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O comportamento de camundongos em biotérios é uma importante area da ciéncia de
animais de laboratério. Apesar da literatura descrever inlmeros modelos de estudo
comportamentais com diversas abordagens (depressao, ansiedade, agressividade e
outros), estes modelos caracterizam-se por induzir o fenétipo comportamental dese-
jado. Em nosso trabalho, buscamos determinar o padrdo de comportamento sadio de
camundongos desde o seu desmame até a idade adulta. Baseamos nossa metodologia
na observacdo de agrupamentos, mantendo suas interagdes, sem induzir ou interferir
na dindmica social. Estruturamos um etograma através das atividades prevalentes
como: exploragdo do ambiente, busca por alimento, auto-higienizagao, contato fisico e
repouso. Quantificamos a incidéncia destas atividades demonstradas por cada individuo
em seu agrupamento durante o periodo de 60 minutos. Nossos resultados demonstram
maior incidéncia de repouso em camundongos jovens. No entanto, na idade adulta, a
exploragdo do ambiente e a busca por alimento séo atividades mais prevalentes. Outro
ponto importante foi a mudanca do perfil de atividade entre as idades, cada agrupamento
apresenta uma incidéncia de atividades diferente, sendo peculiar a cada dindmica do
agrupamento. Desta maneira, podemos concluir que estes parametros séo importantes
para o estabelecimento de padrdes sadios de comportamento e para a avaliagdo das
alteragdes observadas no modelo experimental deve ser relevada as caracteristicas de
cada idade e agrupamento. CEUA LW 5/12.

Palavras-chave: Camundongos. Comportamento animal., Etograma.

durante toda a sua vida. O seu pequeno tamanho e

1 INTRODUCAO

O camundongo usado em biotérios ¢ um ma-
mifero da familia Muridae, sub-familia Murinae,
da ordem Rodentia e género Mus. O seu nome
cientifico é Mus musculus'. Apresenta um corpo
fusiforme e flexivel, permitindo a sua passagem em
pequenos espacos. Seus pelos podem apresentar
diversas coloragdes (da albina a preta) sdo geral-
mente finos, retos e com padrao de distribui¢dao
uniforme por todo o corpo. Cauda e orelhas relati-
vamente grandes permanecem descobertas de pelos
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sua area de superficie por grama de peso corpdreo
relativamente grande suscetibilizam o animal as
alteracdes das condi¢des ambientais. A temperatura
corporal (35,2 a 37,9°C) ¢ facilmente afetada por
pequenas oscilagdes, modificando gravemente a
fisiologia do animal. Também possui maior sensi-
bilidade a perda de agua e desidratacao devido ao
seu alto metabolismo (batimentos cardiacos: 500
a 780 bpm, em atividade; frequéncia respiratdria
de 163 por minuto) e o mecanismo de regulagdo
térmica. Sua expectativa de vida média, dois anos,
pode chegar a alguns casos até quatro anos?>.

255



ETOGRAMA DE CAMUNDONGOS EM BIOTERIO: QUAIS SAO AS PRINCIPAIS ATIVIDADES DESTE ANIMAL DENTRO DA GAIOLA?

236

A ciéncia de animais de laboratoério € uma es-
pecialidade, dentro de campo medicina veterina-
ria, direcionada para o desenvolvimento de mode-
los experimentais pelo uso de animais de laborato-
rio que promova conhecimento capaz de melhorar
a qualidade de vida do ser humano e do proprio
animal®. Dentre outras atividades, esta relacionada
com a busca para elaboragdo e aplicagdo de me-
todologias que minimizem a dor e o desconforto
dos animais durante a investiga¢o cientifica*>. O
camundongo ¢ amplamente utilizado nos ensaios
biomédicos por apresentar caracteristicas anato-
micas, genéticas e fisioldgicas bem definidas®.
Contudo, se este modelo possui a capacidade
de reproduzir aspectos patologicos das doengas
de forma semelhante ao ser humano, faz-se ne-
cessario também que haja o desenvolvimento
de métodos de diagnostico e acompanhamento
semelhantes ao utilizado no ser humano. Além
disso, consideramos que o comportamento repro-
dutivo e social do camundongo ¢ intensamente
subestimado. Este fato advém da dificuldade de
observagao, avaliagdo e interpretagao dos padroes
comportamentais pelo manipulador. Porém consi-
deramos esta espécie com caracteristica e emogoes
individualizadas e complexas, assim como um
repertorio amplo de comportamentos. O fato de
nao conseguirmos observar (ou entender) ndo nos
da a convicgdo que sensacdes, emocoes € habitos
ndo existam’.

