DBA.

A isogenia possibilitou a ndo rejeicdo de transplantes realizados entre individuos
da mesma linhagem, despertando o interesse pela producdo de linhagens isogénicas
destinadas a estudar doencas humanas, 0 que por sua vez, gerou uma demanda muito
grande por estes animais (Andersen et al., 2004). Atualmente conta-se com cerca de 500
diferentes linhagens de camundongos isogénicos (Ko, 2009). As linhagens isogénicas

mais utilizadas nas pesquisas biomédicas sdao BALB/c e C57BI/6.



Modelo animal e desenvolvimento ontogénico de camundongos

O camundongo € um mamifero da familia Muridae, sub-familia Murinae, da
ordem Rodentia e género Mus. Seu nome cientifico € Mus musculus. Possui corpo
fusiforme coberto de pelos, com uma cauda sem pelos e orelhas eretas arredondadas
também desprovidas de pelos (Poole, 1987).

As fémeas sdo poliéstricas com ciclo estral de 4 a 5 dias de duragdo. Possuem
ovulacdo esponténea, aproximadamente 8 a 11 horas ap6s o inicio do estro, cio pos-
parto e gestacdo com 19 a 21 dias de duracdo (Ko, 2009). Nas fémeas, a abertura
vaginal e o primeiro cio podem ocorrer aos 24 dias de idade (Cunliffe-Beamer, 1987). A
maturidade sexual ocorre por volta de 4 a 6 semanas de idade (Guidelines for breeding
genetically engineered mice, 2004).

S&o animais de pequeno porte, ddceis, sociaveis e curiosos. Os cinco sentidos
sdo bem desenvolvidos, sendo o olfato considerado por muitos autores como 0 mais
importante para a espécie, devido a sua complexa organizacao social. Segundo Rivera,
(2009) estes animais criam padrdes de deposi¢cdo de urina, para com seu odor demarcar
o territorio e para reconhecimento, tanto individual quanto do grupo.

Os filhotes nascem com pele avermelhada (linhagens albinas), desprovida de
pelos, com excecdo das vibrissas (6rgdos de tato altamente sensitivos), olhos e pavilhdo
auricular fechados e orelhas coladas a cabeca, com peso ao nascer entre 1,0a 1,5 g.

Devido a pele fina e a falta de pelos, ap6s a primeira mamada pode-se visualizar
o leite (mancha branca) no abddémen, mais precisamente no estbmago. A presenca de
leite no estdbmago e sua quantidade sdo frequentemente usadas para identificar os
animais mais competitivos, servindo, inclusive, como caracteristica a ser avaliada na
selecdo dos animais mais fortes, com maior probabilidade de desenvolvimento e
sobrevivéncia (Ko, 2009).

Com o passar dos dias a pele vai clareando, adquirindo uma tonalidade rosa bem
clara. O nascimento dos pelos se torna evidente por volta de 3 a 4 dias de idade,
caracterizando-se por uma penugem. Com 7 a 8 dias seu corpo estd completamente
envolto na pelagem caracteristica da linhagem. A orelha se desprega totalmente da

cabeca no quarto dia de vida, com abertura do pavilhdo auricular ocorrendo,
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aproximadamente, aos 12 dias. Os olhos se abrem a partir do décimo terceiro dia. Os
dentes superiores e o0s inferiores rompem a gengiva com 10 e 11 dias, respectivamente.
A partir do décimo segundo dia ingerem alimentos solidos. Podem ser desmamados
entre 21 e 28 dias, de acordo com o padrdo genético (Moreira et al, 2005).

Bem-estar animal

O homem tem observado o comportamento dos animais desde os tempos
primitivos. A grande quantidade de pinturas rupestres que retratam animais torna
evidente a estreita ligacdo entre as diferentes espécies, caracterizando o dominio do
homem (Fumdham, 2006). Ao longo do tempo, com o progresso cientifico e
tecnoldgico, essa ligacdo foi se intensificando e resultou na completa subjugacdo dos
animais de producéo pelo homem. Concomitantemente a esse processo, vieram a tona
questionamentos éticos sobre 0 uso de animais, quer seja em producdo, quer seja em
experimentacao.

A publicacdo do livro-denuncia Animal Machine (1964) de Ruth Harrison, causou
comocdo e indignacdo ao descrever o sofrimento e a crueldade a que eram submetidos
0s animais criados e mantidos em confinamento, contribuindo de modo significativo
para o interesse da populacdo pelo tema bem-estar em animais. O impacto produzido na
opinido publica levou o parlamento britanico a instituir, em 1965, o comité Brambell.
Ao tomar conhecimento desses fatos, a comunidade leiga passou a se manifestar,
exigindo mudancgas nos processos de producdo e experimentacdo. Com a crescente
pressdo de certos setores da sociedade, alguns paises passaram a adotar leis de protecao
aos animais. 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: manter os animais livres de fome e sede; livres de
desconforto fisico e dor; livres de injurias e doencas; livres de medo e estresse e livres
para que manifestem os padrdes comportamentais caracteristicos da espécie.

Desde entdo, o debate sobre o bem-estar animal vem ganhando crescente
relevancia na comunidade internacional e no Brasil; e tem influenciado, cada vez mais,

o comportamento da sociedade e seus hébitos de consumo. E um tema polémico que
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traz a tona a questdo da senciéncia. A senciéncia tem sido um dos critérios mais
utilizados para legitimar o direito do animal ao bem-estar (Duncan, 2006; Huntingford
et al., 2006; Dawkins 2006). De acordo com pesquisas cientificas, existem evidéncias
genéticas, evolutivas, anatdmicas, fisiolégicas e comportamentais que indicam que 0s
animais, mais especificamente os vertebrados, sdo dotados da capacidade de sentir e
apresentam consciéncia de sensacdes e sentimentos. Segundo Dawkins (2006), entre os
diferentes niveis que formam a consciéncia, 0 mais rudimentar é a senciéncia,
evidenciando a existéncia de gradacBes entre as diferentes espécies de animais, de
acordo com a evolucgéo.

No Brasil, a instituicdo da Lei Arouca (n° 11794 de 08 de outubro de 2008),
estabeleceu regras para a criacdo e a experimentacdo animal. O texto instituiu o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e regulamentou
a constituicdo de Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUAs; condigo
indispensavel para o credenciamento das instituicbes com atividades de ensino ou
pesquisa com animais de laboratorio.

O conceito de bem-estar € subjetivo e, num primeiro momento, esteve ligado mais
a saude fisica dos animais. Posteriormente, passou-se a ser definido de maneira mais
ampla, incluindo, além do bem-estar fisico, os aspectos mentais relacionados a
sentimentos subjetivos. Segundo Broom (1986) bem-estar € o estado do animal em suas
tentativas de se adaptar ao meio. Hughes e Duncan (1998) foram os primeiros a
associar bem-estar a saude fisica e psicoldgica, definindo-o como um estado de
completa satde fisica e mental em que o animal estd em harmonia com o ambiente que
o rodeia. Hurnik (1992) afirmou que bem-estar é o estado de harmonia caracterizado por
condicdes fisicas e fisiologicas 6timas e pela alta qualidade de vida do animal. Diante
do exposto, torna-se evidente que o termo bem-estar esta sujeito a constante evolucéo.
Mas como afirmar, apoiado em dados cientificos, que o animal estd em condi¢des de
bem-estar fisico e psicolégico, completamente adaptado ao meio?

