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CAPITULO1



CONSIDERACOES INICIAIS

1. O coelho: histdrico e caracteristicas morfo-fisioldgicas

O coelho (Oryctolagus cuniculus) é um mamifero lagomorfo da familia dos
Leporideos pertencente ao género Oryctolagus. Caracteriza-se pela cauda curta, orelhas
e patas compridas. Esse pequeno mamifero encontra-se facilmente em muitas regides do
planeta. Os vestigios mais antigos do coelho foram encontrados na Asia e fosseis
também foram descobertos na Peninsula Ibérica. A partir do extremo sudoeste da
Europa, o coelho-europeu (O.) espalhou-se por todo o continente e, nos ultimos séculos,

por todo o mundo.

O coelho ¢ originario da peninsula Ibérica tendo sido descoberto pelos fenicios
que, ao verem a alta e rapida reproducdo destes animais, apelidaram o pais de “I Spah
Im” que significa “Pais dos coelhos”, derivando o nome “Hispania” (Quinton, 2005).
No império Romano, sua criacdo ja era descrita para consumo humano da carne. No
século XI, os monges os criavam em grandes areas fechadas chamadas “garenne” o que
facilitou a reprodugdo. Como estes animais ocupavam pouco espago, se alimentavam
pouco e se reproduziam em grande quantidade e em curto espago de tempo, as
expedi¢des marinhas viam os coelhos como uma reserva de carne ideal para as longas
viagens. Desde o século XVI, os coelhos seguiram junto a exploragdes e expedigdes
ocidentais, se proliferando por diversas partes do mundo. Com a aboli¢do das criagdes
“garenne”, as “cuniculturas” surgiram mais organizadas e controladas, com animais

separados por raca, sexo e idade. (Quinton, 2005).

Em 1638 Willian Harvey, médico britanico, foi pioneiro ao usar o coelho como
modelo animal no seu estudo do funcionamento do sistema circulatorio (Harvey, 1638).
O uso do coelho em testes toxicologicos foi iniciado a partir da metade do século XIX,
quando se descobriu que podiam ser alimentados com beladona (uma das plantas mais
toxicas do hemisfério ocidental) sem que se intoxicassem. Assim foi identificada a
atropinesterase, enzima presente no soro dos coelhos que desativa a atropina e drogas
derivadas O coelho ¢ o modelo biologico usado para testes de pirogénio, sendo portanto,

muito usado na liberagdo de produtos imunobiologicos(Quinton, 2005).

Entre as espécies convencionais de animais de laboratério (ratos, hamister,
camundongo, cobaias e coelhos), o coelho ¢ o unico que no Brasil também ¢ explorado

para o consumo de carne. A criacdo de coelhos esta ligada a producdo de carne, pelo
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(coelho Angord) e pele (coelho Rex), além da criacdo em biotérios. De acordo com a
Associacdo Americana de Criadores de Coelhos (American Rabbit Breeders
Association —ARBA, s.d.) existem atualmente 47 racas conhecidas de coelho
doméstico. A partir do coelho selvagem europeu, por intermédio de mutacdes naturais,
cruzamentos e sele¢do, foi obtido um grande nimero de ragas de diversas cores e pesos,
chegando aos coelhos gigantes que atingem mais de 9 kg, o que representa cinco vezes
mais do que o peso do coelho selvagem. Além disso, sofreu profundas modificagdes na
cor da pelagem e dos olhos e no comprimento do pélo e das orelhas (Melo e Silva,

2003).

Os coelhos tém corpo arredondado, cabega grande provida de longas orelhas,
audicdo e olfato bem desenvolvidos e amplo campo de visdo. Sdo classificados como
lagomorfos por terem quatro incisivos na mandibula superior. Os incisivos crescem
durante toda a vida necessitando de uma continua atividade de roer alimentos fibrosos
para prevenir um excessivo crescimento dos dentes. As patas posteriores sdo mais
compridas que as anteriores, o coracao se encontra situado na parte média da caixa
toracica, ligeiramente desviado para a esquerda, e ndo tem a aorta anterior. A
temperatura média do corpo ¢ 38,3 °C, podendo chegar a 39 °C quando submetido ao
estresse. O sistema genital ¢ similar ao dos mamiferos. A fémea tem dois cornos
uterinos e ambos se comunicam, separadamente, com a vagina. A fémea possuide 3 a 5
pares de tetas. O macho ndo tem glande e nem vesiculas seminais. A fémea ¢
poliéstrica, podendo ser coberta a qualquer época do ano. Como a gata e a fémea do
furdo, a coelha esta incluida entre as fémeas que ndo apresentam ovulacdo espontanea,
ovula somente apos a copula e/ou uma forte excitagdo sexual, muito embora exista uma
pequena porcentagem de fémeas que pode ovular espontaneamente (Melo e Silva,
2003).

2. Habitos comportamentais

Os coelhos possuem habitos crepusculares, portanto estdo mais ativos no periodo
da manha e da noite (Richardson, 2000). J& os animais criados em podem ter hébitos

crepusculares ou possuirem habitos completamente noturnos (Barros, 2011).

Os lagomorfos sdo animais gregarios preferindo viver na companhia de outros.

Na natureza vivem em tocas grandes onde geralmente habitam cerca de 60 a 70



individuos, que se dividem em pequenos grupos, que variam entre 2 a § individuos cada
grupo. Dentro destes grupos, hd apenas um macho dominante que tolera apenas a
presenca de machos jovens. O macho dominante pode escolher apenas uma fémea como
parceira sexual permanente, porém pode formar um harém acasalando-se com diversas

fémeas (Richardson, 2000).

Quando vivem em grupos, os coelhos selvagens passam muito tempo cuidando
uns dos outros, realizando o chamado “grooming” social, que significa as lambidas para
a limpeza de areas do corpo onde ndo conseguem acessar sozinhos, como a regido da

face e nuca (Harcourt-Brown, 2002).

O coelho doméstico carrega, em sua ancestralidade selvagem, o comportamento
de agir como presa, logo, suas respostas frente a quaisquer estimulos serdo de fuga ou
luta. Oferecendo a eles um ambiente sem estresse permitira que demonstrem seu
comportamento natural e prevenird o desenvolvimento de diversos problemas

comportamentais (Harcourt-Brown, 2002).

3. A cunicultura e o bem-estar animal

A maioria das criagdes dos coelhos ¢, principalmente, para o fornecimento de
alimento. O pélo, a pele e, também as suas fezes podem ser aproveitadas. Atualmente os
europeus (Franca e Espanha) sdo os que mais apreciam a carne de coelho, que ¢ vendida
fresca ou congelada. A carne de coelho apresenta alto valor nutricional, pois € rica em
proteina de alta digestibilidade e possui indice de colesterol baixo, e ¢ de facil preparo
(Melo e Silva, 2003). As peles sdo usadas para fazer casacos, enfeites ou chapéus. Elas
também podem ser cortadas e tingidas para se parecerem com as de visdo, castor ou
outras peles mais valiosas. Os pélos longos dos coelhos da raga Angora sdo torcidos em
fios macios e quentes e usados em suéteres e outros agasalhos. Suas fezes também

podem ser aproveitadas como fertilizante.

No Brasil, a cunicultura tecnicamente orientada, organizadas, e com fins
comerciais comec¢aram a aparecer a partir de 1957. A principio, coube aos produtores
gerar condicdes que pudessem garantir o bem-estar minimo para viabilizar a produg¢ao.
Mais recentemente, a conscientizagdo e regulamentacdo relativas ao bem-estar animal
cresceram € passou a ser importante que o animal pudesse expressar seu comportamento

natural, satisfazendo suas necessidades etologicas (EFESA-European Food and Safety
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Authority, 2005). Portanto, além de garantir a produ¢do animal de acordo com padrdes
sanitarios, o produtor precisa atender um mercado cada vez mais exigente em relagdo ao

bem-estar animal.

No Brasil, todas as discussdes referentes a criagdo e uso de animais para
propositos cientificos e didaticos sdo de responsabilidade do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal). O CONCEA tem ainda o importante
papel de formular as normas brasileiras de criacao e uso desses animais.

O bem-estar dos animais, juntamente com as questoes ambientais e a seguranga
dos alimentos, ¢ considerado um dos maiores desafios nas criagdes mundiais. A
convic¢ao dos consumidores de que os animais utilizados para a produgdo de alimentos
devem ser bem tratados, ganha cada vez mais importancia, principalmente junto a Unido
Européia (U.E.) e frente aos paises terceiros que colocam animais vivos ou produtos de
origem animal nos estados membros. Deste modo, a legislacdo da U.E., dirigida ao
bem-estar dos animais, aumentou consideravelmente nos ultimos anos (Simpson e
Kelly, 2011).

O bem-estar animal pode ser considerado uma demanda para que um sistema
seja defensavel eticamente e aceitavel socialmente. As pessoas desejam comer carne
com “qualidade ética”, isto é, carne oriunda de animais que foram criados, tratados e
abatidos em sistemas que promovam o seu bem-estar, € que sejam sustentaveis e
ambientalmente corretos. Ele deve ser definido de forma que permita pronta relacdo
com outros conceitos, tais como: necessidades, liberdades, felicidade, adaptacao,
controle, capacidade de previsdo, sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio,
estresse e satde (Broom e Molento, 2004). Pode ser medido por métodos cientificos e

deve ser independente de quaisquer consideragdes éticas, culturais ou religiosas.

4. Avaliacao do bem-estar

O Farm Animal Welfare Council (1991), baseando-se nas cinco liberdades,
define bem-estar quando o animal estd livre de fome e sede; de desconforto; de dor,
doencas e lesdes; do medo e ansiedade; e, finalmente, que possa expressar livremente o
comportamento tipico da espécie. Segundo Broom (1986) o bem-estar de um individuo
¢ seu estado em relacdo as suas tentativas de adaptar-se ao seu ambiente. Ou seja, a sua
capacidade de reagdo frente ao um novo desafio. Dizemos “bem-estar bom” quando o

animal esta habilitado para alostase (condicdo de homesotase mantida na presenca do



agente estrassor), onde ele consegue se reproduzir € mantém uma boa saude fisica e
comportamental. J& “bem-estar ruim” o animal apresenta uma faléncia da alostase,
apresentando perda de peso, aumento da susceptividade a doengas e estereotipias
(Broom e Molento, 2004).

Estudos estdo sendo conduzidos na busca por criagdes diferenciadas, que possam
melhorar o bem-estar animal (Verga et al., 2007). Para Hoy e Verga (2006) uma criagdo
em conformidade com o bem-estar significa: minimo de mortalidade no plantel, animais
livres de ferimentos, com boa saude, que possam expressar seu comportamento espécie-
especifico e que tenham condi¢des de desenvolvimento de acordo com a idade e sexo.

Sao usados vérios indicadores para aferir o bem-estar de um animal, como o
dano fisico, a dor, o medo, o comportamento, a redugdo de defesas do sistema
imunolégico e a incidéncia de doencas conforme Hoy e Verga (2006). O bem-estar ¢
avaliado por meio de indicadores fisiologicos e comportamentais. As medidas
fisiologicas associadas ao estresse tém sido usadas baseadas no fato de que, se o estresse
aumenta (aumento dos glicocorticoides, o hormoénio do estresse), o bem estar bom
diminui. J4 os indicadores comportamentais sdo baseados especialmente na ocorréncia
de comportamentos alterados, e daqueles que se afastam do comportamento no
ambiente natural (Olsson et al, 2003).

A avaliagdo de bem-estar deve considerar as varidveis fisiologicas, as
comportamentais e as patologicas (Hoy e Verga, 2006). Niveis hormonais dos
glicocorticoides, frequéncia cardiaca e respostas imunologicas podem ser usados como
indicadores das condi¢des de criacdo, quando correlacionadas com outros parametros,
como o comportamento e a mortalidade dos animais. Caracteristicas ligadas ao
desempenho produtivo, por exemplo: o peso vivo, conversdo alimentar e fertilidade,
também podem ser usados como critérios de bem-estar. Um baixo desempenho ¢ um
indicador de uma criagdo deficiente, seja pelo ambiente ou pelo manejo inadequados
(Hoy e Verga, 2006). Isso pode gerar uma certa ansiedade nos animais, aumentando a
frequéncia cardiaca, e gerando uma tensdo muscular, que podem interferir com sua
capacidade de agir, de se expressar ou de lidar com uma situagdo rotineira
(McNaughton e Junior, 2007)

A producao de coelhos ¢ influenciada por elementos ambientais (Princz et. al.,
2008). Por isso, os animais acabam sendo expostos a muitos fatores estressantes, tais
como: viver em condi¢gdes limitantes nas gaiolas, em ambiente mondtono e de alta

densidade, que favorece a ocorréncia de comportamentos estereotipados. Este tipo de



comportamento se caracteriza pela repeticdo de movimentos que ndo tém nenhum
objetivo aparente ou funcao (Kowalska et. al., 2008), tais como: morder a barra e cavar
o piso da gaiola, realizar excessivos “self-grooming”, dentre outros.

Atividades estereotipadas e anormais sao sinais de frustragdo e ansiedade,
indicando uma redu¢do do bem-estar. Cavar o chdo ou roer as grades pode ser
considerado um comportamento “normal” em um contexto ambiental pobre (Morisse e
Maurice, 1997). Aspectos atipicos do comportamento social, como a agressividade
excessiva (Morisse et.al., 1999), maternal, como a rejeicao ou canibalismos da ninhada
(Lehmann, 1991) e da ingestdao de alimentos, como a redu¢do do apetite (Finzi et. al.,
1986) podem ser avaliados como indicadores de estresse. Melhorar o ambiente,
proporcionando condigdes para que o animal possa se expressar mais livremente,
poderia ocasionar uma melhora no seu bem-estar e, consequentemente, em sua

produtividade.

5. Enriquecimento Ambiental

O enriquecimento foi definido por Newberry (1995) como qualquer modificagdo
no ambiente de animais cativos que tivesse por objetivo melhorar seu bem-estar,
fornecendo estimulos para suas necessidades espécie - especificas. Permite ao animal
expressar parte do repertorio de atividades do seu comportamento natural (Jordan et. al.,
20006), e ainda diminui o estresse gerado pela falta de espago ou pelo tédio. Todavia, ¢
importante avaliar o enriquecimento em funcdo dos beneficios para o animal,
examinando o uso e a preferéncia por um determinado enriquecimento, o efeito no
comportamento € no desempenho (Baumann, 2005).

Os enriquecimentos podem ser classificados como alimentares e ndo alimentares
(Swaisgood e Sherherdon, 2005) ou ainda, os ultimos, de forma mais detalhada como
fisicos, sensoriais, cognitivos e sociais (Bosso, 2011). Segundo Swaisgood e
Sherherdon (2005), como enriquecimentos alimentares podem ser citados: variagdes de
dieta, mudanca nos horérios ou nimero de vezes que o alimento ¢ ofertado e alteracdes
que visem aumentar o tempo gasto na obtencdo do alimento (ex: esconder). Ja os ndo
alimentares incluem: a adi¢do de objetos para a manipulacao e o treinamento através de
condicionamento que podem ser classificados como enriquecimento cognitivo; a
introducdo de aromas, materiais com urina e fezes de outras espécies, exemplos de
enriquecimento sensorial; mudancas maiores como alteragdes no lugar onde o animal ¢é

criado (vegetacao, esconderijo, brinquedos) classificadas como enriquecimento fisico; e



a criacdo de interagdes inter-especificas ou intra-especificas como forma de
enriquecimento social (Moraes et al, 2012). Nas criagcdes de coelhos os mais usados sdo

os enriquecimentos ndo alimentares, principalmente o enriquecimento fisico e o social.

