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O estudo do comportamento de animais de laboratorio tem por objetivo promover o0 bem
estar e minimizar o seu desconforto durante os ensaios cientificos, possibilitando entender
as interagdes sociais e desenvolver métodos de enriquecimento ambiental, aumentando
assim a qualidade de vida dos animais mantidos em laboratorio. O objetivo deste estudo
¢ avaliar a atividade motora e exploratéria de camundongos machos adultos, com padrao
de comportamento agressivo (PCA), mantidos em biotérios de experimentagao e sua im-
plicancia na qualidade de vida. Durante a rotina de manuteng&o dos animais, observou-se
a presenca de padrdes de comportamento em diversos agrupamentos de camundongos
machos adultos. Foram utilizados dois métodos etoldgicos para avaliagéo: i) teste do
campo aberto e ii) teste do labirinto em cruz elevado. Os animais foram divididos em trés
categorias de comportamentos: dominantes, subordinados e solitarios. Os resultados
mostraram que nos grupos em que houve a presenca de padrdes de comportamento
agressivo, em ambos os testes etologicos, houve reducdo na atividade motora e explo-
ratéria nas categorias dominantes e submissos. Os camundongos submissos e solitarios
demonstraram uma diminuicao significativa em ambos os tipos de atividade, compativel
com o comportamento depressivo descrito na literatura em modelos experimentais. Os
resultados sugerem que a presenga de PCA compromete a qualidade de vida de todos
o0s componentes do grupo de camundongos, sendo mais grave nos animais que sofrem
as agressdes (subordinados). Certificado CEUA n°® 20/08 /FIOCRUZ.
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substitui¢do de animais por métodos alternativos,
na reducdo do nimero de animais utilizados e no
refinamento das técnicas de alojamento e mani-
pulacdo. No modelo de primatas ndo humanos,
varios estudos abordam a busca e elaboragdo de

1 INTRODUGAO

Ha uma intensa discussdo relacionada ao bem
estar dos animais utilizados em ensaios biomé-
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dicos, bem como varias questdes a respeito da
relevancia do uso de animais e a forma como sdo
manipulados durante a investigacado cientifica. Os
principios éticos no uso de animais de laboratorio
tém sido guiados pelo principio da 3Rs!. Resu-
midamente, esses principios estdo baseados na

um ambiente capaz de propiciar aos individuos o
desenvolvimento de sua atividade exploratoria e
aumentar a qualidade da interagdo social®3. Em
relacdo aos roedores também existem varios es-
tudos relacionados ao bem-estar*>. No entanto,
em levantamento de artigos indexados (Pub Med
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- Junho de 2011), um numero relativamente pe-
queno de manuscritos estao relacionados ao com-
portamento individual e social de camundongos.
Aproximadamente 135.694 estudos avaliaram a
questdao do bem-estar em primatas nao humanos,
enquanto que apenas 372 trabalhos estdo rela-
cionados a esse tema em camundongos®. Essas
reduzidas referéncias sobre o assunto motivou-
nos a realizar o estudo do comportamento social
e individual de camundongos em biotérios de
experimentagdo. Além disso, acreditamos que
esse conhecimento também seja importante para
melhorar a empatia do manipulador em relagao
ao animal, aumentando a consciéncia da ética
nos procedimentos realizados ¢ minimizando a
ocorréncia de acidentes bioldgicos®.

O ato de hierarquizar promove o dominio ¢ a
subordinagdo entre os membros dos agrupamen-
tos e podem ser observados em camundongos
machos ou fémeas. No caso do agrupamento de
camundongos machos adultos, ha alta prevaléncia
de agressdo entre os individuos. O surgimento
dessas agressoes pode ser facilmente observado
durante a rotina de limpeza e tratamento desses
animais’. A agressdo entre os camundongos ma-
chos pode ter varias causas: genéticas®, hormo-
nais®!? ou neuroquimicas'"-!2 entre outras. Suge-
riu-se que esse tipo de agressao esteja relacionado
com a disputa dos individuos para a dominacao
social dentro do esquema de hierarquizagio'.
Entretanto, os resultados de outros estudos in-
dicaram que a agressao ocorreu por dificuldade
de um elemento do grupo se impor ou manter a
hierarquia'¥; com a presenca de individuos do-
minantes e subordinados, puderam identificar os
camundongos que promoveram a agressao € os
que a sofreram!’, estando estes em uma posic¢do
inferior na organizagdo social'®.