A preocupacdo dos pesquisadores, usuarios e mantenedores de animais de
laboratério, de se apoiarem em observacdes subjetivas, os levou a buscar dados
concretos que comprovassem 0 bem-estar dos animais sob 0s seus cuidados.

Atualmente, alguns indicadores fisioldgicos e comportamentais vém sendo utilizados
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para demonstrar esse fato. E o caso de alteragbes fisiologicas como aumento de
batimentos cardiacos e dos niveis de hormoénios supra-renais associados ao estresse
(cortisol), bem como comportamentos estereotipados e de aversdo que caracterizam
baixo grau de bem-estar (Mellen e Macphee, 2001). Os testes de preferéncia, muito
usados em peixes, também podem contribuir para uma avaliacdo mais criteriosa do
estado de bem-estar do animal. 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 préprio animal, ou seja, sua escolha reflete seu estado interno que ¢,
entdo, assumido como seu estado de bem-estar num determinado momento (Volpato,
2007). Ainda segundo este autor, alguns cuidados na interpretacéo destes testes devem
ser levados em consideragdo como, por exemplo, o nimero de opgdes a que o animal
terd acesso, quantificacdo e intensidade da preferéncia, ritmo bioldgico e condigédo
social entre outros; como forma de se evitar conclusdes equivocadas. Segundo Dawkins
(1983), tdo importante quanto os testes de preferéncia na avaliacdo do bem-estar € a
motivacdo que leva a determinada escolha, bem como a sua mensuragdo. Quanto mais
criteriosos forem esses estudos mais chances de se chegar a conclusbes que se
aproximem do estado real de bem-estar dos animais. A implantacdo de técnicas de
manejo, que nao ignorem essas escolhas ou preferéncias e motivacGes, podem auxiliar

na busca por um estado de bem-estar permanente.

Enriquecimento ambiental

As pesquisas sobre enriquecimento ambiental tém como objetivo conhecer a
influéncia do ambiente sobre o comportamento dos animais. Estdo alicercadas nos
conhecimentos da zoologia, psicologia e, principalmente, da etologia. As necessidades
comportamentais e suas motivacoes tém sido abordadas com o intuito de desenvolver
sistemas de manejo alternativos, que englobem os comportamentos adequados para a
espécie, preservando assim o bem-estar dos animais cativos (Gonyou, 1993).

Um dos primeiros pesquisadores a perceber os efeitos do enriquecimento do
ambiente sobre o comportamento de roedores foi Donald O. Hebb. Na década de 40, ele

observou que ratos mantidos em ambientes maiores e com variedade de objetos, com 0s
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quais interagiam, demonstravam claramente habilidade superior de aprendizagem que
ratos criados e mantidos em ambientes padronizados de laboratorio (Hebb, 1947). Em
1964, Marian Diamond et al, retomaram as observacGes de Hebb e demonstraram,
anatomicamente, algumas diferencas cerebrais entre os roedores criados com ou sem
enriquecimento. Segundo a autora, os animais criados em ambiente enriquecido (gaiolas
com rodas, escadas, rampas e mobilia), desenvolviam um cortex cerebral mais espesso
do que aqueles criados em ambiente pobre em objetos. Esse aumento da espessura do
cortex se traduzia no aumento expressivo do nimero e ramificacdes de seus dendritos e
das interconexdes com outras celulas, beneficiando os processos de intercomunicacao
nas células do cértex, o que explicaria a maior capacidade de aprendizado dos animais
criados em ambiente enriquecido.

Pesquisadores, conhecedores das caracteristicas comportamentais do camundongo,
desenvolveram algumas formas de enriquecer a gaiola ou ambiente. Chamove (1989)
criou, em gaiolas de camundongos, reparticbes transparentes, horizontais e verticais,
formando tocas com acesso entre elas, permitindo aos roedores que se escondessem
quando se sentissem ameacados, ou simplesmente seguros em seus ninhos,
possibilitando também atividade locomotora. A presenca de galerias de tdneis, ou
plataformas com diferentes niveis de acesso, além de proporcionar atividade
locomotora, tém a finalidade de entreter os animais, possibilitando a manifestacdo de
comportamentos mais proéximos do que seria considerado natural. Outra forma de
enriquecer o ambiente é utilizar objetos inanimados (mobilia) dentro das gaiolas, de
modo que o animal possa interagir com eles como, por exemplo, rodas de atividades,
canos e brinquedos (Mellen e Macphee, 2001; Zimmermann et al, 2001).

Segundo Shepherdson et al. (1998), se os conhecimentos obtidos recentemente nos
campos da etologia, psicologia e ciéncia animal forem aplicados, o enriquecimento
ambiental pode ser uma forma alternativa e interessante de olhar para os ambientes que
oferecemos aos animais cativos. Nesse contexto, ele pode ser definido como uma
ferramenta usada com o objetivo de promover o bem-estar, diminuindo a incidéncia de
comportamentos considerados anormais a espécie.

Os camundongos sdo animais sociaveis, com um sistema de hierarquia complexo.

Ambientes que permitam o contato e 0 estabelecimento da hierarquia favorecem a
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organizagdo social, evitando brigas e agressdes. Camundongos machos, agrupados em
pequenas gaiolas, é uma condi¢do social altamente artificial, situacdo em que 0s animais
derrotados ou subordinados sdo impedidos de sair do territério do dominante (Mattaraia,
2009). Nesse cenario, 0s comportamentos estereotipados também sdo estimulados. E
comum em situacfes com numero excessivo de animais por gaiola observa-los,
principalmente nas linhagens isogénicas, em intensa agitacdo, andando de um lado para
outro da gaiola, escalando a tampa de maneira repetitiva, sem interrupgéo, por longos
periodos. Por outro lado, ha relatos de comportamentos anormais em camundongos
mantidos sozinhos desde a desmama, mais notadamente relacionados a ansiedade e ao
medo (Schrijver et al., 2002).

Nos biotérios, os roedores séo alimentados de forma previsivel, com nenhum ou
pouco esforgo para obter comida. Segundo Neuringer (1969), quando esses animais tém
a oportunidade de trabalhar para conseguir comida, em oposi¢do a té-la ad libitum,
muitos optam pela primeira alternativa. Estes resultados sugerem que eles podem ter a
necessidade biologica de buscar comida, e priva-los desta oportunidade pode ser uma
causa de frustracdo e estresse. Nesse sentido, usar a técnica de alimento escondido pode
ser um bom tipo de enriquecimento para a espécie.

O comportamento exploratorio estd intimamente relacionado com o recolhimento
de informacdes do ambiente, a respeito da disponibilidade de recursos, tais como:
pontos de fuga, esconderijos, além de alimento para o futuro (Mench, 1998). Segundo
Griffin (1991), as informac6es recolhidas do ambiente formam processos mentais, onde
a memoria de situacdes passadas se junta ao presente e até mesmo a antecipacdo de
situacbes futuras; levando o animal a decidir sobre que comportamento adotar em
determinado momento. A organizacdo do comportamento exploratorio mostrou-se mais
diversificada e complexa, com maior exposicao aos predadores nos animais criados em
ambiente enriquecido, caracterizando assim, um comportamento exploratério mais
exacerbado que nos animais criados sem enriquecimento (Klein et al, 1994; Fernandez-
Teruel et al, 2002).

Em 1993, Galef questionou o conselho regulador (Canadian Council on Animal
Care), que determinou o0 aumento da altura das gaiolas de ratos de 16,8 cm para 20 cm.