5.1 Enriquecimento fisico

Mesmo em um ambiente favoravel, alojar coelhos em gaiolas convencionais
dificilmente satisfarda todas as suas necessidades comportamentais, por tratar-se de
espécie adaptada a ambientes complexos na natureza. Portanto, isto pode resultar em
aumento do estresse e manifestacdo de comportamentos estereotipados, tais como:
morder as barras da gaiola e realizar excessivos cuidados corporais (Hansen e
Berthelsen, 2000). Para evitar este problema, varios tipos de enriquecimento vém sendo
estudados, levando em consideragdo a produtividade, o comportamento ¢ o bem-estar
dos animais (Princz et. al.,, 2008). Apesar de ser amplamente aceito que o
enriquecimento fisico pode melhorar o bem-estar e o comportamento animal, ele deve
ser planejado cuidadosamente para assegurar que a sua implementacdo ndo traga
consequéncias negativas, ressalta Medina (2011).

A mudanga do tipo de piso da gaiola (Trocino et. al., 2004; EFSA, 2005; Princz
et. al. 2008; Trocino et. al., 2008), com presenca ou ndo de cama de palha (Trocino e
Xiccato, 2006; Siloto et. al, 2009), por exemplo, pode permitir a expressao de certos
comportamentos naturais, tais como cogar e cavar, além de proporcionar maior conforto
e interacdo entre os animais.

Para a producao orgénica de coelhos recomenda-se que sejam criados em cama
de palha (pelo menos 50% do piso deve ser coberto com a cama) a fim de lhes oferecer
maior conforto (Szendré e Dalle Zotte, 2010). Contudo, o desempenho produtivo ¢
bastante afetado. Quando comparados com animais criados em gaiolas menores, houve
uma diminui¢do do ganho de peso, no peso final, no rendimento de carcaca, no
consumo de alimento e no depdsito de gordura (Lambertini et.al., 2001; Dal Bosco et.
al. 2002; Dalle Zotte et. al., 2010). Segundo estes autores, o consumo da cama de palha
foi responsavel pela diminui¢do da ingestdo de alimentos, afetando, consequentemente,
o ganho de peso, em decorréncia do baixo valor nutritivo da palha. Eles também
afirmaram que o consumo de palha traz o risco da coccidiose que, além de afetar a
saide dos animais, diminui a produtividade e aumenta a mortalidade. Trocino et.al.
(2008) comentaram que o baixo rendimento de carcaga pode ser devido a essas

condicdes mais debilitantes de satde, além da maior atividade dos animais ¢ o baixo



consumo de ragdo atuarem como adjuvantes neste baixo rendimento (maior volume do
trato gastrointestinal devido ao maior consumo de alimento volumoso).

Tanto Orova et.al. (2004), quanto Morisse et.al. (1999), deram aos coelhos a
op¢ao de escolha entre usar ou nao a cama de palha. Nos dois casos, a maioria dos
animais preferiu ficar no piso de arame. Jekkel et. al. (2008) conduziram um
experimento onde a cama de palha foi colocada gradativamente, dependendo da idade
dos animais (um grupo sem cama, um com cama durante todo o experimento, um com
cama a partir da sétima semana de idade e no ultimo a cama foi posta na nona semana).
Em todas as situagdes, a cama promoveu diminui¢do do consumo de ragdo. Além disso,
nao foi observada nenhuma mudanga no padrdo comportamental, levando-os a concluir
que a cama de palha nao melhorou o bem-estar dos coelhos.

Resultado diverso deste foi encontrado por Bessei et. al. (2001), ao trabalharem
com animais em crescimento, em uma camara climatica onde a temperatura variou de
5°C a 30°. Metade do piso de plastico das gaiolas foi forrado com cama de palha.
Verificaram que, quando a temperatura ambiental passou dos 30°C, os animais
preferiram ficar no piso de plastico, enquanto que abaixo dos 15°C, eles optaram pela
cama. Siloto et al. (2009) observaram que em temperaturas superiores a 20°C os coelhos
permaneceram a maior parte do tempo sobre o piso de arame. Usando a cama como
enriquecimento foi possivel notar que os animais em gaiolas enriquecidas apresentaram
maior frequéncia do comportamento ladico, exploratério e houve também maior
interacdo entre os animais. O comportamento estereotipado se sobressaiu nas gaiolas
sem enriquecimento. Segundo estes autores, este tipo de enriquecimento favoreceu o
bem-estar dos animais. O enriquecimento com palha ainda resultou em redugdo de
gordura dissecéavel na carcaga (Zeferino et. al., 2011).

Com ou sem a cama de palha, alguns autores consideram o piso de arame (o
mais utilizado nas gaiolas) desfavoravel do ponto de vista do bem-estar. Dresher (1996)
relatou que animais alojados em gaiola com este tipo de piso passaram a maior parte do
tempo deitados. Em coelhos usados para fins didaticos, cientificos e reprodugao, o piso
de arame pode causar lesdes nas patas, o que ndo ocorre com coelhos em crescimento,
devido ao curto ciclo de produgdo. Testes de preferéncia, onde o coelho teve a opgao de
escolha entre diferentes tipos de piso, mostraram que eles preferiram o piso feito com
material plastico. Mas, com o aumento da idade e/ou do peso, eles aceitaram bem o piso
de arame quando metade do piso foi forrada com uma placa de plastico (Matics et.al.,

2003). No entanto, esses mesmos testes mostraram que coelhos em crescimento
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preferiram piso de plastico ao de arame (Matics et. al., 2003; Princz et. al., 2008).
Avaliando o efeito do tipo de piso (arame e plastico), Dalle Zotte et.al. (2009b) ndo
constataram diferenca na qualidade da carne entre os tratamentos. Trocino et. al. (2008),
trabalhando com animais em crescimento, observaram que o uso de piso de pléstico ou
de ago ripado melhorou o desempenho dos animais em relagdo ao arame.

Outros tipos de enriquecimento que podem ser utilizados sdo os abrigos
(Lidfors, 1997; Hansen e Berthelsen, 2000) e as plataformas elevadas, utilizados
principalmente para fémeas reprodutoras (Trocino e Xiccato, 2006; EFSA, 2005; Verga
et. al,, 2007). Gaiolas providas de abrigos teriam como proposito principal a
disponibilizagdo de um local seguro para situagdes onde o animal se sentisse ameagado.
Contudo, como eles ja estdo adaptados aos sistemas de criacdo intensiva, eles ndo se
sentiram tdo ameagados e passaram a maior parte do tempo em cima dos abrigos, e ndo
dentro deles exteriorizando seu comportamento exploratério. Ja o uso das plataformas
elevadas, em gaiolas de fémeas com ninhada, tem atingido seu objetivo de satisfazer a
necessidade da fémea se isolar de seus laparos e, ainda, estimular o exercicio.

O uso de pedacos de madeira, feno ou cubos de capim prensado para estimular o
habito de roer, provaram ser uteis (Verga et. al., 2007), pois diminuiram a agressividade
dos animais (Trocino e Xiccato, 2006). Lidfors (1997) comparou o comportamento de
machos em gaiolas enriquecidas com graveto de madeira, feno ou cubos de capim, e
pdde observar uma diminui¢cdo do comportamento agressivo e estereotipado, € uma
interacdao mais frequente com o enriquecimento nas gaiolas com feno e cubos de capim.

Dentre estes enriquecimentos, 0 mais comum para coelhos em crescimento € o
uso do pedago de madeira. Este tipo de enriquecimento provou ser o mais apropriado,
pois oferece aos animais a oportunidade de roer, ja que esta atividade demonstrou ser
uma das mais importantes do seu comportamento natural (Stauffacher, 1992). Princz et.
al. (2008) ofereceram dois tipos de madeira, uma mais macia e outra mais dura, para
coelhos em crescimento e constataram que os animais preferiram a madeira mais macia.
Em gaiolas enriquecidas com este material, os animais se mostraram mais ativos,
passaram mais tempo realizando o comportamento exploratdrio e menos tempo deitados
(Verga et. al., 2004). A presenca do graveto suspenso no teto, além de limitar a
contaminagdo fecal, estimulou a atividade fisica, aumentando a frequéncia de pulos ¢ a
interagdo social (Trocino e Xiccato, 2006; Verga et. al. 2004). Luzi et. al. (2003a)
mostraram que a ingestdo de alimentos e a cecotrofagia aumentaram em coelhos

alojados em gaiolas com madeira. Maertens e Van Oeckel (2001) observaram que o
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coelho pode interagir com o graveto por um longo tempo. Consequentemente, durante o
seu periodo mais ativo, animais sem o enriquecimento ficaram facilmente entediados e
comegaram a morder as barras da gaiola, o comedouro e até mesmo uns aos outros
(Princz et. al. 2008).

O uso do enriquecimento aumentou a frequéncia do que os autores chamam de
“allo-grooming”, o que indica uma grande interacdo social. Zucca et. al. (2008)
ressaltaram que enquanto a interagdo entre os animais € bastante frequente na presenca
do enriquecimento, o comportamento agressivo ndo foi observado. Sendo assim, ao
enriquecer as gaiolas com o uso da madeira, o aparecimento do comportamento
agressivo e, consequentemente, as lesdes resultantes, puderam ser reduzidas ao minimo.
Diversos autores verificaram uma diminuicao das lesdes nas orelhas de coelhos alojados
em gaiolas enriquecidas (Dalle Zotte et.al., 2009b; Princz et. al., 2008, 2009; Barros,
2012). A reducdao do comportamento agressivo foi determinante para o bem-estar dos
animais a partir da 11* semana de idade, quando as brigas se tornaram mais frequentes e
mais violentas (Princz et.al., 2008). Esta reducdo das brigas e dos ferimentos
ocasionados por elas, além de melhorar o bem-estar dos animais, também melhorou o
desempenho dos mesmos. O comportamento agressivo afetou negativamente o peso
final da carcaca (Dalle Zotte et. al., 2009b).

Estudos apontaram uma melhora na produtividade quando os animais foram
criados em gaiolas com pedagos de madeira, tais como: aumento nas taxas de
crescimento ¢ de ingestdo de alimentos (Maertens et. al., 2004; Princz et. al., 2008;
Rizzi e Chiericato, 2008), aumento do ganho de peso diario (Luzi et. al., 2003b; Princz
et. al.,, 2009) e maior peso final (Luzi et. al., 2003b; Princz et. al., 2009; Rizzi e
Chiericato, 2008). Dalle Zotte et. al. (2009b) também verificaram que o enriquecimento
afetou positivamente as caracteristicas de abate: aumento do peso e do rendimento da
carcaca ¢ do peso dos cortes. Diferentes estudos constataram que o pedaco de madeira
influenciou positivamente a qualidade da carcaga: a carne ficou mais vermelha (Luzi et.
al., 2003b; Kermauner et. al., 2004) e com maior capacidade de retencdo de agua
(Kermauner et. al., 2004), além de ter aumentado seu rendimento (Dalle Zotte et. al.,

2009b).

5.2 Enriguecimento social
Baseando-se no comportamento gregario dos coelhos silvestres, os coelhos de

laboratorio e os das criagdes comerciais, tanto em fase reprodutiva como em fase de
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crescimento, deveriam ser criados em grupos. A qualidade de vida dos animais criados
em grupos ¢ significativamente melhor quando comparada a de um animal alojado
sozinho em uma gaiola (Gunn e Morton, 1995). Animais criados em grupos sdo mais
ativos, passam a maior parte do tempo se movimentando, explorando o ambiente e
interagindo entre eles.

Coelhos de laboratorio normalmente sdo criados em gaiolas individuais e
acabam sofrendo com a privacao do contato social e com o d6cio causado pelo ambiente
estéril. Em alguns paises europeus, como na Italia, para atender a demanda de um
coelho mais pesado, abatido aos 90 dias de idade, o que impossibilita a criagdo em
grupos, ainda existem criagdes de coelhos em crescimento em gaiolas individuais. Isto
pode acarretar sintomas psicoldgicos de estresse, como a automutilacdo (Chu et. al.,
2004). Varios tipos de enriquecimento favoreceram a diminuicdo do comportamento
anormal, contudo o enriquecimento social (alojando no minimo dois animais por gaiola)
apresentou melhores resultados (Chu et. al., 2004).

Filiou et al. (2012) avaliaram o padrao comportamental e o nivel de medo em
coelhos alojados em gaiolas individuais, com dois animais por gaiola e em gaiolas
coletivas. Eles observaram que os animais em gaiolas coletivas passaram mais tempo
fazendo cuidados corporais uns nos outros (“allo-groming”), movimentando-se e
correndo mais que os demais grupos. J4 os animais alojados em gaiolas individuais
exibiram um nivel maior de medo (maior tempo no teste de imobilizagdo tonica), além
de terem ficado menos ativos que os animais em gaiolas coletivas.

Levando isso em consideracao, Dalle Zotte e colaboradores (2009a), trabalhando
com coelhos alojados sozinhos, equiparam metade da gaiola com espelhos e deixaram a
outra metade coberta com painéis de plastico. Durante o experimento 75% dos coelhos
preferiram ficar na parte equipada com os espelhos. Os coelhos, diferentemente dos
chimpanzés (Schilhab, 2004), elefantes (Plotnick et. al., 2006) e golfinhos (Delfour e
Marten, 2001), ndo sdo capazes de reconhecer sua propria imagem refletida no espelho.
Isto sugere que somente a imagem de outro coelho ja tornou o ambiente mais
confortavel para esses animais.

Porém, agrupar os animais em crescimento pode gerar um grande problema
quando chega a época da maturidade sexual e o aparecimento do comportamento
agressivo, principalmente nos machos. Fémeas lactantes também podem apresentar este
comportamento quando criadas em um grupo com muitas fémeas. Este tipo de

comportamento ¢ um dos maiores problemas dos grupos numerosos(Szendro, 2012).
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Bigler e Oester (1996) observaram que a frequéncia e a severidade das lesdes
produzidas pelas brigas entre eles estdo relacionadas tanto com o tamanho do grupo,
quanto com a idade dos animais. Quanto maior ¢ mais velho for o grupo, maior a
frequéncia de lesdes mais severas. Dando suporte a esses resultados, Szendré e
colaboradores (2009) verificaram que a taxa de lesdes nas orelhas foi de 3,5% nos
animais com nove semanas, 6,1% na 10* semana e de 10,4% na 11* semana. Ja Postollec
et. al. (2003) nao observaram lesdes em coelhos criados em grupos pequenos, até quatro
animais por gaiola. Verga et. al. (2006) constataram aumento no comportamento
agressivo em coelhos com idade entre 60 e 80 dias criados em grupos grandes, acima de
oito animais por gaiola. Resultados semelhantes também foram apresentados por
Morisse e Maurice (1997), Szendrd et. al. (2009) e Vervaecke et. al. (2010), que
constataram maior frequéncia deste tipo de comportamento nos animais com 80 dias de
idade. Vervaecke et. al. (2010) também observaram um aumento repentino das
agressoes, devido a formacdo de hierarquia, somente a partir da 10* semana de idade,
em consonancia com Gallazzi (1985), que notou que antes dos 70 dias de idade nao
houve incidéncia de brigas, sugerindo que este tipo de comportamento pouco ocorre
antes da 10* semana de idade.