Os ensaios pré-clinicos definem-se como
ensaios in-vitro (em laboratorio) e in-vivo (em
animais), que visam definir o perfil farmacologico
e toxicologico de novos medicamentos. A farma-
cocinética nao favoravel, toxicidade do composto,
eficadcia ndo comprovada, aparecimento de efeitos
adversos sdo os principais problemas detectados
nos testes pré-clinicos e responsaveis pelo insu-
cesso no desenvolvimento de medicamentos®.
Segundo o OECD - Guidelines for testing of
chemicals, em relagao aos ensaios de toxicidade
aguda, recomenda-se (apOs a administragdo do
farmaco) realizar uma criteriosa observagdo de
sinais de intoxicagao em pele e pélos, olhos e mu-
cosas. Descreve também a observagao de sinais
alterados no sistema respiratdrio, circulatorio,

nervoso autondmico e central. Dentre alguns
exemplos de alteragdes sdo destacados: tremores,
convulsdes, salivagdo, diarreia, letargia, sono e
coma. Ressaltamos que, segundo o respectivo
manual, as alteragdes nos padroes comportamen-
tais também devem ser observadas, porém nado
especificam qual (quais) parametro (s) deve (m)
ser (em) utilizado (s)%'°.

Nosso principal objetivo neste trabalho foi
determinar quais sdo as principais atividades com-
portamentais de um camundongo macho, sadio,
alojado num biotério de experimentagdo. Estru-
turamos um etograma e realizamos a qualificagcdo
e a quantificagdo de atitudes como exploragao
do ambiente, busca por alimentos, auto-limpeza
e o ato do animal “subir” num outro individuo.
Avaliamos os agrupamentos por sessenta minutos
(apos a substitui¢do da gaiola) e a cada semana até
a idade adulta.

Destacamos esta frase do manual OECD: Ani-
mals found in a moribund condition and animals
showing severe pain or enduring signs of severe
distress should be humanely killed.® Acreditamos
que a importancia deste trabalho foi fornecer
parametros para a determinacdo de quais as al-
teragdes comportamentais podem ser observadas
durante um ensaio pré-clinico. Ainda, avaliar com
precocidade sinais de dor, desconforto e estresse
no animal. Assim poderemos realizar a finalizagao
humanitéria do animal sem que o mesmo evolua
para um estado moribundo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Camundongos da linhagem Swiss Webster
(n=100), machos, com trés semanas de vida,
procedentes do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL/Fiocruz) e mantidos no Se-
tor de Experimentacao Animal do Laboratorio de
Biologia Celular (SEA/LBC) do Instituto Oswaldo
Cruz. A manutenc¢ao dos camundongos foi reali-
zada de acordo com os parametros descritos no

RESBCAL, Sao Paulo, v.1 n.3, p. 255-262, jul./ago./set. 2012



Lucianne Cardoso Chumbinho, Luiz Cesar C. Pereira da Silva, Caroline Corréa Pizzini, Wanderson Silva Batista, Fahio Souza de Oliveira, Gabriel Melo de Oliveira

“Cuidado e Manejo de Animais de Laboratorio™!!

e sob a licenca LW 5/12 da Comissdo de Etica
para Uso de Animais (CEUA/Fiocruz). Todos os
ensaios foram realizados em ambiente controlado
em relacdo a ruido (< 60 decibéis), temperatura
(22°C + 2°C) e luminosidade (12 horas de luz/12
horas de escuridao).

2.2 Agrupamento

Os camundongos foram divididos, na terceira
semana de idade, em grupos de até dez animais.
Foram formados 10 grupos descriminados de Al
aA10. Estes animais foram identificados individu-
almente por um sistema de cor e posi¢ao corporal.
Além disso, foi oferecido agua e racao ad libitum
para todos os agrupamentos. Todas as analises
foram realizadas imediatamente apos a troca da
gaiola e maravalha de pinus, usada como cama.