Ele alegou que os ratos de laboratério daquela regido eram descendentes de ratos
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selvagens que, em ambiente natural, vivem em galerias subterraneas compostas por
tuneis de aproximadamente 7,5 cm de altura, ligadas a cAmaras de ninho com cerca de
14,5 cm de altura. Dessa forma, o excesso de altura poderia ter o efeito inverso ao
desejado, configurando um efeito negativo ao bem-estar desses animais. De fato, o
simples aumento do tamanho da gaiola ndo implica necessariamente em bem-estar do
animal, uma vez que no espaco vazio (ambiente pobre) o animal fica completamente
exposto. A exposicdo pode tornar o animal propenso a desenvolver comportamentos de
medo e ansiedade. Nesse sentido, o enriquecimento do ambiente pode ser Util e tornar o
aumento do tamanho da gaiola benéfico ao bem-estar, na medida em que o animal possa
ter a oportunidade de se esconder quando se sentir ameacado por qualguer motivo.
Nesse contexto, o “abrigo” dentro da gaiola torna-se um item de grande importancia
para roedores.

Embora muitas pesquisas demonstrem o sucesso do enriquecimento ambiental,
deve-se ter cuidado com as implicagdes dos tipos de instalacBes sobre a qualidade de
vida dos animais pois, muitas vezes, um ambiente construido sob um “olhar humano™
pode ndo ser 0 mais adequado ao bem-estar da espécie (Mellen e Macphee, 2001).

Para que a escolha do tipo de enriquecimento seja a mais adequada possivel a
espécie e, efetivamente, cumpra com o seu objetivo de promover o bem-estar animal,
algumas caracteristicas e comportamentos especificos devem ser analisados. O cuidado
corporal € um comportamento caracteristico do camundongo e um forte indicador de
salde fisica e psicologica desses animais.

Dentre os comportamentos do camundongo, talvez o que mais o0 caracterize seja 0
ato de confeccionar ninho. A acdo de fazer ninho completa um dos mais basicos
comportamentos desta espécie, pois ndo sé o ajuda a proteger seus filhotes, mas tambem
na termorregulacdo, ou quando desejam escapar da luz forte, para se esconder de
predadores, companheiros ou outros estimulos (Rivera, 2009). Nesse contexto, pode-se
afirmar que fornecer material para confeccdo do ninho é um dos melhores métodos de
enriquecimento ambiental para a espécie. A escolha do material oferecido ao animal
deve obedecer alguns requisitos: permitir autoclavacdo, evitando o risco de
contaminagdes; ser econdmico, uma vez que sera utilizado em larga escala nos biotérios

de producéo; ser isento de riscos a saude dos neonatos. Materiais duros e asperos, ou
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que absorvam demais a umidade, devem ser evitados, pois a pele desses animais é muito
fina e suscetivel a ferimentos. E imprescindivel que o material seja fornecido inteiro, de
modo que o animal possa mold&-lo, roendo-o ou rasgando-o para fazer o ninho. Esta
atividade proporcionard entretenimento por um longo periodo de tempo, evitando a
monotonia caracteristica dos ambientes empobrecidos. A escolha do material adequado
pode proporcionar também, a melhora dos indices produtivos, pois permite a fémea a
construgdo de um ninho mais rico e mais aquecido, estimulando o cuidado parental e
assim diminuindo a mortalidade dos filhotes nos primeiros dias de vida.

Os biotérios de producédo sdo ambientes controlados, com espaco limitado, onde se
mantém 0s animais em gaiolas, restringindo assim as possibilidades de enriquecer o
ambiente. Nestas condigdes, o sucesso do enriquecimento ambiental para roedores em
confinamento estd estreitamente ligado ao sistema de acasalamento, a questdo de
seguranca sanitaria, a funcionalidade e a viabilidade econémica. Espera-se que o
ambiente enriquecido contribua para melhorar os indices reprodutivos e minimizem a

condicao de estresse em confinamento, promovendo o0 bem-estar animal.

Manejo reprodutivo

Os biotérios de producdo de camundongos adotam técnicas de manejo que levam
em consideracdo as caracteristicas genéticas e reprodutivas da espécie. Com 0 objetivo
de otimizar a producéo aplica-se 0 acasalamento intensivo, que consiste na manutencao
ininterrupta de macho e fémea(s) na mesma gaiola, por toda a vida reprodutiva. Este
sistema permite o aproveitamento do cio pos-parto e, consequentemente, a producao de
outra cria em tempo reduzido. Desse modo, a fémea pode estar amamentando uma
ninhada, a0 mesmo tempo em que gera outra. Se, por algum motivo, a fémea nao for
coberta pelo macho no cio pds-parto, sé entrard em cio novamente apds o desmame,
diminuindo o nimero de crias por fémea por unidade de tempo.

Para a criacdo de linhagens isogénicas, aplica-se manejo reprodutivo especifico
como o acasalamento entre irmdos ao desmame (21 ou 28 dias de idade), antes da
maturidade sexual, com a finalidade de preservar o padrdo genético da coldnia

(Guidelines for breeding genetically engineered mice, 2004). Entretanto, ndo contamos
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com evidéncia cientifica que ateste que esta pratica ndo interfira na vida reprodutiva dos
animais acasalados precocemente. A eventual diminuicdo da vida util reprodutiva
desses roedores implicaria na reposicdo de matrizes em intervalos mais curtos de tempo,
criando cenério dificil, uma vez que o0s animais isogénicos apresentam menor
fertilidade, menor prolificidade e uma tendéncia maior ao estresse e ao canibalismo,
quando comparados as linhagens heterogénicas.

A implantacdo do sistema de estratificacdo de coldnias também é uma estratégia
utilizada pelos bioteristas com o intuito de garantir o atendimento de altas demandas e,
principalmente, de manter o padréo genético dos animais. Através do estabelecimento
da hierarquia entre as colonias, os biotérios produzem animais em larga escala e, ao
mesmo tempo, garantem a qualidade genética deles. As colonias fundadoras,
independentemente do padrdo genético, devem ser pequenas, constituidas de casais
monogamicos, com o objetivo de se autoperpetuar e produzir matrizes para o segundo
estrato: a colbnia de expansdo. Esta pode ser mono ou poligdmica; terd seu tamanho
determinado de acordo com a demanda e apresenta a funcdo de alimentar a coldnia de
producdo. A colbnia de producéo deve ser poligdmica e sua producao sera destinada aos
usuarios.

Para a manutencdo do padrdo genético das linhagens isogénicas, a estratificacdo
das coldnias tem manejo diferenciado. A coldnia fundadora deve ser formada,
obrigatoriamente, por acasalamentos monogamicos entre irmdos completos, ao
desmame. A coldnia intermedidria ou de expansdo deve ser sempre mantida por
acasalamentos entre irmdos completos oriundos da coldnia fundadora; porém, ndo ha
restricdo quanto ao numero maximo de fémeas, uma vez que o seu tamanho deve ser
proporcional a demanda. Os reprodutores que formam a coldnia de producdo devem ser
obrigatoriamente, oriundos da expansdo, ndo necessitam ser irmdos e devem ser
acasalados poligamicamente, de acordo com o espaco disponivel. E importante salientar
gue os animais oriundos dessa coldnia ndo podem ser aproveitados como reprodutores,
devem ser destinados exclusivamente aos usuarios, garantindo assim a isogenicidade da
colénia (Poole, 1986).