Pensando em coelhos selvagens, onde o comportamento agressivo entre animais
do mesmo sexo so aparece apos a maturidade sexual, uma alternativa para a diminui¢ao
do comportamento agressivo nos coelhos em crescimento seria o alojamento por grupos
do mesmo sexo. Contudo, Mykytowycz et al.(1974) e Vervaecke et al.(2010) relataram
que, ao contrario do comportamento observado em coelhos selvagens, o comportamento
agressivo entre grupos s6 de machos e s6 de fémeas estd presente nas criagdes de
coelhos em crescimento. Para observar este efeito, Szendrd (2012) formou dois grupos
unissexuais e um heterossexual e constatou que no grupo feminino as lesdes no corpo
ocasionadas por brigas apareceram mais cedo, com idade entre 7 e 9 semanas, do que no
grupo masculino e no grupo heterossexual. J4 nos animais mais velhos, com 11
semanas, a ocorréncia de lesdes foi 40,5% maior no grupo masculino. Barros et al.
(2012) também trabalhando com a mesma formacao de grupos (mono e heterossexuais)
observaram que aos 70 dias (10 semanas), os grupos masculinos apresentaram maior
frequéncia de comportamento agressivo. Baseando-se neste resultado pode-se concluir
que, ao contrario do que se imaginava, alojar animais do mesmo sexo ¢ desvantajoso

quando comparado com grupos heterossexuais.
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Segundo Verga (2000), o tamanho da gaiola e do grupo em que se encontram
interfere no bem-estar de coelhos na fase pds desmame, em criagdes intensivas. De
acordo com o0 CONCEA, o espaco minimo de piso recomendado para os coelhos variam
de acordo com o peso do animal. Animais com menos de 2 kg o minimo recomendado ¢
de 0,14 m?/ animal, entre 2 ¢ 4 kg ¢ de 0,28 m*/animal e animais que pesam entre 4 ¢
5,5 kg & de 0,37 m” por animal.

O maior problema em alojar os animais com alta densidade, ou numa gaiola de
tamanho inadequado, esté relacionado a falta de espago disponivel. Segundo Mormerde
(1988), a alta lotagdo pode acarretar menor frequéncia de movimentos dos coelhos. Sob
estas condi¢des, ndo ha possibilidade dos animais expressarem todo seu repertdrio
comportamental, como se alongar e saltar, observacdo compartilhada por Dixon e
colaboradores (2010). Este tipo de restricdo, que influencia a execug¢dao do
comportamento, geralmente causa frustracdo no animal e afeta o seu bem-estar, além de
causar danos permanentes nos 0ssos, como a osteoporose (Dresher, 1996).

Alguns estudos mostraram que grupos alojados em alta densidade tiveram o
desempenho produtivo prejudicado (Aubert e Duperray, 1992; Bigler e Oester, 1996;
Morisse e Maurice, 1997), tendo também favorecido o aparecimento da agressividade
com o avango da idade (Verga et. al., 2006). Conforme Verga et. al. (2007) animais em
crescimento, quando criados em grupos de dois a seis animais por gaiola, ocupando
espaco de 500-700 cm?’/cabeca, ndo tém condicdes de correr, saltar, ou ficar de pé.
Xiccato et. al. (1999), observaram que, ao alojar de trés a quatro animais/gaiola, houve
uma diminui¢do no ganho de peso diario, no peso final e na ingestdo de alimentos
comparado com animais isolados. Segundo esses autores, essa diminui¢do do ganho de
peso seria decorrente da maior frequéncia de movimentos, que aumenta o requerimento
energético. Contudo, ndo ha uma explicagdo para a reducdo da ingestdo, tendo em vista
que a densidade baixa ndo geraria problemas de competi¢cdo por alimentos. Lazzaroni et.
al. (2009), estudando animais criados em grupos, em baias com acesso a cama de palha,
e animais em gaiolas individuais, também observaram pior desempenho dos animais
criados em grupos. Os animais apresentaram menor ingestdo de alimentos, ganho de
peso e peso final. Os autores atribuiram o desempenho pior ao maior espago a que eles
tinham acesso, e a baixa ingestdo de alimentos e consumo da cama de palha. Por sua
vez, animais em gaiolas individuais apresentaram os melhores resultados, tanto no

desempenho quanto no abate (maior peso ao abate e maior peso das partes).
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Mirabito et al. (1999), por outro lado, constataram que grupos de seis
animais/gaiola apresentaram melhor conversdo alimentar quando comparados com
coelhos em gaiolas individuais ou em duplas. Além disso, demonstraram maiores
frequéncias de locomog¢ao, comportamento exploratorio e ingestao de alimentos. Princz
et. al.(2009) e Szendro et.al. (2009) advertiram que, quando o tamanho do grupo excede
sete animais/gaiola, a taxa de conversdo alimentar piora. Resultado semelhante foi
constatado por Morisse ¢ Maurice (1997), que compararam grupos de 6, 7, 8 ¢ 9
coelhos/gaiola (15,3, 17,8, 20,4 ¢ 23,0 coelhos/mz), e observaram que na décima
semana houve uma ligeira reducdo na interagdo social, afetada por uma densidade acima
de seis coelhos/gaiola (15 coelhos/m?). Eles concluiram que o bem-estar pode ser
melhorado se a densidade do grupo néo ultrapassar 40 kg/m” na décima semana de vida.
Diante disso, podemos considerar seis coelhos/gaiola, ndo excedendo a densidade de 15
coelhos /m?*, como o limite compativel para expressio do comportamento de animais
alojados em gaiolas (0,77m x 0,51m x 0,30m).

Baseando-se nisso chega-se a conclusdo de que, quanto maior o tamanho do
grupo, maior sera o nivel de estresse e piores a ingestdo de alimento, o ganho de peso, o
desempenho no abate, maior a mortalidade e as lesdes ocasionadas por brigas. Segundo
Szendro (2012), o ideal seria de 4 a 5 animais por gaiola ¢ em gaiola com

enriquecimento fisico.

6. Modelo animal para o estudo de medo e ansiedade em coelhos

O medo ¢ a emocao que se da na presenca de um perigo real. Ja a ansiedade ¢ a
apreensdo, vivenciada em situagdes onde o perigo ¢ potencial. Sua finalidade também ¢
preparar o organismo para uma possivel situagdo de enfrentamento. No entanto,
dependendo da intensidade, da frequéncia e do contexto no qual ¢ apresentada, pode
adquirir papel desajustador (Cruz e Landeira-Fernandez, 2012).

Ao longo das décadas, diversos modelos animais foram desenvolvidos e
padronizados para o estudo experimental da ansiedade. Eles sdo amplamente utilizados
na investigacdo pré-clinica de novas drogas ansioliticas, na avalia¢do fisiologica do
mecanismo de agdo dessas drogas, no teste empirico de hipoteses comportamentais e
fisiopatologicas relacionadas aos transtornos de ansiedade, bem como no mapeamento
dos circuitos neurais que regula as reagcdes de defesa frente a situacdes de perigo em

potencial (Cruz, et al, 1997).
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A antecipacdo de uma situagdo de perigo no ambiente tem inicio com processos
perceptuais mediados por duas classes de estimulos: as que sinalizam perigo em
potencial de maneira inata, independente de aprendizagem, e as que o fazem por meio
de processos de aprendizagem, mediada pelo condicionamento classico. Elas
compartilham as mesmas finalidades de sinalizar e antecipar para o organismo alguma
situagdo de perigo potencial no ambiente e deflagrar reacdes de defesa compativeis. Os
modelos animais de ansiedade fundamentam-se justamente na manipulacao
experimental desses estimulos e na observagdo consecutiva das reagdes
comportamentais e fisiologicas decorrentes (Cruz e Landeira-Fernandez, 2012).

Na ciéncia experimental, modelo é qualquer representagdo de um fendmeno
complexo em uma forma mais simples (Cruz e Landeira-Fernandez, 2012). A partir
dessa perspectiva, ¢ possivel simular um fenomeno ainda desconhecido por meio de
sistemas conhecidos. Os modelos animais de ansiedade procuram reproduzir uma
situacdo ambiental de provavel ocorréncia de diferentes formas de aversio ou
desconforto. Geralmente isso ¢ feito expondo-se animais a: ambientes novos ou
potencialmente perigosos, estimulos ou contextos associados a estimulos nociceptivos
moderados, situagdes sinalizadoras da presenca de um predador natural. confrontos
iminentes com animais da mesma espécie. Os padroes comportamentais e as reagdes
fisiologicas ativadas em decorréncia do contato com essas fontes sinalizadoras de perigo
em potencial sdo utilizados como medidas de ansiedade (McNaugthon e Junior, 2008).

Por testes comportamentais entende-se uma série de metodologias e abordagens
e de diferentes aparelhos por meio dos quais se estudam modelos experimentais animais
(Pinto et al, 2011). De um modo geral, esses testes representam importante
contribuicdo na compreensdo, principalmente, nos estudos que correlacionam
parametros comportamentais e ansiedade (Ohl, 2003).

Em coelhos os testes mais utilizados sdo o da imobilidade ténica o de campo
aberto e o do labirinto em cruz elevado. A adaptacido do coelho ao ambiente em que ele
¢ criado pode ser entendida por meio da observacdo de sua resposta aos testes
comportamentais, em que a reagdo ¢ o medo em relagdo ao homem, a um novo
ambiente, ou a sua condi¢do psiquica (ansiedade, estresse) sao avaliados.

O teste de imobilidade tonica ¢ utilizado para avaliar a reagao do animal, sendo o
homem considerado como predador (Ferrante et al.,1992; Trocino et al., 2004 e 2008;
Verwer et al., 2009; Filiou et al., 2012; Hecker, 2013). O coelho ¢ retirado da gaiola e

colocado deitado de barriga para cima em uma calha feita de madeira. Sdo feitas trés
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tentativas para que ele fique imovel nesta posi¢do e, quando ele fica imovel, a duragdo ¢
de no méaximo 180 segundos (Ferrante et al.,1992). A condi¢do de imobilidade tonica
corresponde a variagdes fisiologicas precisas e sua duragdo também pode ser
condicionada por fatores genéticos.

O teste de campo aberto avalia a reagdo do animal em um ambiente
desconhecido (Meijsser et al, 1989; Ferrante et al, 1992; de Passill¢ et al, 1995; Filiou et
al., 2012; Hecker, 2013). Cada animal ¢ colocado em uma pequena caixa fechada
durante um minuto ¢ ¢ levado até um local mais espacoso, de preferéncia em um
ambiente natural e aberto. Apos esse periodo ¢ aberta a porta da caixa para permitir que
o animal saia. Caso o animal ndo saia da caixa depois de um minuto que a porta foi
aberta, ele ¢ gentilmente retirado da caixa e a porta ¢ fechada. Sdo registrados os
comportamentos de pulos, corridas exploratérias, levantamento, imobilizacao, cuidados
corporais, cavar, roer ¢ descansar. No total o teste tem duragdo de 12 minutos (Ferrante
et al.,1992).

O teste do labirinto em cruz elevado ¢ um dos testes animais de ansiedade mais
utilizados por diversos pesquisadores em todo o mundo. Foi validado inicialmente por
Handley e Mithani em 1984 e ¢ baseado no comportamento natural dos animais. O
aparato utilizado neste teste, o qual pode ser construido em madeira ou em acrilico, ¢
constituido por dois bragos abertos unidos perpendicularmente a dois bragos
circundados por paredes (bracos fechados). Ele foi a principio construido e utilizado
para avaliar o comportamento de ratos. Os autores do teste observaram que os animais,
ao serem colocados no centro do aparato, demonstravam clara tendéncia a explorar os
bragos fechados, em detrimento dos abertos. A exposi¢do dos ratos a situagdes
naturalmente ameacadoras, representadas no modelo pela altura e pelo espaco aberto,
explicaria a maior aversdo a explorar os bragos abertos. O labirinto em cruz elevado ¢
um teste de ansiedade amplamente utilizado tanto para a descoberta de novos agentes
ansioliticos, quanto para investigar as bases psicologicas € neuroquimicas da ansiedade
(McDermott e Kelly, 2008). Sua ampla utilizagdo se deve aos seguintes fatores: ¢ de
simples e rapida utilizacdo; ndo ¢ um equipamento caro, podendo ser construido
facilmente; ¢ eficaz na detec¢ao de drogas com possivel atividade ansiolitica, sem que
seja necessario o condicionamento aversivo.

E considerado, portanto, um teste baseado em respostas naturais dos animais.
Assume-se que os bragos abertos do labirinto combinem dois componentes

naturalmente aversivos aos animais: ser um ambiente novo € ser um espaco aberto, uma
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vez que ndo possuem paredes protetoras. Em contraste, os bragos fechados por paredes
altas representam, para o animal, um ambiente que oferece prote¢do contra estimulos
potencialmente nocivos, tais como a presenca de predadores (Handley e Mithani, 1984).

Quando um rato ou camundongo ¢ colocado no labirinto para que o explore
livremente durante um periodo de tempo determinado, geralmente de 5 minutos, o
animal tende a explorar os bragos abertos somente durante 20 a 25% do tempo,
sugerindo que a possivel aversao causada por esses bragos realmente exista. Esse
parametro (tempo total de permanéncia nos bragcos abertos do modelo), portanto,
representa um forte indice relacionado a ansiedade. Isto pode ser comprovado com a
administracdo de ansioliticos e ansiogénicos, pois os animais que foram tratados com
compostos ansioliticos permanecem por mais tempo nos bragos abertos em comparagao
com animais ndo tratados com compostos ansiogénicos, que passaram mais tempo
acuados nos bragos fechados do que explorando os bragos abertos (McDermott e Kelly,
2008).

Geralmente, o procedimento empregado no teste do labirinto em cruz elevado
consiste em colocar um animal no espago onde os bragos abertos e os bragos fechados
se cruzam. A partir dai, cada animal ¢ observado durante 5 minutos para registro do
tempo total de permanéncia nos bragos abertos do modelo, bem como do niimero de
entradas em cada um dos bragos (Handley e Mithani, 1984). Ap6s o desenvolvimento
deste teste, muitas modificagdes foram introduzidas, sejam estruturais ou
metodoldgicas. Atualmente existem labirintos construidos em madeira ou em acrilico,
com as paredes dos bragos fechados sendo transparentes ou opacas, entre outras
variagoes.

Em relagdo aos pardmetros observados, além do tempo total de permanéncia em
cada um dos bragos e do niimero total de entradas, alguns pesquisadores também
consideram na analise outras medidas, consideradas comportamentais, tais como o
nimero de vezes que o animal explora a extremidade dos bracos abertos, o nimero de
vezes que se levanta contra as paredes dos bragos fechados, entre outras medidas (Pinto
et al., 2011). Os parametros obtidos neste teste podem ser observados tanto pela
presenca do pesquisador na sala do experimento quanto por meio de uma camera
filmadora, a qual grava as sessdes-teste para analise posterior.

As interpretagdes do comportamento animal durante os testes de reatividade nem
sempre concordam, porque as razdes para se explicar um determinado comportamento

podem ser diferentes (de Passillé et al, 1995;. Rushen, 2000). Por exemplo, a atividade
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locomotora de um coelho, durante o teste de campo aberto, pode depender da
necessidade de explorar o ambiente novo a procura de alimento e abrigo (um
comportamento positivo de adaptacdo) ou ser derivada a partir do instinto de escapar de
um predador (um comportamento negativo do medo). Em qualquer caso, alta atividade
locomotora e atividade exploratoria durante o teste sdo consideradas sinais de boa
adaptacdo, ao passo que a imobilidade representa uma reagdo de adaptacdo passiva vista
de forma negativa, pois demonstra que este animal teve um temperamento mais ansioso,

resultado de um maior nivel de estresse.