2.3 Etograma

Estruturamos nossa analise comportamental
pela avaliacao dos principais atividades realizadas
pelos camundongos nos seus respectivos agrupa-
mentos. Podemos destacar qualitativamente as
seguintes atividades: a) Exploragao do ambiente
(EA): esta atividade consiste no levantamento
vertical com ou sem apoio das patas dianteiras na
parede da gaiola. b) Procura de alimento (PA): de-
terminamos esta atividade pela busca de alimento
revirando a maravalha pelas patas dianteiras. c)
Auto-higienizagdo (4H): ato de o animal lamber-
-se ou limpar-se. d) Repouso ou descanso (RE):
caracteriza-se pela atitude de deitar-se ou dormir
durante a observagao. €) Montagem (Mo): esta ati-
vidade esté relacionada a atitude de apoiar as patas
dianteiras ou traseiras no dorso de outro animal.

2.4 Quantificacao das Atividades

Uma vez a cada semana, entre a 4*, 6* ¢ a &*
semana de vida (sdv) realizamos a analise quan-
titativa através da filmagem de cada grupo (vista
superior) com uma camera Canon PowerShot
SX20 IS® (Lake Sucess, NY - EUA) por 60 mi-
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nutos continuos. Apos a captacdo do material,
dividimos a filmagem de cada grupo em intervalos
de 5 minutos e “congelamos” a imagem no respec-
tivo intervalo. Nesta imagem fixada contamos o
numero de animais, demonstrando as respectivas
atividades descritas no etograma. Desta maneira,
conseguimos avaliar os seguintes dados: a) Dina-
mica e tipificag@o das atitudes do animal durante
o tempo de 60 minutos, desde a infancia até a
idade adulta; b) Prevaléncia dos tipos de ativi-
dade observada nos grupos de camundongos; c)
Prevaléncia destas atividades em relacao a idade;
d) Diferenca, entre cada agrupamento, do perfil
prevalente de atividades.

3 RESULTADOS

Analisamos as principais atividades dos
camundongos em biotério. Nossos resultados
demonstram que apds a substituicdo da gaiola,
principalmente da maravalha, os animais apre-
sentam uma dindmica caracterizada pela mudanga
proporcional dos tipos de atividades observadas.
Na figura 1, até os primeiros 15 minutos, 25 a
30% dos animais encontram-se concentrados na
atividade de explorar o ambiente (EA); 40% es-
tao realizando a procura de alimentos (PA); 20%
realizam a sua auto-higienizagdo (4H); 1 a 10%
estdo em repouso (RE) e 5% estdo em atitude de
contato fisico pela “montagem” de outro animal
(Mo). Este perfil demonstra significativa mudancga
entre 0 20° ¢ 0 35° minuto de observacdo. Em
relagdo a EA encontramos uma variacdo entre
decrescente de 20 a 15% da prevaléncia dos
animais na realizagao desta atitude; observamos
também a queda entre 40 a 35% dos animais
realizando a atitude de PA. Nao houve variagao
entre as atitudes de AH e Mo mantendo os valores
de 15 e 5%, respectivamente. Contudo, a atitude
de RE apresentou um aumento entre 10 a 30% do
numero de animais. Ao final, com 60 minutos de
observagao, observamos 13% dos animais em EA4,
aproximadamente 29% dos animais em P4; 13%
em AH; 41% em RE ¢ 4% em Mo.
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Figura 1: Tipificagéo da atividade de camundongos em relagéo ao tempo: observacéo num periodo de 60 minutos da dinamica
das atividades em relagéo ao tempo. Em escala percentual (0 a 100%), prevaléncia dos tipos de atividade exercida pelos
camundongos: exploragdo do ambiente (EA) ;procura de alimentos (PA); auto-higienizagdo (AH) ; atividade de repouso

(RE); atividade de montagem (Mo).