O capitulo 2, denominado Eficiéncia reprodutiva de camundongos isogénicos

BALB/c em diferentes idades de acasalamento, com ou sem enriquecimento ambiental,
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apresenta-se de acordo com as normas da revista Applied Animal Behaviour Science. O
objetivo deste estudo foi avaliar se a idade de acasalamento da linhagem isogénica
BALB/c pode interferir na vida datil reprodutiva e qual é a influéncia do ambiente

enriquecido no desempenho produtivo desses animais.
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RESUMO
No Brasil, os biotérios de producédo precisam atender elevada demanda de animais, com padrdes
genéticos e sanitarios definidos e, por outro lado, existe a necessidade de considerar a crescente
preocupacdo de setores da sociedade e dos 6rgdos reguladores, que trazem a discussdo o tema
do bem-estar dos animais de laboratdrio, em condi¢do de cativeiro, mesmo que ndo estejam
submetidos a experimentacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar trés idades de acasalamento
(28, 45 e 60 dias) para camundongos da linhagem BALB/c, alojados em gaiolas enriguecidas ou
ndo e suas influencias no desempenho produtivo. O experimento teve a duracdo de 310 dias, do
primeiro acasalamento até o desmame da ultima ninhada. Usou-se 60 casais de camundongos da
linhagem BALB/c, de padrdo sanitario controlado, criados e mantidos em ambiente padronizado.
Eles foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com arranjo fatorial 3 x 2
(trés idades de acasalamento e alojamento com ou sem enriquecimento ambiental). Como forma
de enriquecimento da gaiola foram utilizados tubos de papeldo (com aproximadamente 10 cm
de comprimento e 4 cm de didmetro), previamente embalados e autoclavados. Foram analisadas
caracteristicas relacionadas a fertilidade, idade ao primeiro parto, intervalo entre partos, namero
de nascidos e desmamados totais e médio por ninhada, mortalidade pré-desmame e peso da
ninhada ao desmame. Ndo houve efeito da interacdo enriquecimento x idade de acasalamento
sobre as caracteristicas estudadas. Tanto o enriquecimento, quanto a idade de acasalamento,
influenciaram a mortalidade pré-desmame. Nas gaiolas enriquecidas a mortalidade pré-
desmame foi mais baixa (P=0,01) que nas ndo enriquecidas (0,80 e 1,87 respectivamente). O
acasalamento aos 28 dias resultou em mortalidade mais baixa (P = 0,01) comparado ao
acasalamento aos 60 dias, enguanto o acasalamento aos 45 dias apresentou resultado
intermediario (0,6; 2,25 e 1,16 mortes, respectivamente). Nao foram detectados efeitos dos
tratamentos sobre as demais caracteristicas analisadas. Os resultados sugerem que a
implantagdo de um programa de enriquecimento ambiental para camundongos isogénicos, em

sistema intensivo de producéo, poderd melhorar os indices produtivos, na medida em que
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diminuird4, consideravelmente, a mortalidade pré-desmame, além de proporcionar a

manifestacdo de comportamentos caracteristicos da espécie e contribuir para o bem-estar.

Palavras chave: BALB/c, Bem-estar, Enriquecimento Ambiental, Produc¢édo Animal.
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ABSTRACT

In Brazil, the centers for production of laboratory animals need to meet a high demand for
rodents with defined genetic and health status and, on the other hand, there is the need to
consider the growing concern of the society and of the regulatory agencies regarding captive
laboratory animals welfare, even though they are not under research protocols in those centers.
The objective of this study was to evaluate the effect of three breeding ages (28, 45 and 60 days)
on mice from the BALB/c strain, housed in enriched or non-enriched cages and their influence
on the productive performance. The experiment lasted 310 days, from the first mating to
weaning of the last litter. Sixty mouse couples from the BALB/c strain, with controlled health
status, raised and kept under standardized environment were used. They were assigned to a
completely randomized design in a 3 x 2 factorial arrangement (three breeding ages and cage
with or without enrichment). Card paper tubes, approximately 10 cm long and with a diameter
of 4 cm, were previously packed and autoclaved and used as cage enrichments. Traits related to
fertility, age at first parturition, parturition interval, number born and weaned (total and litter
average), pre-weaning mortality rate and litter weight at weaning were analyzed along the entire
reproduction period. The breeding age x cage enrichment interaction did not affect any of traits
under study, but each of these effects separately affected pre-weaning mortality. In the enriched
cages, pre-weaning mortality was lower (P=0.01) than in non-enriched cages (0.80 vs. 1.87
deaths, respectively). Breeding at 28 days resulted in lower mortality (P= 0.01) compared to
breeding at 60 days, whereas at 45 days an intermediary value was found (0.60, 2.25 and 1.16
deaths, respectively). No other effects of the treatments were detected (P>0.05) on the traits
under study. The implantation of an enrichment program for inbred mice under an intensive
production system will improve productivity by reducing pre-weaning mortality rates besides

contributing to the welfare of animals.

Keywords: BALB/c, welfare, environmental enrichment, animal production.
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1. Introducéo

Por muitos anos os animais de laboratério foram considerados verdadeiras maquinas de
producdo, com a finalidade de atender a necessidade de matéria prima ou controle de qualidade
de produtos como farmacos, cosméticos e imunobioldgicos, sem se considerar que sdo seres
sencientes. Esta postura ndo é mais aceita; atualmente ha a preocupacdo dos pesquisadores,
usuarios e mantenedores de animais de laboratério de ndo se apoiarem em observagdes
subjetivas, buscando dados concretos que demonstrem o bem-estar dos animais sob os seus
cuidados. A evolugdo da ciéncia e o0s questionamentos sobre o uso de animais em
experimentacdo alteraram as relagdes entre eles e o ser humano, transformando o bem-estar em
uma importante area de estudo (Frajblat, et al, 2008). Na tentativa de minimizar a condicdo de
cativeiro dos roedores, tém-se utilizado ferramentas que promovam o enriquecimento ambiental
(Van de Weerd e Baumans, 1995). Entretanto, ainda ndo se dispde de informag6es suficientes
sobre a aplicacdo deste recurso, gquando aliado as técnicas de manejo em sistema intensivo de
producéo.

Os biotérios de producdo sdo ambientes controlados, com espaco limitado, onde o0s
animais sdo mantidos em gaiolas, restringindo assim as possibilidades de enriquecer o ambiente.
Os técnicos destes biotérios necessitam de informacGes alternativas que sejam funcionais,
seguras quanto a questdo de contaminagdo e econdmicas, com o objetivo da melhoria dos
indices reprodutivos e na tentativa de minimizar a condigdo de cativeiro e promover o bem-estar
animal (Mattaraia, 2009).

Segundo Andersen (2004), a demanda por animais isogénicos cresce a cada ano. No
entanto, os bioteristas carecem ainda, na atualidade, de evidencia cientifica sobre a melhor
técnica de manejo reprodutivo para eles, nas nossas condigfes de ambiente. Apesar das

limitacBes que a isogenia impde, a falta de pesquisas cientificas que alicercem a pratica do
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acasalamento precoce em camundongos isogénicos implica em incertezas, pois ndo se tem
seguranca no manejo adotado.