7. Efeito do enriquecimento morfologia neuronal

O ambiente enriquecido se constitui numa forma de criagao diferenciada, em um
ambiente mais semelhante ao da vida natural. No entanto, a partir de observagoes feitas
em ratos e camundongos (Mohammed, et al., 2002) e em coelhos (Princz, et al.,2009),
verificou-se que o animal, ao interagir com o novo ambiente enriquecido, acabou
explorando, também, novas maneiras de utilizar tal enriquecimento. O ambiente
enriquecido passa a ter outro objetivo, que ndo somente melhorar o bem-estar, mas
também de gerar um ambiente mais estimulante. E consequentemente acaba por
estimular o aprendizado dos animais.

O enriquecimento aumenta as interacdes sociais, o exercicio fisico e a
estimulacdo sensorial (Percaccio et al., 2007). Estudos feitos com camundongos, ratos,
gatos € macacos mostraram que, ao ter contato com o enriquecimento, os encéfalos
desses animais sofreram diversas modificagdes (Sale, et al., 2009). Sendo assim, alojar
animais em ambiente enriquecido pode mudar a estrutura e a fun¢do neuronal levando a
melhorias duradouras no aprendizado e memoria (Pefia, et al., 2009).

O impacto do enriquecimento foi primeiramente reconhecido por Donald Hebb.
Ele observou que os ratos mantidos em sua casa como pets tinham melhor desempenho
de comportamento do que aqueles mantidos em laboratorio (Hebb, 1947). Dois anos
mais tarde, ele desenvolveu a teoria da plasticidade sindptica como a base do
aprendizado, sendo este o conceito central nos estudos sobre enriquecimento (Hebb,
1949).

A partir dai, diversos estudos feitos em ratos e camundogos relataram que o
enriquecimento aumentou o peso cerebral e a espessura cortical (Diamond, et al.,1964;
Beaulieu e Colonnier, 1987), a ramificagdo dendritica, o nimero de espinhos dendriticos

e a neurogénese (Renner e Rosenweig, 1987; Diamond, 1988; Kempermann, et al.,
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1997), produziu mudangas neuronais em dareas sensoriais especificas (Coq e Xerri,
1998; Engineer et al., 2004; Sale et al., 2004), melhoram a plasticidade celular (medida
pelos niveis de neurotrofinas, expressao das proteinas sinapticas e pela sinaptogénese ) e
reduziu a apoptose espontdnea (Rampon et al., 2000a; Van Praag et al., 2000;
Nithianantharajah e Hannan, 2006).

No que diz respeito as fungdes cognitivas, tem sido mostrado que o
enriquecimento melhorou a memoria espacial (Nilsson et al., 1999; Pham et al., 1999,
Bennett et al., 2006), aprimorou a memoria a longo tempo (Rampon et al., 2000b;
Bruel-Jungerman et al., 2005), aumentou a atividade exploratoria e melhorou o
desempenho em labirintos (Escorihuela, et al., 1995). Alguns efeitos positivos do
enriquecimento na reatividade emocional também foram relatadas em ratos
(Escorihuela, et al., 1995; Francis et al., 2002) e em camundongos (Benaroya-Milshtein

et al, 2004).

7.1 Neurotransmissores

Neurotransmissores, em conjunto com os fatores de crescimento - como o fator
neurotréfico derivado do cérebro (do inglés: brain-derived neurotrophic factor - BDNF)
e o fator de crescimento do nervo (do inglés: nerve growth factor - NGF) - e a atividade
hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA) vém sendo investigados quanto as suas fungdes no
comportamento e plasticidade cerebral, em animais que tiveram contato com o
enriquecimento (Simpson e Kelly, 2011).

Os neurotransmissores mais estudados tém sido a serotonina (SHT), dopamina
(DA), noradrenalina (NA), a acetilcolina (ACh), os opidides, o 4acido gama
aminobutirico (GABA) e o glutamato. Neurotransmissores, tais como SHT, DA e NA
estdo associados com comportamento emocional e muitas vezes correlacionados com
testes comportamentais de ansiedade ou depressdo (Galani, et al., 2007; Brenes, et al.,
2009).

Ratos com menos de um més de idade, alojados em ambiente enriquecido,
tiveram uma melhora na expressdo do gene do receptor SHT1, no hipocampo
(Rasmuson et al., 1998). Brenes e colaboradores (2008, 2009) observaram um aumento
nos niveis de SHT no hipocampo e no cértex frontal, tanto em ratos mais jovens quanto
nos adultos, criados em caixas enriquecidas. Del Arco e colaboradores (2008) ndo
observaram efeito do enriquecimento nos niveis basais da DA no cortex pré-frontal de

ratos alojados em ambiente enriquecido durante 12 meses, no entanto, 0 mesmo grupo,
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12 semanas mais tarde, mostrou uma redu¢do na densidade do receptor D1 no coértex
pré-frontal. Adicionalmente, a diminui¢do da absor¢do da DA e a diminuicdo da
expressao de Transportadores DA (DAT) na superficie da célula no coértex pré-frontal,
também foram observados em ratos jovens criados em ambiente enriquecido (Zhu et al.,
2004, 2005). Além disso, o aumento da NA no hipocampo, tanto de animais adultos
quanto os mais jovens, ¢ mais uma prova de que o uso do enriquecimento pode

promover mudancas neuroquimicas no cérebro (Galani et al., 2007; Brenes et al., 2009).

7.2 Fatores neurotroficos e neurogénese

Os fatores neurotroficos sdo proteinas conhecidas por promover a sobrevivéncia
da célula e de suas fungdes, particularmente as relacionadas com plasticidade sinaptica.
NGF, BDNF e neurotrofina-3 (NT-3) sdo amplamente expressos no hipocampo e estdo
envolvidos na neuroplasticidade para a aprendizagem e memoria (Ernfors, et al., 1990).
Um estudo feito com ratos alojados em ambiente enriquecido durante um ano mostrou
um aumento nos niveis de BDNF no hipocampo, no prosencéfalo basal, no
rombencéfalo e no cortex cerebral, em comparagdo aos controles (Ickes, et al., 2000).
Tanto o hipocampo, como o cortex cerebral, estdo envolvidos em fun¢des de memoria.
Sendo assim, o enriquecimento, ao aumentar os niveis de BDNF, pode contribuir para
alteracdes morfoldgicas e na plasticidade sinaptica (Nilsson, et al., 1999; Lu, et al.,
2003). Em contrapartida, o decréscimo nos niveis dos fatores neurotréficos pode ser
uma resposta ao estresse, a ansiedade e a depressao (Martinowich e Lu, 2008).

Alojar animais em ambiente enriquecido tem sido eficaz para auxiliar a memoria
e a aprendizagem, melhorando a plasticidade do cérebro (van Praag, et al., 2000).
Plasticidade refere-se a capacidade do sistema nervoso de se adaptar e mudar de acordo
com os desafios do ambiente, permitindo assim que todos os animais sejam capazes de
aprender e armazenar informacdes. Um mecanismo pelo qual isso ¢ alcancado ¢ a
neurogénese, que literalmente refere-se ao nascimento de neur6nios. A neurogénese
ocorre basicamente no hipocampo, uma regido cerebral pertencente ao sistema limbico,
relacionado com o aprendizado e memoria (Couillard-Despress et al, 2009, Garthe et al,
2009).

Mudangas estruturais associadas com o enriquecimento e a plasticidade incluem
a neurogénese (Lu, et al., 2003). O enriquecimento fisico promove a neurogénese em
camundongos C57Bl0/6 tanto em animais mais jovens, como nos mais velhos

(Kempermann et al, 1997), altera a distribuicdo dorso-ventral de células envolvidas no
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processo de neurogénese no giro dentado, em camundongos BALB/c machos jovens
(Tanti et al, 2012) e em fémeas BALB/c de meia idade (Ramirez-Rodriguez et al, 2014).
Lieberwirth e colaboradores (2012) observaram que o isolamento social, de fémeas
adultas de ratazana de pradaria, ndo so prejudica a proliferacao celular, sobrevivéncia e
a diferenciag¢do neuronal nas areas limbicas do cérebro, como aumenta a frequéncia dos

comportamentos ligados a ansiedade e depressao.

7.3. Mudancas morfoldgicas

Mudangas morfoldgicas associadas com o enriquecimento incluem o aumento no
peso e tamanho do cérebro (Bennett, et al., 1969), o aumento do crescimento dendritico
(Leggio, et al., 2005), sinaptogeneses e aumento da espessura cortical (Rozsenzweig e
Bennett, 1996). Estudos revelaram que o aumento da espessura cortical ¢ devido a uma
maior ramificacdo e comprimento dendritico, a proliferagdo dos espinhos dendriticos e
ao maior numero de sinapses (Faherty et al, 2003, Leggio et al, 2005). Johansson e
Belichenko (2002) verificaram um aumento no cortex somato-sensorial devido a uma
maior ramificacdo dendritica ¢ na densidade da coluna em ratos adultos (3 meses de
idade) do sexo masculino, apds 3 semanas em ambiente enriquecido, em comparagdo
com o grupo controle.

Resultados semelhantes sdo observados em ratos criados em grupos em
comparagdo aos isolados. Em animais agrupados, foi observado aumento do peso
cortical, do nivel dos fatores neurotroficos, da densidade neuronal, enquanto que
animais criados isolados apresentaram anormalidades neuroanatomicas, neuroquimicas,
psicoldgicas e comportamentais (Risedal et al., 2002; Gordon et al., 2003; Preece et al.,
2004; Stranahan et al., 2006).

Os coelhos podem ser criados tanto para fins comerciais, como animais de
estimacdao e, também, como animais de laboratério. Ainda, sob o ponto de vista
neurologico, o uso desses animais como modelo experimental se restringe ao estudo da
visdo na oftalmologia. Em comparagcdo com os roedores, ha poucos estudos sobre a
neuroanatomia dos lagomorfos, tornando as comparagdes detalhadas mais dificeis.
Mesmo sendo uma espécie adaptada a usar ambientes complexos, ainda nao ha estudos
sobre o desenvolvimento cerebral de coelhos criados em ambientes enriquecidos.
Contudo Barros et al. (2012) verificaram que coelhos machos aos 77 dias, quando
alojados em gaiolas com o enriquecimento fisico, tiveram um aumento do peso cerebral

em relacdo os animais alojados em gaiolas convencionais. Também ndo ha estudos
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sobre as possiveis modificagdes cerebrais de coelhos com e sem enriquecimento fisico e

social.

O Capitulo II, denominado AVALIACAO DOS COMPORTAMENTOS LIGADOS
A ANSIEDADE DE COELHOS EM AMBIENTE ENRIQUECIDO apresenta-se
redigido em formato de artigo e devera ser submetido a revista: Applied Animal
Behaviour Science. O objetivo foi avaliar os comportamentos ligados a ansiedade dos
animais frente a dois tipos de enriquecimento: o fisico e o social . O Capitulo III,
denominado AVALIACAO DA MORFOLOGIA NEURONAL DE COELHOS EM
AMBIENTE ENRIQUECIDO, apresenta-se redigido em formato de artigo e devera
ser submetido a revista: Brain Behavioural Evolution. O objetivo foi avaliar a

morfologia neuronal de animais com e sem enriquecimentos fisico e social.
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AVALIACAO DOS COMPORTAMENTOS LIGADOS A ANSIEDADE DE
COELHOS EM AMBIENTE ENRIQUECIDO
Resumo

O estudo foi realizado com 56 coelhos do grupo genético Botucatu desmamados
com 35 dias de idade e acompanhados até atingirem 79 dias. O objetivo foi avaliar a
ansiedade de coelhos em crescimento frente a dois tipos de enriquecimento: o ambiental
e o social. Os animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado,
com arranjo fatorial de 2 x 2 (com ou sem enriquecimento fisico e com ou sem
enriquecimento social), com 4 repeti¢des. Os animais com enriquecimento social foram
alojados em oito gaiolas coletivas, seis por gaiola; ja os animais privados do contato
social foram alojados em oito gaiolas individuais. Chapas galvanizadas foram instaladas
nas paredes laterais destas gaiolas para evitar o contato visual entre os animais. Metade
das gaiolas (individuais e coletivas), definidas ao acaso, foi enriquecida com pedagos de
eucalipto dependurados no teto da gaiola. A avaliacao da ansiedade foi realizada com o
uso do labirinto em cruz elevado, por meio dos comportamentos de locomogao e os
relacionados a ansiedade (imobiliza¢do). Realizou-se a observag¢ao do tempo de laténcia
até mover-se para um dos bracos, bem como o nimero de entradas e o tempo gasto em
cada um dos bragos abertos e fechados. Duas observagdes foram realizadas, cada uma
com duragdo de 5 minutos: a primeira aos 49 e a segunda aos 77 dias de idade. Houve
avaliagdo do desempenho de crescimento dos animais (ganho de peso, consumo e
conversdo alimentar). Os coelhos alojados sem enriquecimento social permaneceram
mais tempo tanto nos bracos abertos quanto nos bragos fechados, que os animais em
grupo. Contudo os animais com enriquecimento social demoraram menos tempo para
entrar nos bragos abertos, bem como para chegar até o final dos mesmos, além de
apresentarem maior nimero de mergulhos. Nos animais alojados em grupo, os mais
velhos fizeram mais tentativas de entrar nos bragos abertos que os mais jovens. Por
outro lado, os animais isolados apresentaram a resposta oposta: 0s mais jovens
apresentaram uma maior frequéncia de tentativas de entrada nos bragos abertos do que
os mais velhos. Os coelhos alojados em ambiente fisicamente enriquecido apresentaram
pior conversdo alimentar do que aqueles em ambiente nao-enriquecido. Tanto o
enriquecimento fisico como o social diminuiram a ansiedade dos animais. O ambiental
apresentou efeitos benéficos sobre os animais mais jovens € o social sobre os mais
velhos.
Palavras-chave: comportamento, enriquecimento, coelhos, labirinto em cruz elevado,

desempenho.
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EVALUATION OF ANXIETY RABBITS WITH PHYSICAL AND SOCIAL
ENRICHMENTS

Abstract

The study was carried out with 56 rabbits from the Botucatu genetic group
weaned at 35 days of age and followed up to 79 days of age. The objective was to
evaluate the anxiety of growing rabbits using two types of enrichment: physical and
social. The animals were assigned to a completely randomized design with a 2 x 2
factorial arrangement (with or without physical enrichment and with or without social
enrichment), with four replicates. The animals with social enrichment were allocated six
per cage in eight wire cages whereas the animals deprived of social contact were housed
in eight individual wire cages. Galvanized sheets were adapted to the lateral parts of
these cages to avoid the visual contact with other animals. Half the cages, randomly
chosen, were enriched with eucalyptus sticks hung to the cage ceiling. The evaluation of
anxiety was conducted using the elevated plus maze, through the locomotor activity and
immobilization behaviors. The latency time to enter one of the arms, as well as the
number of entries into and the time spent in each of the arms (open and closed) were
recorded. Two observations were made, with the duration of 5 minutes each: the first at
49 and the second at 77 days of age. Growth performance was also assessed (average
daily gain, feed consumption and feed conversion). The rabbits housed without social
enrichment stayed longer both in the open and closed arms than the animals housed in
groups. However, the later showed shorter latency to enter the open arms as well as to
reach the end of the open arm, besides presenting a higher number of head dipping.
Group-housed animals made more entries into the open arms when they were older than
when they were younger. Isolated animals, on the other hand, showed the opposite
response: a higher number of entries into the open arms when they were younger than
when they were older. The rabbits in physically enriched environment showed worse
feed conversion than those in non-enriched environment. Both, physical and social
enrichments, reduced anxiety. Younger animals benefitted from the physical
enrichment, whereas social enrichment showed positive effects on older animals.