Por acreditarmos que a presenca de PCA com-
promete o bem-estar dos camundongos e pode
ser observada pelo seu comportamento alterado,
interferindo nas posi¢des hierarquicas, realizamos
este estudo com o objetivo de avaliar a atividade
motora e exploratéria em camundongos machos
adultos que demostravam um padrao de compor-
tamento agressivo (PCA) em seu agrupamento,
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usando métodos etologicos, normalmente utiliza-
dos para a avaliagdo de modelos de depressao e
ansiedade!®; medimos a intensidade dos animais
dominantes, subordinados e também em isola-
mento social!”.

2 MATERIAL E METODOS

Ressaltamos que este estudo foi realizado atra-
vés da observagao do surgimento espontaneo de
agressdao; em nenhum momento a agressividade
foi induzida. Realizamos também uma compara-
¢ao de atividade entre os grupos de animais que
nao apresentavam PCA. Os camundongos manti-
dos na auséncia de interacao social, descritas na
literatura como um modelo de hipoatividade ou
comportamento depressivo, foram utilizados como
referéncia de comportamento alterado (controle
negativo)'®19,

2.1 Animais

Os camundongos foram albergados no Setor
de Experimentacdo Animal no Laboratorio de
Biologia Celular / IOC sob condi¢des ambientais
e sanitarias em conformidade com o “Guia para
0 Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio”
(Publicacao n® DHEW [NIH] 80-23, revista em
1985). Os animais foram mantidos em estantes
ventiladas com ciclos de fotoperiodos claro/es-
curo de 12 horas, umidade relativa fixada em 45
a 55%, temperatura de 22°C e troca de ar de 25
trocas por hora. O fornecimento de agua e ragao
foi ad libitum. Os animais foram agrupados de
acordo com os protocolos definidos pelos pesqui-
sadores. Realizamos a higienizacao duas vezes
por semana, sempre nos mesmos horarios. Foram
observados um numero total de aproximadamente
146 gaiolas com 6 animais (nimero médio) cada.
Todos os camundongos eram da linhagem Swiss
Webster, machos e adultos (mais de dez semanas
de vida), provenientes do Centro de Criacao de
Animais de Laboratorio (CECAL-Fiocruz). Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com
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principios internacionais de ética e bem-estar,
com autorizacio da Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA/FIOCRUZ), n° 20/08.

2.2 Padrao de comportamento agressivo (PCA)

Avaliamos em nossa rotina diaria, principal-
mente durante as higienizagdes, o aparecimento de
sinais de agressao, brigas, mordidas e¢/ou dominan-
cia em cada grupo de camundongos. Observamos,
também, sinais de estresse, tais como vocaliza-
¢oes, perda de peso e outros. Dessa maneira
buscamos identificar e categorizar os grupos e os
individuos que apresentaram PCA. Somente os
agrupamentos que o apresentaram, com exce¢ao
do controle sem agressao (norm), foram avaliados
nos respectivos testes apOs sua categorizagao.
Nossa prevaléncia de PCA foi de 60% entdo fo-
ram avaliados nos testes, aproximadamente, 87.6
gaiolas com um total de 525.6 animais.

2.3 Esquematizacao das categorias

Dividimos os camundongos em quatro catego-
rias: 1) Normal (norm), em que nenhum dos indi-
viduos tinha PCA no agrupamento. ii) Dominante
(dnte), caracterizada por individuos em grupos
com presenca de PCA, que nao apresentaram
ferimentos. iii) Subordinada (subd), em relacao
aos animais que tinham mordidas e ferimentos em
grupos com PCA. iv) Solitario (solit), os camun-
dongos que foram mantidos em isolamento social.