O objetivo deste estudo foi avaliar se a idade de acasalamento da linhagem isogénica
BALB/c pode interferir na vida Util reprodutiva dos casais e qual é a influéncia do ambiente
enriquecido no desempenho produtivo desses animais, considerando-se como vida Util o tempo
que eles permaneceram em reproducdo, ou seja, o periodo de trezentos e dez dias, que
corresponde ao niumero de dias entre a data do acasalamento e a data de pesagem da Ultima cria

(nono parto).
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2. Métodos

2.1. Condicbes gerais de ambiente e manejo

O experimento foi realizado na Area de Producdo de Camundongos Isogénicos do
Biotério Central do Instituto Butantan — SP — Brasil. As salas dos animais apresentam fluxo de
pessoas e insumos definido, e sdo protegidas com barreiras sanitarias (autoclave de barreira,
sistema de filtracdo de ar, diferencial de pressao, etc.). A temperatura ambiente é controlada: 22
+ 2°C, existe sistema de exaustdo na altura das gaiolas, impedindo a dispersdo da amonia no
ambiente, ocorrem 15 a 20 trocas de ar/h e o ciclo de luz é definido (12L:12D). Todo o sistema
é ligado a um gerador, que garante a manutencdo em caso de falta de energia elétrica.

O modelo bioldgico utilizado foi o camundongo BALB/c linhagem isogénica, oriunda do
Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais eram de padrdo sanitario controlado,
mantidos em gaiolas de polipropileno, que permitiam livre acesso a agua potavel e a racdo. As
gaiolas foram forradas com cama de maravalha autoclavada. A rotina de manejo dos animais
compreendeu duas trocas semanais de gaiola e &gua fresca trés vezes por semana. A racao
comercial peletizada, propria para a espécie (Nuvital®), foi oferecida ad libitum, com os
seguintes niveis de garantia: proteina bruta minima de 22%, matéria fibrosa maxima de 8%,
umidade maxima de 12,5%, extrato etéreo minimo de 4%, matéria mineral maxima de 10%,
calcio maximo de 1,4% e fosforo minimo de 0,8%. A formulagdo obedeceu as recomendagdes
do National Research Council (1995). Todos os procedimentos obedeceram as recomendacdes
do Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience (2003) e foram aprovados
pela Comisséo de Etica e Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

UNESP, Botucatu, sob protocolo n® 136/2009.
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2.2. Protocolo experimental
Como forma de enriquecimento ambiental foram utilizados tubos de papeldo com 4
centimetros de diametro e 10 centimetros de comprimento, previamente embalados e
autoclavados, certificando-se a esterilidade dos mesmos, com o uso de bioindicadores. Os
animais do grupo enriguecido recebiam um tubo de papeldo, introduzido na gaiola a cada troca.
Foram reservados 130 animais, prevendo-se possiveis perdas pré-experimentais e utilizados
sessenta casais de irmdos completos, distribuidos em seis grupos, num delineamento
inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 3 x 2 (trés idades de acasalamento e alojamento
com ou sem enriquecimento ambiental):
e Grupo Néo Enriquecido 28 (NE-28): os animais foram acasalados aos 28 dias de idade e
ndo receberam canudo durante todo o experimento;
e Grupo Enriquecido 28 (E-28): animais acasalados aos 28 dias de idade e que receberam
um canudo a cada troca de gaiola, durante todo o experimento;
e Grupo Néo Enriquecido 45 (NE-45): os animais foram acasalados com 45 dias de idade
e ndo receberam canudo durante todo o experimento;
e Grupo Enriquecido 45 (E-45): animais acasalados aos 45 dias de idade e que receberam
um canudo a cada troca de gaiola, durante todo o experimento;
e Grupo Néo Enriquecido 60 (NE-60): animais acasalados aos 60 dias de idade e que ndo
receberam canudo durante todo o experimento;
e Grupo Enriquecido 60 (E-60): animais acasalados aos 60 dias de idade e que receberam
canudo a cada troca de gaiola, durante todo o experimento.
Esta formacgdo foi mantida por trezentos e dez dias, periodo que correspondeu a duragdo do
experimento, desde 0 acasalamento aos 28 dias até o encerramento, ap6s a pesagem da Ultima
ninhada aos 28 dias de idade (nono parto). A determinacdo do encerramento do experimento foi

baseada no nimero de fémeas por ordem de parto ao longo do tempo.
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Os animais utilizados eram todos da mesma idade, provenientes de diferentes ninhadas. Os
acasalamentos foram entre irmdos completos, da mesma ninhada, para manter a isogenicidade
da linhagem BALB/c. Todos eles (120 animais) foram desmamados no mesmo dia, com idade de
28 dias, alojados separadamente por sexo, em gaiolas identificadas por fichas e dispostas lado a
lado, permitindo a identificagdo dos irmaos, para que ndo se perdesse a endogamia caracteristica
da linhagem BALB/c. Neste mesmo dia, foram sorteados, aleatoriamente, 20 machos e 20
fémeas (irméos), que foram acasalados imediatamente, formando os grupos NE-28 e E-28. Os
animais restantes (80) permaneceram nas mesmas gaiolas, identificadas e dispostas lado a lado,
permitindo que se identificassem os irmdos. Aos 45 dias de idade repetiu-se o processo e foram
formados mais 20 casais, todos sorteados aleatoriamente, mantendo o acasalamento entre
irmdos (NE-45 e E-45). Os animais restantes foram acasalados ao completarem 60 dias de
idade, formando os grupos NE-60 e E-60. Desde o inicio até a formagdo do ultimo grupo,
nenhum animal permaneceu isolado, ficando, no minimo, dois animais por gaiola. Os sorteios
ocorreram tanto em relacdo a formacao dos grupos, quanto em relacdo a posicao das gaiolas nas
estantes.

Todos os casais foram mantidos em sistema monogamico intensivo, por toda a vida
reprodutiva (trezentos e dez dias). Durante esse periodo foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: fertilidade, nimero de partos, duragdo do ciclo, nimero de mortos, idade ao
primeiro parto, intervalo médio entre partos, taxa de mortalidade, taxa de mortalidade
transformada e tempo por filhote desmamado. Caracteristicas relacionadas ao peso: ao nascer, a
desmama e aos 28 dias, peso médio da ninhada ao nascer, a desmama, aos 28 dias e ganho de
peso do nascimento a desmama. Caracteristicas relacionadas a produtividade numérica total e
média: nascidos e desmamados totais, nascidos e desmamados médios por ninhada.

2.3. Andlise estatistica

Foram utilizados dois modelos estatisticos distintos, de acordo com as caracteristicas

analisadas. O primeiro, usado para avaliar a producéo total (vitalicia) dos casais, envolveu 0s
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efeitos fixos de idade de acasalamento, do enriquecimento e da interacdo, mais o erro aleatorio.
Esta analise foi conduzida com o auxilio do procedimento GLM do SAS (2003). O segundo,
usado para avaliar a evolugdo dos indices reprodutivos ao longo das pariges sucessivas, além
dos efeitos fixos ja descritos, envolveu também medidas repetidas (ordens de paricdo). Esta

segunda analise foi conduzida com o auxilio do procedimento MIXED do SAS (2003).

Resultados

N&o houve interacdo entre as idades de acasalamento e o enriquecimento do ambiente
para as caracteristicas estudadas.

O namero de partos por fémea nao diferiu entre os tratamentos, sendo que apenas 6,7%

das fémeas alcancaram o décimo parto (figura 1).

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

o H o B E E E E E BN
° 22 3 4 5 e 70 g 9o 10°

Ordem de paricéo

Numero de Fémeas

Figura 1. NUmero total de fémeas de acordo com a ordem de paricdo em camundongos
endogamicos BALB/c.
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N&o se detectou diferenga no nimero de nascidos totais (Tabela 1) e médios por ninhada
(Tabela 2). Também nédo houve diferenca com relacdo ao nimero de desmamados totais (Tabela

1) e médios (Tabela 2).