Palavras-chave: behavior, enrichment, rabbits, elevated plus maze, performance.
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Introducio

Baseando-se no comportamento gregario dos coelhos silvestres, os coelhos de
laboratério e os das criagdes comerciais deveriam ser criados em grupos, tanto em fase
reprodutiva como em fase de crescimento. Os coelhos de laboratorio normalmente sao
criados em gaiolas individuais e acabam sofrendo com a privagdo do contato social e
com o empobrecimento sensorial causado pelo ambiente empobrecido. Isto pode
acarretar sintomas psicologicos de estresse, como a automutilagdo (Chu et.al., 2004). A
qualidade de vida dos animais criados em grupos ¢ significativamente melhor quando
comparada a de um animal alojado sozinho em uma gaiola (Gunn e Morton, 1995).
Animais criados em grupos s3o mais ativos, passam a maior parte do tempo se
movimentando, explorando o ambiente e interagindo entre eles.

Mesmo em um ambiente favordvel, alojar coelhos em gaiolas convencionais
dificilmente satisfara todas as suas necessidades comportamentais, por tratar-se de
espécie adaptada a ambientes complexos. Portanto, isto pode resultar em aumento do
estresse ¢ manifestagdo de comportamentos estereotipados, tais como: morder as barras
da gaiola e realizar excessivos cuidados corporais (Hansen e Berthelsen, 2000). Para
evitar este problema, varios tipos de enriquecimento vém sendo estudados, levando em
considerag¢do a produtividade, o comportamento ¢ o bem-estar dos animais (Princz et.
al., 2008b).

O uso de pedagos de madeira, feno ou cubos de capim para estimular o habito de
roer provaram ser uteis (Verga et. al., 2007), pois diminuem a agressividade dos animais
(Trocino e Xiccato, 2006). Lidfors (1997) alojou machos em gaiolas enriquecidas com
diferentes tipos de materiais (graveto de madeira,ou feno, ou cubos de capim) e pode
observar uma diminui¢do do comportamento anormal e uma interacdo mais frequente
com o enriquecimento das gaiolas.

A adaptacdo do coelho ao ambiente em que ele ¢ criado pode ser obtida por meio
da observacao de sua resposta comportamental aos chamados "testes comportamentais".
O teste do labirinto em cruz elevado ¢ um dos testes animais de ansiedade mais
utilizados por diversos grupos de pesquisa em todo o mundo. Validado inicialmente por
Handley e Mithani em 1984, ¢ baseado no comportamento natural dos animais, ndo
oferecendo nenhum tipo de punicdo aos mesmos. O aparato utilizado neste teste, ¢
constituido por dois bracos abertos unidos perpendicularmente a dois bragos

circundados por paredes (bracos fechados). Foi a principio utilizado para avaliar o
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comportamento de ratos. Os autores do teste observaram que os animais, ao serem
colocados no centro do aparato, demonstravam clara tendéncia a explorar os bracos
fechados, em detrimento dos abertos. A exposi¢ao dos ratos a situagdes naturalmente
ameacadoras, representadas no modelo pela altura e pelo espago aberto, explicaria a
maior aversdo para explorar os bragos abertos. O labirinto em cruz elevado ¢ um teste
para ansiedade amplamente utilizado tanto para a descoberta de novos agentes
ansioliticos, quanto para investigar as bases psicologicas e neuroquimicas da ansiedade
(McDermott e Kelly, 2008). O ambiente enriquecido passa a ter outro objetivo, que nao
somente melhorar o bem-estar, mas também de gerar um ambiente mais estimulante.

O estudo teve como objetivo avaliar os comportamentos ligados a ansiedade, de

coelhos em crescimento, frente a dois tipos de enriquecimento: o fisico e o social.

Material e Métodos

Dois estudos foram conduzidos na area de Producao de Coelhos da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Unesp, Botucatu, com coelhos pertencentes ao grupo
genético Botucatu, que ¢ uma linhagem sintética originada de hibridos Norfolk 2000

(Moura et al., 2001).

Ensaio piloto para padronizacdo da observacdo dos comportamentos realizados no
labirinto em cruz elevado.

Foram selecionados 32 coelhos machos, com cinco semanas de idade, que foram
acompanhados até atingirem 12 semanas (79 dias). Os animais foram alojados em
gaiolas coletivas de arame galvanizado, medindo 0,80 x 0,60 x 0,45 m, e foram
dispostas lado a lado, quatro por gaiola, tendo o cuidado de se alojar separadamente
irmaos quando possivel. Tiveram livre acesso a racao peletizada e agua potavel, durante
todo o periodo experimental. Foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado, com dois tratamentos, (com ou sem enriquecimento fisico) e quatro
repeticdes (Figura 1). Metade das gaiolas, definidas ao acaso, foi enriquecida com dois
pedacos de eucalipto com 15 x 3 x 3 cm, dependurados no teto da gaiola: um proximo a
lateral direita e outro préximo a lateral esquerda de cada gaiola, e permaneceu na gaiola
durante todo o periodo experimental. Sua altura foi regulada semanalmente, de acordo

com o tamanho dos animais, entre 20 e 30 cm do piso. Os animais permaneceram duas
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semanas nas gaiolas com enriquecimento, antes da primeira observacdo do
comportamento no labirinto em cruz elevado (Figura 2).

O labirinto em cruz elevado foi confeccionado em madeira pintada de verde,
para facilitar a limpeza, e elevado 0,60 m acima do chdo. Ele consistiu de dois bragos
abertos opostos de 0,60 x 0,30 m e dois bragos fechados com as mesmas dimensdes,
com 0,30m de paredes elevadas. Cada animal foi colocado no centro do labirinto em
cruz ¢ foi observada a permanéncia nos bragos abertos e fechados, a laténcia para
primeira entrada nos bragos abertos e para chegada ao fim do brago aberto, mais as
frequéncias de tentativas de entrada no brago aberto, de mergulhos (quando o coelho
olha para baixo estando no brago aberto) e de posi¢ao bipedal/ levantamento (realizada
nos dois bragos). O animal foi considerado como tendo mudado de brago quando todas
as quatro patas atravessaram o limiar do brago. Comportamentos de locomog¢do e os
relacionados a ansiedade (imobilizagdo) foram avaliados. Cada observagdo durou 5 min.
O labirinto foi cuidadosamente limpo com alcool etilico hidratado depois de cada
observacdo. As observacOes foram realizadas em dois dias consecutivos, em duas
idades: aos 49 e 79 dias, das 7:00 as 9:30h, periodo em que os animais estavam mais
ativos. Metade dos animais de todas as gaiolas (16 animais) foi observada no primeiro
dia e a outra metade no segundo dia totalizando os 32 animais. As observacdes foram
realizadas por dois observadores, que se posicionaram proximos ao labirinto, com
auxilio de crondmetros.

Também foi avaliado o desempenho dos animais (ganho de peso, consumo e
conversao alimentar). Eles foram pesados na desmama, com 35 dias, e ao final do
periodo experimental com 79 dias. A estimativa do consumo de alimento foi feita por
meio da pesagem da rac¢do oferecida e das sobras, semanalmente. Foram estimados o
ganho médio didrio , o peso e a conversdo alimentar (indice que mede o consumo de

racao pelo ganho de peso do animal).

Anélises Estatisticas do Ensaio Piloto

Os dados obtidos pela observagdao do comportamento dos animais no labirinto
em cruz (contagens de tempo e de movimentos dos animais) foram analisados
empregando-se um modelo log-linear e distribuicdo de Poisson (Kaps e Lamberson,
2004). Estas analises foram implementadas com o auxilio do procedimento GENMOD
do SAS (2003) nas duas idades (49 e 79 dias) separadamente. Os modelos, em parcelas

subdivididas (gaiola contendo quatro coelhos), incluiram os efeitos fixos de gaiola
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dentro de tratamento e de tratamento. As médias ajustadas foram contrastadas e
consideradas diferentes quando P<0,05.

Na avaliacao do desempenho (ganho de peso, consumo e conversao alimentar) a
unidade experimental foi a gaiola. Os animais foram pesados no inicio (na desmama,
com cinco semanas de idade) e no final do experimento (com doze semanas de idade).
Foi realizada, também a estimativa do consumo por meio da pesagem semanal da racao
oferecida e das sobras. As andlises de variancia das caracteristicas de desempenho
foram implementadas com o auxilio do procedimento GLM do SAS (2003). O modelo
incluiu o efeito fixo de tratamento e do erro aleatério. O peso a desmama foi incluido no
modelo de andlise das demais caracteristicas de desempenho (peso final, ganho de peso,

consumo de ragdo e conversao alimentar) como covariavel.

Avaliacdo da ansiedade frente a dois tipos de enriquecimento: social e ambiental.

Foram utilizados 56 coelhos machos, desmamados com cinco semanas de idade,
que foram acompanhados até atingirem 79 dias. Os animais tiveram livre acesso a ragao
peletizada e dgua potavel, durante todo o periodo experimental. Foram distribuidos em
um delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial de 2 x 2 (com ou sem
enriquecimento fisico e com ou sem enriquecimento social) totalizando 4 tratamentos,
com 4 repeti¢des. Os animais com acesso ao enriquecimento social foram alojados em
oito gaiolas coletivas, seis por gaiola. As gaiolas de arame galvanizado mediam 0,80 x
0,60 x 0,45 m e foram dispostas lado a lado. Os animais privados do contato social
foram alojados em gaiolas individuais, de arame galvanizado, com as medidas 0,33 x
0,60 x 0,45 m, dispostas a lado a lado, com uma distancia de 0,33 m entre elas. Chapas
galvanizadas pintadas de cinza, com o intuito de evitar o reflexo do proprio animal,
foram adaptadas as laterais das gaiolas para evitar o contato visual entre eles.

Metade das gaiolas (individuais e coletivas), definida ao acaso, foi enriquecida.
Para isto, as gaiolas coletivas foram equipadas com dois enriquecimentos cada uma e as
gaiolas individuais com um enriquecimento. Os enriquecimentos fisicos usados foram
os mesmos ja descritos no estudo piloto. Os animais permaneceram em contato com
enriquecimento fisico durante 24 horas uma vez por semana. Apds esse periodo, o
enriquecimento fisico foi retirado de todas as gaiolas. O enriquecimento usado
anteriormente foi descartado e toda semana era oferecido um novo pedago de madeira.
Essa permanéncia do enriquecimento nas gaiolas aconteceu um dia antes de cada uma

das observagdes do comportamento no labirinto em cruz elevado.
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A avaliagdo da ansiedade foi feita conforme descrito anteriormente no estudo
piloto. Foram selecionados, ao acaso, trés animais de cada uma das gaiolas coletivas
para a realizacdo do teste no labirinto nas duas observagdes. As médias dessas trés
observagdes por gaiola foram usadas nas andlises. Todos os animais das gaiolas
individuais foram observados. Metade dos animais das gaiolas isoladas (4) e metade dos
animais das gaiolas coletivas (12), foram observados no primeiro dia ¢ a outra metade
no segundo dia totalizando os 32 animais. Também foi avaliado o desempenho dos

animais (ganho de peso, consumo e conversao alimentar).

Analises Estatisticas

As varidveis geradas na observagdao do comportamento dos animais no labirinto
em cruz (contagens de tempo e de movimentos dos animais) foram testadas quanto a
premissa de distribui¢do normal com o auxilio do procedimento UNIVARIATE do SAS
(2003). As variaveis que seguiram a distribui¢do normal, foram submetidas a analise de
varidncia no procedimento MIXED do SAS (2003). Os modelos em parcelas
subdivididas no tempo, incluiram os efeitos fixos do enriquecimento fisico, do
enriquecimento social, da idade (sub-parcelas) e das interagdes duplas entre esses
efeitos. Dois erros aleatorios foram definidos (Kaps e Lamberson, 2004): 1) a variancia
entre coelhos dentro de tratamentos e 2) a variancia entre medidas (idades) de cada
coelho. O primeiro erro aleatério foi usado para testar os efeitos do enriquecimento
fisico, do enriquecimento social e da interagdo entre esses dois efeitos. O segundo erro
aleatorio foi usado para testar o efeito da idade e das interagdes envolvendo o efeito de
idade.

Para as varidveis que se desviaram da distribuicdo normal foi adotado um
modelo log-linear e distribuicdo de Poisson (Kaps e Lamberson, 2009). As analises
foram implementadas com o auxilio do procedimento GENMOD do SAS (2003). Os
modelos, em parcelas subdivididas no tempo incluiram os efeitos fixos do
enriquecimento fisico, do enriquecimento social, da idade (sub-parcelas) e das
interacdes duplas entre esses efeitos. As médias ajustadas foram contrastadas e

consideradas diferentes quando P<0,05.



43

Resultados e Discussao

Ensaio Piloto

1. Avaliacéo da ansiedade

Aos 49 dias de idade, observou-se que a laténcia para a primeira entrada no
brago aberto foi menor nos animais alojados em gaiolas com enriquecimento fisico
(Tabela 1). Nao foi observada nenhuma diferenca (P > 0,05) entre os grupos no tempo
permanéncia nos bragos abertos ¢ fechados, na laténcia para chegada ao fim do brago
aberto, na frequéncia de tentativas de entrada no braco aberto, nas frequéncias de
mergulhos e na frequéncia da posi¢ao bipedal/levantamento, provavelmente por ser o
primeiro contato do animal com o labirinto em cruz. Sendo assim, o animal que teve
contato com enriquecimento apresentou uma resposta exploratoria mais agil e, portanto,
menor indice de ansiedade.

Rushen et. al. (2001) afirmaram que alta atividade locomotora e a atividade
exploratoria durante o teste sdo considerados sinais de boa adaptacdo, ao passo que a
imobilidade representa uma reacdo de adaptagdo passiva vista de forma negativa, pois
indica que o animal apresentou temperamento mais ansioso, resultado de maior nivel de
estresse. A caracteristica positiva observada nos animais mais jovens foi a maior
atividade exploratoria.

Aos 79 dias, o grupo que teve acesso ao enriquecimento permaneceu mais tempo
nos bragos fechados (Tabela 1) apresentando. Nas demais caracteristicas observadas nao
houve diferenca entre os grupos.

Resultado semelhante foi encontrado por Brennes et al. (2009) onde os ratos
alojados sem a presenca do enriquecimento fisico permaneceram mais tempo no brago
aberto. Tanto coelhos como ratos sdo presas e tem a tendéncia natural de se esconder ou
de procurar lugares mais fechados. A presenca do enriquecimento ndo foi estimulo
suficiente frente ao instinto de se proteger. Contudo, foi justamente a falta de um
ambiente estimulante, que acabou por estimular o comportamento exploratorio dos
animais alojados sem o enriquecimento.

De acordo com Rushen et. al., (2001), a atividade locomotora de um coelho
durante o teste de campo aberto pode depender da necessidade de explorar o ambiente
novo a procura de alimento e abrigo (um comportamento positivo de adaptagdo), ou ser
derivada a partir do instinto de escapar de um predador (um comportamento negativo do

medo). Sendo assim, os coelhos em gaiolas ndo enriquecidas apresentaram um
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comportamento positivo ao procurar um ambiente mais estimulante ao que ele foi
criado.

Linartevichi (2013) observou que ratos e camundongos expostos ao labirinto em
cruz elevado exploraram quantitativamente mais os bragos fechados, quando
comparados com os abertos. Assim, ¢ possivel medir pardmetros que revelam a aversao
natural de roedores a espacos abertos. Morato (2006) afirmou que o ambiente novo
provocou aumento tanto no impulso de explorar, como do medo, originando um conflito
entre explorar e proteger-se. Sendo assim, o contato com o enriquecimento nao foi
estimulante o suficiente para diminuir a aversdo/medo, nos animais mais velhos, ao
explorarem um ambiente mais aberto.