Considerando as trés semanas de observacao,
podemos descrever que a propor¢ao média do
tipo de atividades realizadas pelos animais num
tempo total de 60 minutos foi a seguinte: PA, ati-
vidade realizada por um maior nimero de animais
quando estdo em suas gaiolas em biotério, apro-
ximadamente 39% estavam envolvidos nesta ati-
tude. Logo apos, EA, realizada por 22% dos
animais. A AH e o RE foram realizadas por 19 ¢
14% dos animais, respectivamente. Apenas 6%
dos animais foram observados em atitude de Mo
durante os 60 minutos de observagao (Fig. 2).

Contudo este perfil ndo foi fixo em relacdo a
cada idade observada (Fig. 3). Os camundongos
com 4 semanas de vida (Fig. 3A) apresentaram
maior prevaléncia de individuos em RE (39%);
PA (21%); EA (17%); AH (16%) e Mo (7%). Este
mesmo grupo de animais entre a 6* (Fig. 3B) e a

8* semanas de vida (Fig. 3C) apresentaram uma
significativa altera¢do no seu perfil de atividade
com maior prevaléncia de animais realizando as
seguintes atitudes: P4: (6* sdv, 53% e 8" sdv, 47%);
EA: (24 e 27%, respectivamente); AH (16 e 9%);
RE (2 a13%) e Mo 5% nas respectivas semanas.

Na fig. 4, nossos resultados demonstraram
claramente que, além da varia¢ao do perfil de inci-
déncia dos tipos de atividades, durante seu amadu-
recimento, também houve significativas variagdes
dos tipos de atitudes estudadas entre os proprios
agrupamentos. Entre as idades (4* sdv: A a C; 6°
sdv: D a F e 8 sdv: G a I) houve a similaridade
do perfil, onde observamos maior prevaléncia de
animais em RE na 4* semana de vida e conforme
o amadurecimento, uma altera¢do prevalecendo a
PA e EA. Ressalta-se que o Agrupamento 3 (A3)
demonstrou um perfil constante em todas as ida-
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Figura 2: Aincidéncia das atividades no agrupamento de

camundongos: trés semanas de observagéo,
média da incidéncia (em percentual - 0 a 100%)
de atividades exercidas pelos animais. A procura
de alimentos (PA): atividade de maior incidéncia.
Exploragéo do ambiente (EA); auto-higienizagao
(AH) e o repouso (RE) apresentam incidéncia
semelhante. O contato fisico, pela montagem (Mo)
entre os individuos, atividade de menor incidéncia.

des, prevalecendo P4 e EA4 desde a 4* semana de
vida. Entdo em relagdo aos agrupamentos (Al: A
a G; A2: Be H; A3: C e I) podemos observar que
cada um destes apresentaram perfis de atividades
semelhantes, com prevaléncia de P4 e EA4, porém o
nimero de animais exercendo estas atividades foi
diferente entre cada agrupamento. Desta maneira,
apesar de atividades prevalentes semelhantes,
cada agrupamento apresentou um perfil peculiar
e diferenciado.

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O camundongo ¢ uma espécie, extremamente
ativa, que se empenha em altos niveis nas intera-
¢des sociais e reciprocas!>!3, Também apresenta
marcantes comportamentos de nidificagdo, aca-
salamento, maternidade, marcacao territorial e
agressividade (principalmente entre machos em
idade adulta)'4!>-1617 Grande variedade de en-
saios sociais foram descritos na literatura para o
estudo de comportamentos individuais'®1%2%, Os
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Figura 3: Incidéncia de atividades em relagédo a idade: as
atividades de exploragdo do ambiente (EA),
procura de alimentos (P), auto-higienizagéo (AH),
repouso (RE) e (Mo) apresentaram diferentes
percentuais de incidéncia de tipos de atividade em
relagéo a 42 (A), 62 (B) e 82 (C) de vida.