2.4 Teste do campo aberto

Este teste consiste na medicao de variaveis
comportamentais em modelos experimentais, na
avaliagdo de situacdes de ansiedade e depressao.
Os animais sdo colocados em uma arena limitada
a 16 espagos de tamanhos iguais®®. A avaliagdo
comportamental foi realizada através da atividade
motora pela medigdo do niumero de quadrantes
atravessados (deslocamento horizontal) em um
periodo de cinco minutos, enquanto que a ativi-
dade exploratoria foi medida através do nimero
de deslocamentos verticais (rearing), independen-

temente da localiza¢do na arena, também em um
periodo de cinco minutos. Este teste foi realizado
em uma sala separada, sempre no mesmo horario
(entre 9 e 12 horas) apenas por um unico mani-
pulador.

2.5 Teste do labirinto em cruz elevada

Este método foi utilizado para avaliar a habi-
lidade motora e de interesse exploratdrio de cada
animal?!. A avaliacdo do interesse exploratorio e
da capacidade locomotora foi realizada através
da medicao do numero de entradas e tempo gasto
pelos camundongos nos bragos fechados e abertos
ao longo do periodo de cinco minutos. Este teste
foi realizado em uma sala separada, sempre no
mesmo horario (entre 13 e 17 horas) apenas por
um unico manipulador.

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média
e desvio-padrao (£SD). A significancia entre as
médias foi determinada através do teste 7" Student
e os resultados foram considerados significativos
quando P <0,05.

3 RESULTADOS

A observagao dos animais albergados em nossa
rotina possibilitou a divisdo em categorias de acor-
do com o PCA. Os tipos de comportamento sao
esquematizados na figura 1. A primeira categoria
descrita ¢ de camundongos que nao demonstram
comportamento agressivo do grupo, denominado
de normal (Figura 1A). Em relagcdo ao PCA, dis-
tinguimos os agrupamentos em duas categorias
de comportamento individual, os agressores
(dominantes) e subordinados (agredidos). Estas
categorias foram o nosso objeto de estudo e fi-
zeram parte de agrupamentos que denominamos
como “um contra todos” quando um individuo
agrediu todos os outros componentes (Figura 1B)
e “todos contra um”, quando varios componentes
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Figura 1 - Esquematizagéo do comportamento observado em camundongos machos em ambiente laboratorial: camundongos
sem alteracdo de comportamento (branco n=315), dominantes (cinza n=52) e subordinados (com mancha preta
n=157). Animais em agrupamentos sem a presenca de comportamentos agressivos (A). Grupos de animais com a
presenca do PCA foram divididos em duas categorias: “um contra todos” (B), em que ha um animal dominante e “todos
contra um” (C), em que ha apenas um subordinado. Atividade de animais alojados em isolamento social (D)

agrediram apenas um individuo do grupo (Figura 1
C). Além disso, também avaliamos a atividade dos
camudongos que foram alojados em isolamento
social (Figura 1D).