Cascardo et. al. (2010) relataram que os roedores geralmente evitam os bracos
abertos e muitas teorias sobre isso tém sido elaboradas. Até o momento, no entanto, a
principal origem dos estimulos aversivos presentes nos bragos abertos do labirinto em

cruz elevado ndo estd plenamente estabelecida.

2. Desempenho dos coelhos

Nao houve diferenca entre o grupo enriquecido € o ndo enriquecido nas
caracteristicas do peso final, ganho de peso e consumo de ragdo. Porém, a conversao
alimentar foi pior no grupo enriquecido (Tabela 2).

Esta piora na conversdo no grupo enriquecido provavelmente se deve ao maior
gasto energético ao roer o enriquecimento e ao maior tempo despendido nesta atividade.
Maertens e van Oeckel (2001), relataram que os coelhos que mostraram interesse por
pedaco de madeira por um longo periodo de tempo ingeriram menos alimento por dia.
Segundo Dal Bosco et al. (2002) e Kustos et al. (2003) coelhos que cresceram com
enriquecimento ambiental atingiram o peso de abate em um periodo mais longo de
tempo, ou seja, esses animais gastaram mais energia na presenga do enriquecimento o
que elevou o gasto caloérico, aumentando o tempo para que atingissem o peso de abate
necessario. Fato semelhante ocorreu no presente estudo em que os coelhos que
cresceram com enriquecimento ambiental, tiveram uma pior conversdo alimentar,

quando comparado aos animais nao enriquecidos.

Avaliacdo da ansiedade frente a dois tipos de enriquecimento: social e ambiental.

1. Avaliacdo da ansiedade
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Nao houve efeito da interagdo enriquecimento fisico x social sobre as
caracteristicas, sendo assim, os dois fatores foram considerados separadamente. Nao foi
observado efeito do enriquecimento fisico sobre as caracteristicas avaliadas no teste do
labirinto em cruz elevado (Tabela 3). J& o enriquecimento social apresentou efeito sobre
o tempo total de permanéncia tanto nos bragos abertos quanto nos bragos fechados. Os
animais isolados permaneceram mais tempo, tanto nos bragos abertos quanto nos bracos
fechados, que os animais com o enriquecimento (Tabela 3).

Os animais em grupo demoraram mais tempo para entrar nos bragos abertos,
bem como para chegar ate o final dos mesmos. Além de apresentarem niimero maior de
mergulhos, evidenciando com maior frequéncia o comportamento exploratério que os
animais sem o enriquecimento (Tabela 3).

Houve efeito (P< 0,05) da interagdo enriquecimento social x idade dos animais
sobre a frequéncia de tentativas de entrada nos bragos abertos. Quando mais velhos (79
dias), os animais com enriquecimento fizeram mais tentativas de entrar nos bracos
abertos que os mais jovens (42 dias). J& dentre os animais sem o enriquecimento, 0s
mais jovens fizeram maior nimero de tentativas de entrada nos bragos abertos do que os
mais velhos (Figura 3). Entrar e sair diversas vezes dos bragos abertos, realizar o
mergulho e chegar até o final do labirinto sdo comportamentos representativos da
atividade exploratoria. Animais que apresentam alta frequéncia de ir para o braco aberto
indicam que estdo bem adaptados ao ambiente em que vivem, ndo apresentando sinais
de estresse e ansiedade. No presente estudo, este foi o caso dos animais com
enriquecimento social, ou seja, criados em grupos.

Ravenelle et al. (2013) ao estudar ratos de linhagens com alto nivel de ansiedade
observaram que os animais criados em grupos fizeram mais entradas nos bracos abertos
que os animais isolados. Pefia et al. (2009) notaram que machos e fémeas, alojados em
grupos entraram mais vezes nos bracos abertos, além de chegaram ate o final dos
mesmos, diferentemente dos animais isolados. Sendo assim, tanto a frequéncia de
tentativas de entradas como a entrada em braco aberto sdo comportamentos
representativos da atividade exploratoria, indicadivas de menor ansiedade.

Segundo McNaughton e Zangrossi (2008) o teste de labirinto em cruz elevado
apresenta uma motivacao positiva gerada pela oportunidade de locomogao em todos os
bragos em um novo ambiente, diferente daquele a que o animal estd acostumado. Um
estudo conduzido por Hall e colaboradores (1997) descreveu que o isolamento aumenta

a preferéncia por novos ambientes que sejam favoraveis e menos aversivos. De qualquer
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modo, alta atividade locomotora pode estar relacionada a menor nivel de ansiedade,
visto que nos estudos feitos em ratos, nem a habituacdo ¢ nem o confinamento nos
bracos abertos fizerem o animal se acostumar com bragos abertos (Treit et al., 1993).
Somente quando um ansiolitico, como o diazepam, foi usado, os animais permaneceram
mais tempo nos bracos abertos (Pinto et al., 2011).

A partir dos resultados observados no presente estudo, podemos perceber que a
idade e o enriquecimento social influenciaram o nimero de tentativas de entrada nos
bracos abertos. Podemos observar que, em animais jovens (pouco tempo isolados),
quando alojados isoladamente tentaram, com maior frequéncia, entrar nos bracos
abertos em comparacdo com os animais alojados em grupo. Contudo, quando ficaram
mais velhos (maior tempo privado do contato social), essa frequéncia de tentativa se
inverteu e os animais criados em grupos tentaram entrar mais vezes nos bracos abertos.
Nio ¢ descrita na literatura uma explicagio para tal resultado. E possivel que, por causa
da falta do enriquecimento social, os animais tenham ficado mais ansiosos, uma vez que
o coelho ¢ um animal gregario. J4 os animais com enriquecimento social teriam se
beneficiado do contato de outros coelhos, ao longo do tempo, o que acabou por

estimular o comportamento exploratorio nesses animais.

2. Desempenho dos coelhos

Houve efeito do enriquecimento social no peso final dos animais e no ganho de
peso médio didrio. Para essas caracteristicas os animais isolados apresentaram melhor
desempenho (Tabela 4). Sobre a conversao alimentar houve efeito da interagao (P<0,05)
enriquecimento social x ambiental. Nos animais isolados com enriquecimento ambiental
a conversdo alimentar foi maior do que nos animais sem enriquecimento. Ja nos animais
com enriquecimento social ndo houve diferenca na conversdo alimentar causada pela
presenca do enriquecimento ambiental (Figura 4). Para as demais caracteristicas nao foi
observado efeito do tipo de enriquecimento (Tabela 4).

O maior ganho de peso nos animais sem enriquecimento social se deveu,
provavelmente, a dois fatores: a falta de competicdo e a falta de oportunidade de
expressar comportamentos sociais. Eles, por estarem sozinhos, ndo tiveram a
competi¢ao pelo alimento e, por isso, despenderam menos energia nesta competi¢ao por
alimento. A falta de companhia fez com que eles se movimentassem menos e ainda ndo
tivessem a oportunidade de manifestar os comportamentos sociais (como o allo-

groming e brincadeiras), contribuindo para ganhar mais peso em relagdo aos animais
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criados em grupo. Este efeito do enriquecimento social foi semelhante ao relatado por
Maertens e De Groote (1984) e Xiccato et al. (1999) que observaram que o ganho
diario, peso final e o consumo de ragdo diminuiram 4 medida que aumentou o tamanho
do grupo. Szendro (2012) também chegou a mesma conclusao de que coelhos em
gaiolas individuais tiveram maior peso final e maior ganho de peso. Os animais alojados
em grupos passaram menos tempo descansando e mais tempo sendo ativos. Eles
gastaram mais tempo se movimentando e explorando o ambiente (Szendro, 2012). Além
disso, segundo Princz et al. (2008b) gastaram mais energia realizando comportamentos
sociais (allo-groming e interagdes agonisticas repetitivas).

Uma maior conversao alimentar dos animais isolados com enriquecimento fisico
pode ser atribuida ao maior gasto energético e ao maior tempo gasto na exploracao.
Animais privados de enriquecimento fisico e social ndo tém estimulo algum para se
movimentarem, sendo assim quase ndo gastam energia, ¢ acabam convertendo energia
ingerida em massa corporea. Mesmo em contato com o enriquecimento fisico, e
movimentando mais, foram mais eficazes na conversdo, indicando que as interagdes
sociais gastam mais energia.

Assim como observado no presente estudo nos animais com enriquecimento
social, ha outros trabalhos que ndo apontaram nem melhora nem piora no desempenho
ao usar o enriquecimento fisico. Zucca et al. (2008) afirmaram que o enriquecimento
fisico ndo influenciou o desempenho dos animais quando estudaram o efeito deste tipo
de enriquecimento e do tamanho do grupo em coelhos em crescimento. Hansen e
Berthelesn, (2000), Jordan et al.(2006), Princz et al. (2007, 2008 a,b) e Verga et al.
(2004), também nao detectaram qualquer efeito do enriquecimento fisico sobre o
desempenho dos coelhos.

A piora no desempenho dos animais com enriquecimento social (menor ganho
de peso e peso final), com enriquecimento fisico (maior conversao alimentar) e sem
enriquecimento social e fisico (maior conversao alimentar) pode ser considerada como
um motivo, principalmente econdomico, para ndo se usar o enriquecimento, ja que
animais com algum tipo de enriquecimento, seja fisico ou social, teriam que ficar
alojados por mais tempo consumindo mais ragdo e trazendo um certo prejuizo para o
produtor. Contudo deve-se sempre levar em conta o bem-estar desses animais. Uma vez
que o mercado consumidor estd cada vez mais preocupado com o tipo de criagdo que

teve o animal.
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Conclusao

Tanto o enriquecimento fisico como o social diminuiram a ansiedade dos
animais. Podemos observar que o tempo de acdo e¢ a duracdo do beneficio do
enriquecimento fisico na redugdo da ansiedade apareceu de forma mais rapida e menos
duradoura, pois se mostrou mais efetivo nos animais jovens. Ja o beneficio do uso do
enriquecimento social apareceu de forma mais lenta, uma vez que os resultados
apareceram nos animais mais velhos. Contudo nao pudemos afirmar se estes beneficios
foram duradouros, havendo a necessidade de estudos posteriores para determinagdo da
sua duracdo na reducdo da ansiedade dos animais.

O uso do enriquecimento, seja ele fisico ou social, pode parecer a primeira vista
desvantajoso economicamente, uma vez que os animais enriquecidos tiveram uma piora
em algumas caracteristicas de desempenho como o ganho de peso, peso final e
conversao alimentar. Contudo se o produtor for consciente e estiver focado num
mercado onde ha essa preocupagdo com o bem-estar animal, pode haver uma
compensag¢do financeira com o valor que se agrega ao produto final, onde os animais

foram criados de maneira €tica com uma preocupagdo com seu bem-estar.
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Figura 1: Gaiolas com enriquecimento fisico.

Figura 2: Labirinto em cruz elevado utilizado na observagao.
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Tabela 1. Comportamentos dos coelhos, do ensaio piloto, no teste de labirinto em cruz
elevado aos 49 e 79 dias.

Comportamento Enriquecido Nao enriquecido  Valor de P
49 dias
TBA (seg) 497+017 498 +0,17 0,990
TBF (seg) 3,94 +0,27 3,86 +0,30 0,837
T1BA (seg) 3,07 1041 4,02 +0,25 0,048
TFBA (seg) 3,46 +0,32 4,14 +0,23 0,090
TENT (frequéncia) 1,47+ 0,18 1,37+ 0,18 0,702
MERG (frequéncia) 1,85 +0,20 1,83 +0,19 0,906
LEV (frequéncia) 0,63 +0,32 0,14 + 0,55 0,198
79 dias
TBA (seg) 2,73 + 0,60 4,70 + 0,19 <0,001
TBF (seg) 5,05+0,17 4,27 +0,27 0,017
T1BA (seg) 3,23 +0,34 3,00 + 0,41 0,674
TFBA (seg) 3,33 +0,55 4,12 +0,34 0,204
TENT (frequéncia) 0,85 +0,24 1,14 + 0,20 0,350
MERG (frequéncia) 0,90 + 0,42 1,76 + 0,22 0,051
LEV (frequéncia) 1,21 +0,30 1,03+ 0,35 0,705

Legenda: TBA: tempo em braco aberto. TBF: tempo em brago fechado. TIBA: tempo
decorrido até a primeira tentativa de entrada no brago aberto. TFBA: tempo decorrido

até a chegada no final do brago aberto. TENT: niimero de tentativas de entrar no brago

aberto. MERG: mergulhos. LEV: levantamento bipedal.
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Tabela 2. Desempenho dos coelhos, do ensaio piloto, em crescimento de acordo com o
enriquecimento ambiental.

Caracteristica Enriquecido  Nao Enriquecido  EPM Valor de P
Peso inicial (g) 794 881 28 0,073
Peso final (g) 2524 2691 63 0,161
Ganho de Peso (g/d) 39,2 43,1 1,5 0,161
Consumo de ragdo (g/d) 114,0 114,3 2.9 0,943
Conversao alimentar 2,91° 2,64b 0,06 0,015

EPM: Erro médio padrio. *® Médias diferem entre si.
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Tabela 3. Comportamentos dos coelhos no teste de labirinto em cruz elevado

Caracteristicas Enriquecimento Fisico Enriquecimento Social
Com Sem Valor de P Sem Com Valor de P

TBA (seg)’ 2,44 + 0,46 3,97 +0,43 0,216 2,00 + 0,60° 4,41+0,16° 0,004
TBF (seg)’ 190,61 + 19,47 151,41 +19,47 0,180 208,13 + 19.47° 133,89 +19,47* 0,019
TIBA (seg)' 2,82 +0,29 3,16 + 0,53 0,606 2,40 + 0,63° 3,60 +0,15° 0,022
TFBA (seg)’ 3,16 + 0,36 3,35+ 0,54 0,771 2,45 +0,67° 4,05+0,13° 0,005
MERG (freq)' 0,63 +0,23 0,99 + 0,28 0,416 0,06 +0,31° 1,55+ 0,17 0,004
LEV (freq) 534+1,13 584+1,13 0,759 6,37+ 1,13 4,80+ 1,13 0,343

'Genmod: teste qui-quadrado; “Mixed: teste F;*° Médias diferem entre si; Legenda: TBA: tempo em brago aberto. TBF: tempo em brago fechado.
T1BA: tempo decorrido até a primeira tentativa de entrada no brago aberto. TFBA: tempo decorrido até a chegada no final do brago aberto.
TENT: nUmero de tentativas de entrar no brago aberto. MERG: mergulhos. LEV: levantamento  bipedal.
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Figura 3. Efeito da interacdo do enriquecimento social x idade, sobre o numero de
tentativas de entrada no brago aberto (P<0,05).



Tabela 4. Desempenho dos coelhos em crescimento de acordo com o tipo de enriquecimento.