Tabela 1: Médias de quadrados-minimos (erro padrdo) das caracteristicas de producgdo global de camundongos endogamicos BALB/c, em

diferentes idades de acasalamento, alojados em ambiente enriquecido ou n&o.

Enriquecimento Valor de Idade de acasalamento Valor de
P P

Caracteristicas Sim Néo 28 dias 45 dias 60 dias

Namero de partos (NP) 7,703 75+0,3 0,69 74+04 7,8+04 75+04 0,84
Durac#o do ciclo (DC)* 2709+6,8  256,6+6,8 0,14 279,1+83" 2649+83" 2472+83" 0,03
Nascidos totais (NT) 425+21 40,8+2,1 0,57 410+25 432+25 40,6 £2,5 0,75
Desmamados totais (DT) 41,7+272 389+22 0,38 40,4 £ 2,6 42,0+£2,6 384+26 0,62
NUmero de mortos (M) 0,8+0,3 1,9+0,3 0,01 0,6+0,4° 1,2+04®  22+04° 0,01
Idade ao primeiro parto (IPP)* 93,0+£3,5 88,9+35 0,42 90,2+4,3 87,3+4,3 952+4,3 0,44
Peso ao nascer total (PNT)? 70,4+ 3,6 66,6 + 3,6 0,46 68,7 + 4,4 704+4.4 66,3+4,4 0,80
Peso a desmama total (PDT) > 506,6 £ 26,1  469,0 + 26,1 0,31 4945+32,0 500,1+32,7 468,7+327 0,78
Peso total aos 28 dias (P28T)? 728,0+37,9 672,8+37,9 0,31 710,3+46,3 7185+474 67241474 0,76

Unidades’: DC, IPP = dias; Unidades® PNT, PDT, P28T = peso em gramas; *: Médias sequidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade.

DC= niimero de dias entre o acasalamento e a desmama da Ultima ninhada do casal.

M= nUumero de nascidos totais menos o nimero de desmamados totais.
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Tabela 2: Médias de quadrados-minimos (erro padrdo) das caracteristicas de produgdo por ninhada de camundongos endogamicos BALBI/c,
em diferentes idades de acasalamento, alojados em ambiente enriquecido ou néo.

Enriquecimento Valor de Idade de acasalamento Valor de
P P

Caracteristicas Sim Né&o 28 dias 45 dias 60 dias

Nascidos médios por ninhada (NTM) 55+0,2 55+0,2 0,89 57+0,2 55+0,2 53+0,2 0,51
Desmamados médios por ninhada (DTM) 54+0,2 51+£0,2 0,35 55+0,2 53+0,2 50+£0,2 0,31
Peso médio da ninhada ao nascer (PNTM) 2 9,1+0,3 8,8+0,3 0,40 9,3+04 8,9+04 8,6 +0,4 0,49
Peso médio da ninhada & desmama (PDTM) 2 65,7+2,1 61,5+2,1 0,16 67,3125 64,3+2,6 59,2+2,6 0,09
Peso médio da ninhada 28 dias (P28TM) 2 94,7+3,2 88,2+ 3,2 0,16 96,7+ 3,9 92,6+4,0 85,0+4,0 0,12
Intervalo médio entre partos (IPM) * 324+14 30,1+14 0,24 31,2+1,7 325+17 30,0+1,7 0,60
Taxa de mortalidade (TM) 0,03 +£0,01 0,06 £ 0,01 0,14 0,02+0,02* 0,04+0,02* 0,07+0,02° 0,30
Taxa de mortalidade transformada (TMT) * 0,1+0,03 0,2+0,03 0,05 0,1+ 0,03b 0,1+0,03 ab 0,2 +0,03? 0,03
Tempo por filhote desmamado (TFD) * 90+1,8 75+18 0,55 74+272 9,8+22 7522 0,68
Ganho de peso da ninhada do nascimento a 4365+223  402,1+223 028  4258+274 4309+274 4012+274 071

desmama. (GP) 2

Unidades®; IPM,TFD = dias; Unidades®: PNTM, PDTM, P28TM, GP = peso em gramas; Unidades *: TM,TMT = %; **: médias seguidas de diferentes letras diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

NTM= nimero de nascidos totais dividido pelo nimero de partos; DTM= niimero de desmamados totais dividido pelo nimero de partos; GP= peso a desmama total menos o peso ao nascer total.
PNTM= peso ao nascer total dividido pelo nimero de partos; PDTM= peso a desmama total dividido pelo nimero de partos;
P28TM= peso total aos 28 dias dividido pelo nimero de partos; TM= ndmero de mortos dividido pelo nimero de nascidos totais;

TMT= arco seno da raiz quadrada da Taxa de Mortalidade; TFD= duragéo do ciclo dividido pelo nimero de desmamados totais;
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A ordem do parto influenciou (P = 0,03) o nimero de desmamados médios por ninhada (Figura

2).

NUmero de desmamados
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Ordem de parigao

Figura 2. NOmero de desmamados de acordo com a ordem de paricdo em camundongos
endogamicos BALB/c, em diferentes idades de acasalamento, alojados em ambiente enriquecido

ou nao.

A mortalidade pré-desmama (M), tanto a total (Tabela 1), como a média por ninhada
(Tabela 2), diferiram entre os tratamentos. O enrigquecimento reduziu o nimero total de mortos

por ninhada (Tabela 1 e Figura 3).
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Figura 3. Mortalidade pré-desmama em ninhadas de camundongos endogamicos BALB/c
mantidas em gaiolas enriquecidas (E) e ndo enriquecidas (NE).

Detectou-se também efeito da idade de acasalamento sobre a mortalidade, que foi

menor para 0s animais acasalados aos 28 dias de idade (Tabela 1 e Figura 4).

Mortalidade pré-desmame

——
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L
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Idade de acasalamento

Figura 4. Mortalidade pré-desmama em ninhadas de camundongos endogdmicos BALB/c
acasalados aos 28, 45 e 60 dias de idade.

Houve efeito também da ordem de parigdo sobre a caracteristica mortalidade (P= 0,01),

com queda acentuada do primeiro para o segundo parto (Figura 5).
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Figura 5. Taxa de mortalidade pré-desmama em camundongos endogamicos BALB/c de acordo

com a ordem de pari¢éo.

Entre os trés grupos (28, 45 e 60) observados durante o periodo reprodutivo de nove
partos, metade das fémeas acasaladas aos 60 dias alcancaram o nono parto, 45 % no grupo 45 e

apenas 25 % do grupo 28 (Figura 6).
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Figura 6. NUmero de fémeas acasaladas de acordo com a ordem de paricdo em camundongos
endogamicos BALB/c, em diferentes idades de acasalamento, alojados em ambiente enriquecido

ou nao.

N&o se detectou diferenga entre tratamentos para a idade ao primeiro parto (Tabela 1).

Com relacdo ao peso médio da ninhada ao nascer, a desmama e aos 28 dias de idade,
ndo houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 2). A ordem de paricdo apresentou efeito
sobre o peso médio da ninhada a desmama (P = 0,0004) e aos 28 dias (P = 0,007), e sobre o
ganho de peso médio diario do nascimento até a desmama (P = 0,0012): figuras 7 e 8,

respectivamente.
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Figura 7. Peso da ninhada aos 21 e 28 dias de idade, de acordo com a ordem de paricdo, em
camundongos endogdmicos BALB/c em diferentes idades de acasalamento, alojados em
ambiente enriquecido ou ndo.
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Figura 8. Ganho de peso médio diario do nascimento a desmama, de acordo com a ordem de
pari¢do, em camundongos endogdmicos BALB/c em diferentes idades de acasalamento, alojados
em ambiente enriquecido ou n&o.
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Discussao

Os casais apresentaram fertilidade igual a 100%, pois todas as fémeas emprenharam
mais de uma vez, independentemente da idade de acasalamento ou do ambiente a que foram
submetidas.