exemplos a seguir foram concebidos e descritos
para evidenciar a relevancia dos tipos de déficits
em interagdes sociais, mais especificamente para
serem usados como modelos de autismo. Dentre
estes ensaios podemos destacar: a) avaliacao das
interacodes sociais reciprocas, e b) avaliacao refi-
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Figura 4: Diferenga dos tipos de atividade em relagdo aos agrupamentos: diferengas do perfil de atividade entre as idades,
diferenca entre os agrupamentos na mesma idade. O agrupamento A1 (A a G) e A2 (B a H) aproximam-se do perfil médio,
onde na 42 semana de vida (A a C) prevalece a atividade de repouso (RE) com maior incidéncia. Nesta mesma semana,
0A3 (C al) apresentou a procura de procura de alimentos (PA — vermelho) com maior incidéncia. Na 62 semana (D a F),
houve semelhanga entre a prevaléncia das atividades, porem o percentual de incidéncia entre os individuos demonstrou
sutil diferenca. Na 82 semana (G a I), houve variagéo na atividade de auto-higienizagéo (AH) entre os grupos. As
atividades de montagem (Mo) manteve sua baixa incidéncia entre todos os grupos e também entre as idades.

nada das interagdes entre pares (jovens ou adultos)  considerados “cléssicos”. Estes testes: 1) Campo
em gaiola padro ou arenas especializadas?’. aberto, ii) Labirinto em cruz elevada, iii) Teste

Contudo, segundo Haller & Mano?!, aproxi-  da suspensdo da cauda, iv) Caixa claro/escuro e
madamente 80% dos estudos comportamentais  v) Interagdo social?!, avaliam o individuo isolado
em camundongos empregaram testes tradicionais,  da sua interacao social, ou seja apenas as carac-
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teristicas individuais. Além disso, questionamos
nao a validade destes testes, mas a aplicabilidade
destes testes. Todas estas metodologias isolam ou
induzem o animal a um comportamento especifico
em um local diferente do qual esta sendo mantido.
Importantes informagdes sao adquiridas por estes
testes como a caracteristica de ansiedade e depres-
sao dos animais, mas ndo sao capazes de descrever
o comportamento individual dos camundongos em
seu agrupamento, sua dinamica social, a diferenga
do perfil de comportamento entre os grupos, entre
as idades e outros.

Em nosso estudo nos propomos a identificar
quais sao as principais atividades e a sua prevalén-
cia apresentadas pelo camundongos (machos) em
seu agrupamento no biotério”?. Estruturamos uma
metodologia que tivesse minima interferéncia no
ambiente do animal (sua gaiola) e ndo induzindo
as alteragdes individuais ou interagdes sociais.
Acreditamos que a filmagem a distancia e a ana-
lise do etograma através dos filmes alcangaram
este objetivo. Observamos que a incidéncia dos
tipos de atividade assim como sua prevaléncia
demonstra interessantes diferencas durante o ama-
durecimento dos animais e entre os agrupamentos.
Um ntimero maior de animais recém desmamados
(4* semana de vida, ou seja infantis) mantém-se
em repouso. Conforme amadurecem a curiosidade
demonstrada pela £A4 e a necessidade da busca pela

alimentacao, descrita pela atividade (P4), torna-se
mais prevalente entre os individuos dos grupos. A
prevaléncia de AH € relativamente constante para
cada individuo e para cada agrupamento, porém
sempre presente. A Mo apresentou intensidade
muito reduzida durante todo ensaio, porém cons-
tante. Possivelmente pela rapida movimentagao
dos animais da gaiola.

Podemos concluir que as principais atividades
realizadas pelos camundongos em biotérios sao de
repouso quando sdo infantis (4* semana de vida),
explorar o ambiente e buscar o alimento quando
amadurecem e tornam-se adultos (8 semana de
vida). Apresentam constante atividade de auto-
-higienizac¢do e de contato fisico durante toda sua
vida. Porém devemos observar as diferencas
entre os agrupamentos, pois cada um apresenta
um perfil peculiar e diferenciado de prevaléncia
das atividades.
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ETHOGRAM OF MICE: WHAT ARE THE MAIN ACTIVITIES OF THESE

ANIMALS IN THE CAGE?

The behavior of mice in laboratory animal houses is an important area of science
of laboratory animals. Although the literature describing numerous behavioral study
models with different approaches (depression, anxiety, aggressiveness, efc...), the-
se models are characterized by inducing the required behavioral phenotype. In our
study, we determined the pattern of behavior of healthy mice since their weaning to
adulthood. We based our methodology on the observation of a group, maintaining
their interactions, without inducing or interfere with social dynamics. Structured an
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