Caracteristicas Enriquecimento Fisico Enriquecimento Social
Com Sem EPM Valor de P Sem Com EPM Valor de P
Peso a desmama (g) 838,1 834,1 6,1 0,651 833,7 838,5 6,1 0,592
Peso final (g) 2331,6 23959 34,0 0,207 2420,2° 2307,2° 34,0 0,037
Consumo médio diario (g) 117,3 120,3 2.4 0,404 120,8 116,8 2.4 0,268
Ganho médio didrio (g) 42,7 44,6 0,9 0,170 453" 42,0 0,9 0,027

EPM: Erro médio padrdo. *° Médias diferem entre si
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AVALIACAO DA MORFOLOGIA NEURONAL DE COELHOS EM
CRESCIMENTO EM AMBIENTE ENRIQUECIDO

Resumo

O ambiente enriquecido se constitui numa forma diferenciada de alojar coelhos,
mais semelhante ao da vida natural, e pode resultar em maior interacdo social,
estimulagdo cognitiva, aprendizagem espacial e atividade motora. O enriquecimento
tem demonstrado diversos efeitos fisioldgicos comportamentais e morfoldgicos no
cérebro de roedores. Em coelhos, mesmo sendo uma espécie adaptada a usar ambientes
complexos, ainda ndo hé estudos sobre o desenvolvimento neuronal em ambientes
enriquecidos. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia
neuronal do cértex cerebral em duas areas primarias, motora e somatossensorial, de
coelhos em crescimento, frente a dois tipos de enriquecimento: o fisico ¢ o social.
Foram utilizados 56 coelhos machos, pertencentes ao grupo genético Botucatu,
desmamados com 35 dias de idade, até atingirem em média 84 dias. Foram distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e quatro
repeti¢des: isolado sem enriquecimento fisico (ISE), isolado com enriquecimento fisico
(ICE), em grupo sem enriquecimento fisico (GSE) e em grupo com enriquecimento
fisico (GCE). Os animais com enriquecimento social foram alojados em oito gaiolas
coletivas, seis por gaiola; ja os animais privados do contato social foram alojados em
oito gaiolas individuais. Chapas galvanizadas foram instaladas nas paredes laterais
destas gaiolas para evitar o contato visual entre os animais. Metade das gaiolas
(individuais e coletivas), definidas ao acaso, foi enriquecida com pedagos de eucalipto
dependurados no teto da gaiola. Aos 84 dias de idade, foi escolhido ao acaso um animal
de cada uma das repeti¢des de todos os tratamentos, totalizando 16 animais, que foram
destinados ao estudo morfologico. Os animais foram perfundidos e os encéfalos foram
processados pelo método de Golgi. Os neurdnios da camada piramidal interna foram
analisados utilizando o software Fiji e os plugins Simple Neurite Tracer e Sholl
Analysis. Na area pré-central (motora) houve efeito do tratamento apenas em duas
caracteristicas: nimero de raios que intersectam pelo menos uma vez um dendrito e a
distancia do Ultimo raio intersectante do soma. Animais ISE apresentaram maior
numero de raios intersectantes € maior distancia do ultimo raio, que os animais em GCE
(P<0,05) Os demais tramentos ndo diferiram desses dois. Portanto, os animais em ISE
apresentaram uma maior dispersdo dendritica que os em GCE. Ja na éarea pos-central
(somatossensorial) ndo houve diferenca entre os tratamentos para nenhuma das
caracteristicas estudadas. O enriquecimento ambiental ndo melhorou as caracteristicas
morfoldgicas nas 4reas motoras e somatossensorial dos cérebros dos coelhos. Contudo,
como ainda ndo ha trabalhos nesta espécie, relacionando os tipos de ambiente
enriquecido e as mudangas morfoldgicas neuronais, faz-se necessarios mais estudos
nesta area para chegarmos a uma conclusdo definitiva sobre como o ambiente
enriquecido afeta morfologicamente os neurdnios do cortex cerebral dos coelhos.

Paravras chave: morfologia, cortex, coelho, ambiente enriquecido, método de Golgi
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EVALUATION OF THE NEURONAL MORPHOLOGY OF GROWING
RABBITS IN ENRICHED ENVIRONMENT

Abstract

The enriched environment is a distinctive way of housing rabbits, more similar
to natural conditions and it may result in improved social interaction, cognitive
stimulation, spatial learning and motor activity. Environmental enrichment has shown
physiological, behavioral and morphological effects on rodents’ brains. In rabbits,
despite the fact that the species is adapted to use complex environments, no studies on
the effects of environmental enrichment on the neuronal development were reported.
Therefore, the present study had the objective of evaluating the brain cortex neuronal
morphology in two primary areas, motor and somato-sensorial, of growing rabbits with
two modes of enrichment: physical and social. Fifty-six weaned male rabbits from the
Botucatu genetic group weaned at 35 days were used up to 84 days of age. The animals
were assigned to a completely randomized design with four treatments and four
replicates: isolated without physical enrichment (ISE), isolated with physical
enrichment (ICE), in group without physical enrichment (GSE) and in group with
physical enrichment (GCE). The animals with social enrichment were housed in eight
collective cages, six per cage, whereas the ones deprived of social contact were housed
in individual cages. Galvanized sheets were adapted to the lateral parts of these cages to
avoid the visual contact with other animals. Half the cages, randomly chosen, were
enriched with eucalyptus sticks hung to the cage ceiling. At 84 days of age, one animal
from each replicate was chosen at random to be used in the morphological study. The
animals were perfused and the brains were processed using the Golgi method. The
neurons from the internal pyramidal layer were analyzed using the Fiji software and the
plugins Simple Neurite Tracer and Sholl Analysis. In the pre-central (motor) area
treatment effects were detected on two traits: the number of radii that intercept at least
once a dendrite and the distance between the last intersecting radius and the soma. The
ISE animals showed a higher number of intersecting radii and longer distance of the last
radius than the animals in GCE (P<0.05). The other two treatments were not different
from these two. Therefore, the animals in ISE showed a greater dendritic dispersion
than the ones in GCE. In the post-central area (somato-sensorial), no difference among
treatments was detected for any of the analyzed traits. Environmental enrichment did
not improve the morphological traits in the motor and somato-sensorial areas of the
rabbits’ brains. However, because no studies were yet developed relating the enriched
environment and neuronal morphological changes, it is necessary that more studies are
carried out in this area so that we can conclude definitively how the enriched
environment affects morphologically the neurons of rabbits’ brain cortex.

Keywords: morphology, cortex, rabbit, enriched environment, Golgi method
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Introduciao

O ambiente enriquecido se constitui numa forma de criacdao diferenciada, mais
semelhante ao da vida natural. No entanto, a partir de observagdes feitas em ratos e
camundongos (Mohammed, et al., 2002) e em coelhos (Princz, et al., 2009), verificou-se
que o animal, ao interagir com o novo ambiente enriquecido, acabou explorando,
também, novas maneiras de utilizar tal enriquecimento. O ambiente enriquecido passou
entdo a ter outra funcdo, a estimulacao cognitiva.

Ao longo de décadas, diversos tipos de enriquecimento ambiental foram
desenvolvidos tais como: incluir maior nimero de companheiros de gaiola, usar gaiolas
maiores, com piso modificado, com objetos que variam em cor e textura e que sdo
alterados ao longo do tempo, bem como tuneis e rodas (para roedores), gerando um
ambiente semelhante ao natural quanto a diversidade de informagdes sociais e sensoriais
(Kotloski e Sutula, 2015). Estas modificagdes resultam em maior intera¢do social,
estimulacdo cognitiva, aprendizagem espacial e atividade motora para os animais
(Kotloski e Sutula, 2015). O enriquecimento ambiental tem demonstrado diversos
efeitos moleculares da regulagdo genica, fisiologicos, morfoldgicos e em niveis
comportamentais no cérebro (Kotloski e Sutula, 2015).

Estudos feitos com camundongos, ratos, gatos € macacos mostraram que, ao ter
contato com o enriquecimento, os cérebros desses animais sofreram diversas
modificagdes (Salle, et al., 2009). As primeiras modificacdes cerebrais estudadas foram
as morfologicas. Ratos e camundongos criados em ambiente enriquecido apresentaram
maior peso cerebral, com aumento na espessura cortical (Diamond, et al.,1964; Beaulieu
e Colonnier, 1987). O ambiente enriquecido induziu aumento no tamanho do soma
neuronal (Faherty et al., 2003), no niimero de ramificagdes dendriticas (Fiala et al.,
1978; Leggio, et al., 2005), no namero de espinhos (Globus et al., 1973), e sinapses
(Rosenzweig e Bennett, 1996). Johansson e Belichenko (2002) verificaram um aumento
no cortex somatossensorial devido a uma maior ramificagdo dendritica ¢ na densidade
da coluna cortical em ratos adultos, apds 3 semanas em ambiente enriquecido, em
comparagdo com o grupo controle.

Em coelhos, mesmo sendo uma espécie adaptada a usar ambientes complexos
em vida livre, ainda ndo ha estudos sobre as mudangas morfoldgicas em ambientes
enriquecidos. Contudo, Barros (2012) verificou que coelhos machos de 77 dias, quando

alojados em gaiolas com o enriquecimento, tiveram um aumento do peso cerebral em
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relagdo aos alojados em gaiolas convencionais. Também ndo ha estudos sobre as
possiveis alteragdes morfologicas do neurdnio de coelhos alojados em grupo ou
individualmente, em gaiolas providas ou nao do enriquecimento. Sendo assim, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia neuronal do cértex cerebral
em duas areas primarias, motora e somatossensorial, de coelhos em crescimento, frente

a dois tipos de enriquecimento: o fisico e o social.

Material e Métodos

Pesquisa aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), Protocolo n°
181/2012-CEUA

Protocolo de anestesia dos animais

Para realizagdo dos pilotos experimentais e estudo morfologico do cortex
cerebral foram necessarias abordagens cirurgicas nos animais que foram sempre
realizadas ap6s comprovar a anestesia. O protocolo de anestesia foi iniciado com a
inducdo anestésica, 40 minutos antes da cirurgia administrando-se Tramal (cloridrato de
tramadol 5%, 0,2 ml/kg) e Meloxican (0,1 ml/Kg), seguida de inje¢do intramuscular de
solugdo anestésica contendo dopalen (cloridrato de ketamina a 10%, 1,5ml/kg),
anasedan (xilasina a 2%, 0,6ml/Kg) e acepram (acepromasina 0,2%, 0,5ml/kg) no
momento da cirurgia. Durante a cirurgia, foi aplicado, por via intravenosa, 0,5 mL de

solugdo anestésica, sempre que o animal demonstrava sinais de dor.

Avaliacédo da morfologia neuronal

Foram utilizados 56 coelhos machos pertencentes ao grupo genético Botucatu,
que ¢ uma linhagem sintética originada de hibridos Norfolk 2000 (Moura et al., 2001),
desmamados com 35 dias de idade, até atingirem, em média, 84 dias. Os animais
permaneceram alojados na area de Produgdo de Coelhos da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Unesp, Botucatu. Foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e quatro repeticdes: Isolado sem
enriquecimento fisico (ISE), Isolado com enriquecimento fisico (ICE), Grupo sem
enriquecimento fisico (GSE) e Grupo com enriquecimento fisico (GCE). Os animais
expostos ao enriquecimento social foram alojados em oito gaiolas coletivas de arame

galvanizado (0,80 x 0,60 x 0,40 m), seis animais por gaiola; j& os animais que foram
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privados do contato social foram alojados em oito gaiolas de arame galvanizado
individuais (0,33 x 0,60 x 0,40 m). Chapas galvanizadas foram colocadas nas paredes
laterais destas gaiolas individuais para evitar o contato visual com outros animais.
Metade das gaiolas (individuais e coletivas), definidas ao acaso, foi enriquecida com
pedacos de eucalipto dependurados no teto da gaiola. Para isto, as gaiolas coletivas
foram equipadas com dois enriquecimentos cada uma e as gaiolas individuais com um
enriquecimento. Os enriquecimentos, confeccionados em eucalipto com 15 x 3 x 3cm,
foram dependurados no teto da gaiola: um préximo a lateral direita e outro proximo a
lateral esquerda nas gaiolas coletivas e proximo ao fundo da gaiola nas gaiolas
individuais. Sua altura foi regulada, de acordo com a altura dos animais, entre 20 ¢ 30
cm do piso. Os animais permaneceram em contato com enriquecimento durante 24
horas, uma vez por semana. Apos esse periodo, o enriquecimento foi retirado de todas
as gaiolas. O enriquecimento usado anteriormente foi descartado e toda semana era
oferecido um novo pedaco de madeira.

Aos 84 dias de idade, foi escolhido ao acaso um animal de cada uma das
repeticoes de todos os tratamentos, totalizando 16 animais, que foram destinados ao
estudo morfoldgico, que ocorreu no laboratério de Neuromorfologia do Departamento
de Anatomia, no Instituto de Biociéncias da Unesp em Botucatu. Foi avaliada a
morfologia dos neuronios piramidais da na area somatossensorial primaria (pds-central)
e area motora primaria (pré-central). Para tanto, apds a anestesia, os animais foram
perfundidos com paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 0,125%, o encéfalo foi
coletado e reduzido a um bloco (4 mm de espessura), na altura do infundibulo. Os
blocos foram incubados em agitacdo e protegidos da luz, por seis dias em uma solugdo
contendo dicromato de potassio a 3 %. Decorrido este tempo, os blocos foram lavados
com nitrato de prata a 0,25% e incubados (em agita¢do e protegidos da luz) em nitrato
de prata a 1,5% por dois dias. Apds a incubagdo, os blocos foram lavados em agua
destilada e cortados em vibratomo de forma sequencial em sec¢des de 100 pm de
espessura. As laminas foram desidratadas e cobertas com Entelan.

As laminas foram analisadas utilizando um microscopio Zeiss Scope Al, cdmera
digital AxionCam MRc e o software Axion Vision. As imagens dos neurdnios
piramidais foram obtidas centralizando-se o soma no centro do campo de forma que
toda a extensdo de sua arborizacdo dentritica estivesse contida no mesmo campo de
observacdo. As imagens foram capturadas com objetiva de 40x em planos focais

sequenciais e equidistantes € com variagao de 3,26 pm no eixo “z”. ApoOs a captura,
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foram selecionados apenas os neurdnios piramidais que estavam com 0s seus somas
localizados em planos focais no terco médio do eixo “z”. Para cada tratamento foram
analizados cinco neuronios.

As imagens capturadas foram analisadas utilizando o software Fiji (Schindelin et
al., 2012) e os plugins Simple Neurite Tracer (Longair et al., 2011) ¢ Sholl Analysis
(Ferreira et al., 2014). O plugin Simple Neurite Tracer permite o rastreamento semi-
automatico em 3 dimensdes dos prolongamentos neuronais a partir de imagens
adquiridas em forma de stacks. O plugin possui ferramentas para analise e visualizagao
3D dos resultados. O plugin Sholl Analysis para Fiji (uma versdao do ImageJ focado na
analise de imagem biologica) automatiza a analise Sholl em um neur6nio. A técnica
Sholl descreve o padrdo de ramificagdo dos dendritos e axonios plotando o nimero de
ramos em func¢do da distancia a partir de um local definido, geralmente o soma célula
(Sholl, 1953). O plug-in executa a técnica Sholl diretamente em imagens 2D e 3D de
células marcados e isoladas, obtidas tanto em microscopia de campo claro como
fluorescéncia. Seu algoritmo interno ¢ baseado em como a analise de Sholl ¢ feita a
mao, ou seja, ele cria uma série de esferas concéntricas ao redor da soma do neurénio, e
conta quantas vezes os prolongamentos do neur6énio cruzam com a circunferéncia
dessas esferas.

Para a avaliacdo morfologica dos neurdnios foram analisadas as seguintes
caracteristicas: ramificagdo primdria, nimero de raios intersectantes, soma das
interseccoes, média de intersec¢des, maximo de interseccdes ocorridas em um mesmo
raio, distancia entre o soma e o raio onde se teve o maior numero de intersecgdes, indice
de ramificagdo e distancia do ultimo raio intersectante.