Do namero inicial de fémeas, 61,7 e 40% alcancaram 0 oitavo e nono partos,
respectivamente. Apenas 6,7% chegaram ao décimo parto (Figura 1), sendo que a metade dessas
fémeas ndo desmamou a ninhada em peso compativel com a idade. Segundo Inglis, (1988) a
fémea de camundongo deve ficar em reproducdo por, aproximadamente, nove meses,
embasando o encerramento do experimento aos trezentos e dez dias. Para a determinacdo da
duracdo do ciclo de vida util reprodutiva foi considerado o nimero de fémeas por parto ao longo
do periodo citado.

Como esperado, a duracdo do ciclo (DC) diferiu (P = 0,03) entre as idades de
acasalamento. O ciclo do grupo acasalado aos 28 dias foi mais longo, o do acasalado aos 45 dias
foi intermedidrio e o acasalado aos 60 dias foi mais curto (Tabela 1).

Houve aumento no nimero de desmamados do primeiro até o terceiro partos e a partir
do quarto parto ocorreu uma alterndncia (uma ninhada um pouco menor e outra um pouco
maior), de tal forma que nas ordens impares as fémeas desmamaram mais filhotes que nas
ordens pares de pari¢do (Figura 2). Estes resultados sugerem que o tamanho da ninhada é
influenciado pelo tamanho da ninhada anterior. Segundo Stabenfeldt e Edqvist (1996), ha
aumento da taxa de ovulacéo para as fémeas em melhores condi¢Ges corporais. O camundongo
¢ uma espécie que apresenta cio poés-parto e quando explorado no sistema intensivo de
producdo, pode apresentar um desgaste energético alto, uma vez que a lactagdo e a gestagdo
podem ocorrer, simultaneamente, em condi¢cdes normais de fertilidade. Moura (2009), afirmou
que as unidades feto-placenta e as glandulas mamarias usam, como fonte de energia, 0s mesmos

substratos (glicose, acidos graxos de cadeia longa e acidos graxos livres). Concluiu que a
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simultaneidade da gestacdo e lactacdo ocasiona uma competicdo entre o Utero e a glandula
mamaria pelo suprimento de nutrientes, que poderd influenciar o desenvolvimento e a
sobrevivéncia fetal. Nesse quadro, a fémea pode apresentar condicdo corporal variavel ao longo
dos partos, influindo no nimero de desmamados.
Detectou-se efeito do enriquecimento (Figura 3) e da idade de acasalamento (Figura 4) sobre a
mortalidade pré-desmama (M), tanto a total (Tabela 1), como a média por ninhada (Tabela 2).
Esses resultados sinalizam a influéncia do enriquecimento ambiental no comportamento
materno. Este comportamento € desencadeado por diversos mecanismos hormonais, dentre eles
a elevacdo de ocitocina que ocorre durante o parto; elevacao de prolactina e estradiol e queda de
progesterona (Bridges et al., 1997; Numan et al., 1999). Quaisquer fatores que alterem a
dindmica desses processos podem provocar alteracdes de comportamento.

E aceito por vérios autores (Francis & Meaney, 1999; Champagne et al. 2003;
McFarland, 2008), que o cuidado materno é um comportamento que se desenvolve, em maior
ou menor grau, de acordo com influéncias genéticas e ambientais, incidindo diretamente na
sobrevivéncia dos filhotes. Segundo Francis & Meaney (1999), diferencas individuais no
comportamento maternal sdo transmitidas da fémea para sua prole. Champagne et al. (2003),
observaram que os perfis comportamentais sdo passados de geracdo para geracdo e Sao
facilmente manipulaveis por fatores ambientais. Neste caso, 0s animais estudados apresentavam
alto grau de endogamia, ou seja, eram muito semelhantes geneticamente, descartando-se a
influéncia genética como diferencial no desenvolvimento do cuidado materno.

Comportamento parental é todo comportamento dos pais em relagdo a prole, que
aumenta a probabilidade de sobrevivéncia dos filhotes (Trivers, 1972; Snowdon e Soni, 1982;
Clutton-Brock, 1991). Ressalta-se o comportamento materno porque os filhotes de
camundongos sdo muito dependentes da méde, e a participacdo do pai como cuidador é rara
(Brown, 1998; Vieira, 2003). Os recém nascidos de camundongos tém capacidades sensoriais

limitadas, sdo incapazes de ver, ouvir e se locomover de modo coordenado. N&o conseguem
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regular a temperatura e se alimentar sozinhos (Vieira, 2003). Assim sendo, devido a sua
fragilidade, necessitam de intensos cuidados maternos para seu desenvolvimento e
sobrevivéncia. O ato de confeccionar o ninho é uma importante etapa do comportamento
materno, na medida em que permite o agrupamento dos filhotes, intensificando o contato mae-
filhote, facilitando os cuidados empregados pela mée (Fleming et al, 1999). O ato de lamber o0s
filhotes, por exemplo, além de manté-los limpos (Brown, 1998), tem a fungdo de estimular a
defecacdo e a micgdo nos primeiros dias de vida (Brouette-Lahlou et al., 1998). O controle
térmico da ninhada também é facilitado pelo agrupamento dos filhotes. Na natureza, os
camundongos utilizam pelos e plantas como material para confec¢do de ninhos (Alcock, 1993);
logo, o material utilizado influenciard na qualidade do ninho. De acordo com os resultados
obtidos no experimento, o uso de tubos de papeldo como material para nidificacdo funcionou de
maneira satisfatoria, estimulando o cuidado materno; o que refletiu na baixa mortalidade
encontrada no grupo enriquecido.

Com relacédo ao efeito da idade ao acasalamento sobre a mortalidade pré-desmama, os
resultados parecem indicar que guanto mais tardio o acasalamento, maior a mortalidade, tendo
em vista que ela foi menor no grupo acasalado aos 28 dias, intermediaria no grupo acasalado
aos 45 dias e maior no grupo acasalado aos 60 dias. Este resultado ndo era esperado devido a
imaturidade das fémeas do grupo 28, o que instiga maior reflexdo. Nos biotérios, é quase um
dogma a questdo do acasalamento precoce em camundongos isogénicos. Acredita-se, realmente,
que as fémeas acasaladas nessa idade parem muito jovens e por isso esperava-se gque nesse
grupo ocorresse a maior mortalidade, com alto indice de canibalismo e abandono das crias, 0
gue nao foi observado.