Os resultados do teste de campo aberto (Figura
2) demostraram que os camundongos dominantes
e subordinados apresentaram uma diminui¢ao
significativa da atividade motora (Figura 2A) e
exploratéria (Figura 2B), quando comparados
aos camundongos normais. Animais subordina-
dos tinham menor atividade em comparacao aos
dominantes e semelhante aos animais em isola-
mento social (Figura 2A-B), tanto em termos de
deslocamentos horizontal como em vertical. Na
avaliacdo da atividade por categoria, os dominan-
tes apresentaram maior atividade, compativel com
o perfil “todos contra um” (Figura 3).
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O teste do labirinto em cruz elevado (Figura 4)
apresentou resultados semelhantes com os dados
obtidos através do teste anterior. Animais domi-
nantes e subordinados apresentaram diminui¢ao
da atividade motora, medido pelo ntimero de en-
tradas e o tempo de presenca nos bragos abertos
ou fechados, quando comparados aos animais
normais (Figura 4A-B). Além disso, os animais
subordinados demonstraram uma diminuigao do
numero de entradas nos bragos abertos quando
comparado com os normais ¢ os dominantes
(Figura 4A). Quanto a atividade exploratoria, o
tempo restante nos bracos fechados foi maior para
os camundongos subordinados. Esses valores, em
numero de visitas ou o tempo de permanéncia nos
bragos foram semelhantes para os subordinados e
solitarios (Figura 4B).
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Figura 2 - Avaliagéo das atividades motora e exploratoria através de teste do campo aberto: Nas categorias normais (norm),
dominantes (dnte), subordinados (subd) e solitarios (solit) medimos a atividade motora (A) e exploratoria (B). O (#)
indica uma diferenca significativa dos normais em relagéo aos dominantes, subordinados e solitérios (p<0,05). O
asterisco indica diferenga estatistica dos dominantes em relagéo aos subordinados (p<0,05)
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Figura 3 -Teste do campo aberto na categoria dominante do agrupamento “todos contra um”: No primeiro grupo, observamos trés
camundongos dominantes (c1, ¢3 e c4). No segundo grupo, identificamos a presenga de quatro individuos dominantes
(c1, ¢2, ¢3 e c5). Mensuramos a atividade motora (A e C) e a atividade exploratéria (B e D) de todos os animais e
indicamos com um asterisco a diferenga estatistica entre os individuos dominantes de um mesmo grupo (p <0,05)
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Figura 4 - Uso do teste de Labirinto em cruz elevada nos agrupamentos: Nas diversas categorias, avaliamos o nimero médio da
presenga do camundongo nos bragos abertos e no interior dos bragos fechados (A). Mensuramos também o tempo
médio de permanéncia de cada categoria nos bragos abertos e fechados (B). O # indica diferenca estatistica entre os
normais € 0s dominantes, subordinados e solitarios (p <0,05). O asterisco indica uma diferenga significativa em relagéo
ao nimero médio de visitas no brago aberto de camundongos subordinados e solitarios quando comparados aos

normais € dominantes (p <0,05)

4 DISCUSSAO E CONCLUSAD

Nossos resultados estdo de acordo com dados
da literatura, indicando que os grupos de camun-
dongos machos na idade adulta podem apresen-
tar PCA’. O comportamento agressivo pode ter
varias causas. A influéncia genética pode estar
relacionada aos segmentos de cromossomos, com
efeitos sobre o comportamento agressivo??. Essa
abordagem ¢ ilustrada pelo efeito da parte macho-
especifica do cromossomo Y. Propde-se que um
candidato da posigdo para esse efeito ¢ o Sry228.
A testosterona também aumenta a expressao do
hormonio corticoide adrenal (ADH) em niveis na
amigdala medial, no hipotadlamo lateral e area pré-
otica medial, que estdo envolvidos no comporta-
mento agressivo'’. A expressio de neurotransmis-
sores também esta relacionada ao comportamento
agressivo, como a serotonina e seus mediadores?>.
Acreditamos que a presenca de comportamento
agressivo e a dominancia social em camundongos
machos adultos podem ser o resultado desses fa-
tores em conjunto. Esses mecanismos ainda nao
estdo completamente esclarecidos.
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Este trabalho foi motivado pela seguinte in-
dagacdo: “Por que o PCA ¢ observado em alguns
grupos e nao em outros em um mesmo lote de for-
necimento de animais e sob as mesmas condi¢oes
ambientais?” Questdes como competi¢io sexual’*
e inclusdo de intrusos?>> comumente descritos na
literatura ndo estdo relacionados a nossa rotina.
Varios estudos tém descrito dominancia social em
camundongos machos e relacionada a descrigdo
de categorias como dominante e submisso?®?’.
Contudo ndo pudemos determinar, a partir desses
resultados, a causa do surgimento de PCA nos
agrupamentos. Nem esse € o objetivo deste traba-
lho, porém pudemos observar que o surgimento
de PCA interferiu em pardmetros comumente
utilizados para avaliar o bem-estar dos animais,
como a atividade motora e exploratoria®®2!,

Neste estudo, identificamos um perfil inte-
ressante de comportamento: a relagdo de apenas
um individuo exercendo sua dominagdo através
da agressdo em todos os outros individuos, no
qual denominamos um contra todos e quando
todos agridem apenas um individuo, no qual ndo
conseguimos identificar o tipo de dominagdo e
denominamos como todos contra um. Hilakivi et
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al.?8 relatam perfil similar ao observado por nos,
principalmente quando relacionado a dominagao
de um individuo agredindo todos os outros?32.

Utilizando métodos etologicos, normalmente
usados para a avaliagao de modelos de depressao e
ansiedade!®, medimos o nivel de atividade motora e
exploratoria em animais dominantes, subordinados
e também em isolamento social'’, independente-
mente se esses individuos participam de agrupa-
mentos um contra todos ou todos contra um.

A atividade motora e o interesse exploratorio
dos camundongos surgem da exigéncia de infor-
magoes relacionadas a um novo ambiente. Esse
comportamento pode ser avaliado através de testes
em campo aberto e labirinto em cruz elevado. Os
resultados para os dois testes foram semelhantes.
Nossos resultados demostraram que os dominan-
tes e subordinados apresentaram diminuicao das
atividades motoras e exploratdrias em relacao
aos agrupamentos sem PCA. Essa diminuigao
da atividade esta relacionada ao estresse croni-
co causado pelo comportamento agressivo dos
animais3’. Além disso, os animais subordinados
apresentaram menor atividade em comparagao
com os dominantes, e semelhante aos animais
em isolamento social. O alojamento individual
de camundongos esta relacionado a um modelo
experimental de privagdo social e a desconforto
e estresse®!. Isso pode causar as alteragdes fi-

siologicas e comportamentais conhecidas como
sindrome de isolamento32. A depressdo clinica
e o entendimento desta patologia foi avaliada
através de testes comportamentais como o teste
do campo aberto e do labirinto em cruz elevada.
Além disso, o modelo de isolamento social foi
utilizado por apresentar reduzida atividade motora
e exploratoria’3-34,

Dessa maneira, nossos resultados sugeriram
que a intensidade de atividade motora e explorato-
ria ocorreu apos o processo de organizagao social
e de dominagao. A presenga de PCA nos agrupa-
mentos comprometeu o bem-estar dos individuos.
Isso fica evidente pela significante diminuicao
da atividade motora e do interesse exploratorio
dos camundongos em agrupamentos com PCA
em comparag¢ao com a atividade dos individuos
dos agrupamentos harmonicos (normal). Apesar
de o agressor (dominante) e agredido (subordi-
nado) estarem sofrendo de estresse cronico, este
desconforto foi mais grave nos camundongos
subordinados que sofrem permanentemente as
agressoes, inferido da observacao da intensidade
inferior de atividade motora e exploratdria para
essas respectivas categorias, semelhante aos re-
sultados dos testes comportamentais encontrados
para camundongos em isolamento social € que, por
sua vez, esta relacionado a modelos experimentais
de depressao.

ASSESSMENT OF MOTOR AND EXPLORATORY ACTIVITY OF MICE
THAT EXHIBIT AGGRESSIVE BEHAVIOR IN THE LABORATORY
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The study of the behavior of laboratory animals is to promote the welfare and minimize
discomfort during the same scientific trials, allowing to understand social interactions
and develop methods of environmental enrichment, thereby increasing the quality of life
of animals kept in the laboratory. The aim of this study was to evaluate the motor activity
and exploratory adult male mice with a pattern of aggressive behavior (PCA), kept in
experimentation and his wellfare. During routine maintenance of the animals showed the
presence of behavioral patterns in different groups of adult male mice. Two ethological
methods were used to assess: i) open-field test and ii) test the elevated plus maze. The
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animals were divided into three behavioral categories: dominant, subordinate and solitary.
The results showed that in groups where there was the presence of aggressive behavior
patterns in both ethological tests, a reduction in motor activity and exploratory catego-
ries in dominant and submissive. The lonely and submissive mice showed a significant
decrease in both types of activity, consistent with the depressive behavior described
in the literature in experimental models. The results suggest that the presence of PCA
compromises the quality of life of all components of the group of mice was more severe
in animals suffering aggressions (subordinates). Certified CEUA No. 20/08 / FIOCRUZ.
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