O estresse pos-desmama, no grupo acasalado aos 28 dias, pode ter sido minimizado pela
formagdo e manutencgdo dos casais de irmdos logo apds o desmame, criando uma estabilidade no
ambiente, que acabou por repercutir favoravelmente na vida reprodutiva dos mesmos, mais

estaveis emocionalmente. Diferentemente, os animais dos grupos 45 e 60, foram agrupados
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formando grupos homossexuais, desde a desmama até a idade de acasalamento. A densidade
populacional nesse periodo foi variavel, mas ndo houve superpopulagdo (méaximo de cinco
filhotes por caixa) e hunca um animal esteve sozinho. Logo, ndo houve condi¢des geradoras de
comportamentos de estresse e ansiedade, que pudessem refletir na vida adulta reprodutiva,
influenciando a mortalidade dos filhotes. Nesta segunda situacdo (45 e 60), apesar de estarem
entre irmaos, necessitaram estabelecer a dominancia do novo grupo e lidar com questes de
competicdo. Essa situagdo, além de ser totalmente artificial, ja ndo representava mais o grupo de
origem do individuo (pais e irmdos), o que pode ter gerado comportamentos instaveis que se
agravaram com o tempo. No caso das fémeas, esta instabilidade pode ter gerado a ansiedade e a
hiperatividade, por exemplo, influenciando a qualidade do ninho e os cuidados maternos,
diminuindo o tempo gasto com a construcdo e manutencdo do ninho e da ninhada. Nos machos
observa-se que a dominancia parece ser conquistada através de lutas.

A ordem de paricdo também apresentou efeito sobre a caracteristica mortalidade (P=
0,01), com queda acentuada do primeiro para o segundo parto (Figura 5). Pode ser atribuida a
imaturidade da fémea no primeiro caso, e ao melhor desempenho em lactacdo, a partir do
segundo parto. Segundo Park e Jacobson (1996), a involucdo mamaria, que se caracteriza por
diminuicdo no ndmero de células epiteliais e também na atividade por célula, tém
aproximadamente 50% dessas células conduzidas de uma lactacdo para outra. Este fato sugere
que talvez a producdo de leite possa estar mais intimamente associada a gestagdes sucessivas do
gue com a idade.

Ao comparar o periodo reprodutivo observado em nove partos, entre 0s trés grupos (28,
45 e 60), metade das fémeas acasaladas aos 60 dias alcancaram o nono parto, 45 % no grupo 45
e apenas 25 % do grupo 28 (Figura 6). Este fato evidencia um melhor desempenho das fémeas
do grupo 28, visto que ndo houve diferenca no nimero de desmamados totais, 0 que sugere que
esse grupo apresentou ninhadas maiores, que talvez possa ter sido devido a fatores como:

melhor producéo de leite, habilidade materna e estabilidade emocional.
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A idade ao primeiro parto ndo diferiu entre os tratamentos (Tabela 1). Estes resultados
indicam que esta variavel independe da idade do acasalamento, diferentemente do que se
esperava. O acasalamento precoce, antes da maturidade sexual, resultou em idade ao primeiro
parto por volta dos 90 dias, semelhante a alcancada pelas fémeas acasaladas pos-maturidade
sexual dos demais grupos (45 e 60). Portanto, neste caso, observa-se que o acasalamento
precoce ndo implicou em prenhez precoce, que poderia comprometer o desenvolvimento fisico e
a vida reprodutiva das fémeas. Este dado torna-se de grande importancia para a criacdo de
camundongos isogénicos, uma vez que, nos biotérios nacionais se recomenda o acasalamento
precoce (a desmama), como forma de assegurar o padrdo genético dos animais, apesar de ndo
haver dados na literatura que respaldem essa pratica.

A ordem de paricdo apresentou efeito sobre o peso médio da ninhada a desmama (P =
0,0004) e aos 28 dias (P = 0,007), e sobre 0 ganho de peso médio diario do nascimento até a
desmama (P = 0,0012). A figura 7 indica aumento nos pesos das ninhadas desmamadas aos 21
dias, do primeiro até o terceiro parto. Entre o quarto e o sétimo parto observa-se que 0 peso a
desmama permaneceu praticamente inalterado. No oitavo e nono partos as oscila¢Ges ja podem
ter ocorrido devido ao menor nimero de fémeas que atingiram estas ordens de pari¢cdo. Para as
ninhadas pesadas aos 28 dias de idade, observa-se a mesma distribuicdo ao longo das ordens de
pari¢do, quando comparadas ao peso dos 21 dias. O ganho médio de peso diario das ninhadas,
do nascimento a desmama, apresentou uma ascendéncia do primeiro ao terceiro parto e, a partir
deste, sem grandes oscilagfes até o nono parto (Figura 8).

O intervalo médio entre partos mostrou-se dentro do esperado para camundongos
isogénicos, sem diferenca entre os grupos. O nimero médio de dias para produzir um filhote
desmamado ndo diferiu, tanto em relacdo ao enriquecimento quanto as idades de acasalamento

(Tabela 2).
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Concluséo

As trés idades de acasalamento apenas diferiram entre si para a caracteristica
mortalidade pré-desmama. Uma vez que o acasalamento aos 28 dias ndo comprometeu a vida
atil reprodutiva, pode-se entdo, recomendar esta idade como uma pratica cientificamente
comprovada. Facilitar-se-4 assim, o fluxo de producdo nos biotérios, assegurando a
isogenicidade da col6nia e a preservacao do patrimdnio genético de camundongos BALBI/c.

A isogenia imp@e algumas limitagdes a producdo. Nesse cenario, o enriquecimento do
ambiente com tubos de papeldo contribuiu para o aumento da produtividade da linhagem de
camundongos isogénicos BALB/c, na medida em que diminuiu a mortalidade pré-desmama.

A necessidade de produzir cada vez mais e melhor ndo deve impor aos animais
sofrimentos desnecessarios. Pode-se e deve-se produzir com respeito e ética no cuidado aos
seres sencientes, priorizando sempre o bem-estar. Portanto, justifica-se a ado¢do imediata de

medidas gque beneficiem a salde fisica e psicoldgica deles.
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Implicagbes

Hoje produzimos animais com padrdo genético e sanitario adequado a pesquisa e
aos processos de producdo de farmacos e imunobiol6gicos. Mas ndo bastam as
instalagdes modernas e boas praticas de fabricacdo, € preciso conhecer as etapas de
producdo, o animal e seus processos biolégicos, bem como o seu estado psicologico. Sé
assim, podemos estabelecer técnicas de manejo eficientes que melhorem os indices
produtivos. Os resultados obtidos neste experimento permitem a consolidacdo da pratica
do acasalamento precoce em camundongos isogénicos BALB/c, agora baseado em
resultados cientificos, e ndo mais em observagfes empiricas.

A metodologia utilizada no experimento, aponta como unico diferencial entre 0s
grupos, a maior permanéncia dos animais acasalados aos 45 e aos 60 dias de idade, nas
caixas de estoque em arranjos homossexuais, como descritos no item material e
métodos. O estabelecimento da relacdo idade de acasalamento e sua influencia na
mortalidade pré desmama, bem como a questdo da condi¢do de homossexualismo a que
foram submetidos os animais que aguardaram a idade de acasalamento e a provavel
interferéncia na vida reprodutiva futura, denotam a necessidade de desenvolvimento de
mais estudos que corroborem e aprofundem os resultados obtidos durante esta pesquisa.

Tao importante quanto o conhecimento cientifico acerca do manejo reprodutivo,
€ o reconhecimento da senciéncia desses animais e a utilizacdo de técnicas de
enriquecimento do ambiente, que permitam ao animal manifestar os comportamentos
caracteristicos da espécie, minimizando a provavel condicdo de estresse em cativeiro.
Além de correto eticamente, a adocdo de tubos de papeldo como forma de
enriquecimento do ambiente para camundongos em sistema intensivo de producéo,
mostrou-se surpreendentemente favoravel a melhora dos indices produtivos, ao

estimular o comportamento materno e diminuir a mortalidade pré desmama.
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