As caracteristicas das analises morfologicas foram submetidas a analise de
varidncia com o auxilio do procedimento GLM do SAS (2003). O modelo incluiu o
efeito fixo de tratamento e o erro aleatorio. As comparacdes entre médias foram

relizadas pelo pos-teste de Tukey.

Resultados e Discussao

A morfologia dos neurdnios piramidais da camada interna do cortex cerebral nas
areas primadrias, motora e somatossensorial, de todos os tratamentos, estdo apresentadas
nas figuras 1 e 2. Na érea pré-central (motora) houve efeito do tratamento apenas em

duas caracteristicas analisadas, no nimero de raios que intersectam pelo menos uma vez
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um dendrito e a distdncia do ultimo raio intersectante do soma (Tabela 1 e Figura 1).
Animais isolados e sem enriquecimento (ISE) apresentaram maior nimero de raios
intersectantes e maior distancia do ultimo raio, que os animais em grupo com
enriquecimento (GCE) (P<0,05) (Tabela 1). Os demais tramentos nao diferiram desses
dois. Os animais ISE apresentaram uma maior dispersdo dendritica que os em GCE. Ja
na area pods-central (somatossensorial) ndo houve diferenca entre os tratamentos para
nenhuma das caracteristicas estudadas (Tabela 2 e Figura 2).

Para explicar estes resultados aventamos a hipdtese de que tanto o
enriquecimento fisico como o social acabaram se tornando obstaculos para a
movimentagdo dos animais dentro das gaiolas. Os animais ISE tiveram mais espago
para se movimentar na gaiola do que os animais em GCE que, além de estarem alojados
em grupos de seis por gaiola, tinham dois enriquecimentos ocupando espago fisico,
limitando a sua livre movimentagdo. O tipo de enriquecimento fisico também pode ter
influenciado essa menor dispersdo dendritica nos animais em GCE. O pedaco de
madeira tinha como objetivo promover o habito de roer, contudo ndo estimulou a
atividade fisica, ao contrdrio: o animal fica estacionado para poder interagir com o
enriquecimento, usando os membros anteriores

O ambiente enriquecido acabou ndo sendo eficiente para alterar as carcteristicas
morfoldgicas dos neurdnios da area sensitiva. O pedago de madeira, mesmo sendo um
objeto diferente do ambiente ao qual o animal estd acostumado, ndo estimulou os
sentidos tateis do animal, na area estudada. Nem mesmo a presenca do companheiro
estimulou essa area nos coelhos. Contudo, numericamente, podemos ver uma tendéncia
de que os animais em GCE a apresentaram maior complexidade da arborizagdo
dendritica, por terem maior soma de intersec¢des, do que os animais em GSE (Tabela
2). Segundo Bozicovich et al. (no prelo) coelhos mantidos em grupos na presenga do
enriquecimento fisico demonstraram menor interacao social do que aqueles criados sem
o enriquecimento. Segundo esses autores, o enriquecimento atuou como uma distragdao
para os animais. Sendo assim, seria de se esperar que os animais GCE tivessem uma
maior arborizacdo pois passaram a ter o contato com algo diverso ao que eles estavam
acostumados, no caso, os companheiros de gaiola.

Gelfo et al. (2009) estudaram o efeito do uso do enriquecimento em ratos Wistar,
sobre o efeito do enriquecimento na area somatossensorial. Os autores notaram que o
enriquecimento aumentou tanto o comprimento como a arborizacdo dendritica na III

camada, mas nao na camada V. Nesta camada nao houve diferenca entre o controle e os
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ratos com enriquecimento fisico e social.. Eles concluiram que o enriquecimento
estimula o circuito cortico-cortical, mas ndo o circuito cortico-subcortical. Rozenzweig
et al. (1978) ao estudarem ratos com enriquecimento ¢ isolados também nao observaram
resultados diferentes entre os tratamentos.

Ja Faherty e colaboradores (2003) estudaram a relacdo do exercicio fisico e do
ambiente enriquecido com o cortex motor. Eles usaram camundongos C57BI/6J machos
distribuidos em trés tratamentos: caixas convencionais, caixas convencionais com
acesso a roda e caixas enriquecidas com rodas e sistemas de tineis. Nao foram
observadas diferengas morfoldgicas entre tratamentos no cértex motor. Resultado
semelhante foi encontrado por Kolb et al (2003) ao trabalharem com ratas alojadas em
grupos de 3 animais por caixa e em grupos de 6 animais alojados em gaiolas maiores
com pontes, rampas, tuneis ¢ brinquedos. Também nao observaram diferencas entre os
grupos na area motora. Mesmo diante desses resultados ndo podemos afirmar que o
enriquecimento nio tem efeito na area motora. Gelfo et al. (2009) relataram efeito
positivo do uso do enriquecimento em ratos Wistar. O grupo enriquecido apresentou

uma maior arboriza¢ao e comprimento dendritico quando comparado com o controle.

Conclusao

O enriquecimento ambiental ndo melhorou as caracteristicas morfologicas nas
areas motoras e somatossensorial dos coelhos. Contudo, ainda nao ha trabalhos nesta
espécie, relacionando os efeitos e os tipos de ambiente enriquecido e as mudancas
morfoldgicas neuronais. Faz-se necessario mais estudos nesta area para chegarmos a
uma conclusao definitiva sobre como o ambiente enriquecido afetaria morfologicamente
o cortex dos coelhos. Ademais, o numero de repeti¢des (neurdnios) por tratamento foi
muito pequena no presente estudo e se o tamanho da amostra fosse aumentado,

resultados diferentes poderiam ter sido obtidos.
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Agrea Motora Primaria

NCEHIT

Figura 1. Morfologia dos neur6nios piramidais da area cortical motora primaria em todos os tratamentos.
A esquerda, fotomicrografias de campo claro. A cabega de seta indica o neurdnio selecionado para o
estudo. A direita, imagens dos modelos 3D dos prolongamentos neuronais a partir do soma. A barra de
calibracdo ¢ valida para todas as imagens. Legenda: GCE, grupo com enriquecimento; GSE, grupo sem
enriquecimento; ICE,isolado com enriquecimento; ISE, isolado sem enriquecimento.
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Figura 2. Morfologia dos neur6nios piramidais da area cortical somatossensorial primaria em todos os
tratamentos. A esquerda, fotomicrografias de campo claro. A cabeca de seta indica o neurdnio
selecionado para o estudo. A direita, imagens dos modelos 3D dos prolongamentos neuronais a partir do
soma. A barra de calibragdo ¢ valida para todas as imagens. Abreviaturas dos tratamentos: GCE-Pré,
grupo com enriquecimento; GSE-Pré, grupo sem enriquecimento ; ICE-Pr¢, isolado com enriquecimento;
ISE-Pré, isolado sem enriquecimento.



Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas de neuronios piramidais da area pré-central (motora) do cortex frontal de coelhos em crescimento.

Caracteristicas Tratamentos Valor de P
GCE GSE ICE ISE
Ramificag¢do primaria 5,80 + 1,14 5,00+ 1,14 5,20 + 1,14 6,80 + 1,14 0,69
Numero de raio intersectante 272,80 + 45,05° 367,60 + 45,05% 367,20 + 45,05% 475,40 + 45,05% 0,04
Soma das intersec¢des 999,00 + 227,14 1612,00 + 227,14 1401,60 + 227,14 1951,20 + 227,14 0,06
M¢édia de intersecgoes 3,77 + 0,52 4,36 + 0,52 3,96 + 0,52 4,11 +0,52 0,88
Maximo de interseccoes 8,60 + 1,53 10,40 + 1,53 11,20 + 1,53 12,40 + 1,53 0,38
Raio do maximo de intersec¢des 20,59 + 7,53 30,67 + 7,53 34,26 + 7,53 35,28 +7,53 0,51
Indice de ramificacdo 1,62 + 0,40 2,34 +0,40 2,30 +0,40 1,95 +0,40 0,57
Ultimo raio intersectante 79,52 +11,54° 104,00 + 11,54 103,90 + 11,54 131,64 + 11,54° 0,04

72

> Médias diferem entre si; Legenda: GCE: grupo com enriquecimento; GSE: grupo sem enriquecimento; ICE: isolado com enriquecimento; ISE:

isolado sem enriquecimento.
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Tabela 2. Caracteristicas morfologicas de neurdnios piramidais da area pos-central (somato-sensorial) do cortex parietal de coelhos em

crescimento.
Caracteristicas Tratamentos Valor de P
GCE GSE ICE ISE

Ramificacao primaria 4,600 + 0,73 5,00 +0,73 7,40 +0,73 5,20+ 0,73 0,06
Numero de raio intersectante 398,40 + 47,95 316,20 + 47,95 430,00 + 47,95 376,80 + 47,95 0,42
Soma das intersecgoes 2067,00 + 243,91 1236,20 + 243,91 2031,8 +243,91 1748,60 + 243,91 0,10
Média de intersecgdes 5,04 +0,53 3,87 +0,53 5,00 + 0,53 4,89 + 0,53 0,37
Maximo de intersecgoes 11,60 + 1,17 10,20 + 1,17 12,60 + 1,17 10,60 + 1,17 0,49
Raio do maximo de interseccoes 37,67 + 8,76 28,10 + 8,76 31,64 + 8,76 44,51 + 8,76 0,58
Indice de ramificacao 2,56 +0,27 2,17 +0,27 1,75+ 0,27 2,08 +0,27 0,26
Ultimo raio intersectante 111,63 +12,29 90,82 + 12,29 120,00 + 12,29 106,36 + 12,29 0,42

b Médias diferem entre si; Legenda:
isolado sem enriquecimento.

GCE: grupo com enriquecimento; GSE: grupo sem enriquecimento; ICE: isolado com enriquecimento; ISE:
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IMPLICACOES

O bem-estar dos coelhos pode ser drasticamente afetado pelo tipo de criagdo e
manejo. Indicadores fisiolégicos e comportamentais sdo usados para determinar as
reacOes dos animais aos estressores fisicos e psicologicos. Um importante desafio para
os criadores ¢ evitar o estresse dos animais e suas consequéncias negativas sobre a
producdo, mesmo do estresse inevitavel, como a desmama e o transporte. Uma possivel
forma de maximizar o bem-estar ¢ a melhoria do ambiente em que o animal ¢ criado e o
uso do enriquecimento ambiental. Ele pode reduzir os efeitos negativos do tédio
provocado pela falta de estimulos causada pelo ambiente pobre.

Existem diversos tipos de enriquecimento fisico no mercado atualmente. Por
exemplo, as gaiolas com plataformas elevadas sdo usadas para fémeas reprodutoras
como uma maneira de se afastarem um pouco da ninhada, feno prensado, usado para
satisfazer o habito de roer desses animais. Entretanto, estes enriquecimentos requerem
um pouco mais de investimento por parte do produtor. Ha outros tipos que o proprio
criador pode fazer e instalar com o minimo de custo. E o caso dos pedagos de madeira.
Eles podem ser confeccionados em pinus ou eucalipto, ou podem ser usados os pedagos
que se encontram na propriedade, como galhos de arvores. Para se evitar a
contaminagdo fecal recomenda-se que eles sejam presos por fio de arame na lateral ou
no teto da gaiola.

Pedagos de madeira tém sido muito utilizados para evitar o estresse em coelhos
em crescimento, reduzindo o comportamento agressivo € diminuindo o nimero de
lesdes causadas por brigas, em animais com mais de 70 dias. O uso desse tipo de
enriquecimento tem se mostrado eficaz na reducdo dos comportamentos ligados a
ansiedade, principalmente nos animais mais jovens. Apesar disso, o uso desse tipo de
enriquecimento pode acarretar piora no desempenho dos animais, como uma piora na
conversao alimentar. Contudo, se o produtor for consciente e estiver focado num
mercado onde ha essa preocupagdo com o bem-estar animal, pode haver uma
compensag¢do financeira com o valor que se agrega ao produto final, onde os animais
foram criados de maneira €tica com uma preocupagdo com seu bem-estar.

Outro tipo de enriquecimento que ndo requer gastos extras para o produtor €
social. No Brasil, as granjas cuniculas ja adotam o modelo de se agrupar os animais em
crescimento. Todavia, ¢ quando os animais estdo mais velhos, que o uso desse tipo de

enriquecimento ¢ mais benéfico, diminuindo a expressdo dos comportamentos ligados a
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ansiedade. Em animais adultos, principalmente machos, hd o problema de brigas
geradas pela disputa de hierarquia. Uma solug@o para esse problema seria aloja-los em
gaiolas individuais posicionadas lado a lado, pois assim eles poderiam ao menos ver o
companheiro. No caso de animais mantidos em biotérios, este tipo de enriquecimento
poderia ser de grande valia uma vez que normalmente estdo em ambiente extremamente
pobre.

Atualmente os coelhos de biotério sdo usados como modelos experimentais
quase que exclusivamente para pesquisas na area da ortopedia e, principalmente, na area
odontologica. No entanto, eles sdo capazes de usar ambientes complexos, o que poderia
melhorar a sua capacidade de aprendizado e memoria. Atualmente ndo existem muitos
estudos relacionando o uso do enriquecimento ambiental e seu efeito sobre a
neuromorfologia, restringindo o uso desses animais apenas para estudos relacionados a
visdo. Em comparagdo com os roedores, ha poucos estudos envolvendo o
enriquecimento e as alteragcdes que o seu uso pode acarretar nas diversas areas no
cérebro dos lagomorfos, tornando as comparacdes detalhadas mais dificeis.

A partir do momento que esta espécie comecar a ser mais estudada em sua
neuroanatomia ela pode se tornar, assim como os roedores, um modelo animal tanto em
pesquisas como na didatica. A justificativa é que os coelhos tem um temperamento
menos agressivo que os roedores, além de serem maiores o que facilitaria o ensino, por

uma melhor visualizacdo de técnicas como perfusdo e cirrgicas.
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Padronizacdo de métodos de estudo da morfologia neuronal

Com o intuito de realizar treinamento nas técnicas de avaliagdo morfoldgica do
sistema nervoso central foi feita a perfusao de fémea adulta (com mais de um ano de
idade) de 4,4 kg. A perfusdo ocorreu no Laboratério de Neuromorfologia do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

ApoOs anestesia, foi aberta a caixa toracica para introducao da canula no coragao.
A perfusdo foi realizada com solu¢do salina (250 mL no fluxo de 80mL/ minuto),
seguida de solugdo fixadora composta de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a
0,125% em tampao fosfato (TF) 0,1M pH 7.4 (2000 mL no fluxo de 50mL/ minuto).
Ap6s a perfusdo, o encéfalo foi coletado e crioprotegido em solucdo de sacarose a 30%
em TF 0,1M, durante 48 horas a 4°C. Na sequéncia, o encéfalo foi seccionado em
micrétomo de congelamento, preparando-se 10 séries de cortes coronais de 40 pm de
espessura. Foram montadas laminas sequenciais dos cortes, de trés séries, para andlise
do coértex parietal na area somatossensorial primaria (area pods-central, Poc 1) e do
cortex frontal na area motora primadria (area pré-central, Prc 1) segundo Fleischhauer et
al. (1980). Em seguida, os cortes foram corados utilizando o método de Nissl. O método
de Nissl consiste em realizar a desidratacdo dos cortes montados em laminas por meio
de banhos de alcool etilico de concentragao crescente (de 50% a 100%), dissolugao dos
lipideos com dois banhos de xilol, reidratagdo dos cortes por meio de banhos de alcool
etilico de concentracdo decrescente (de 100% até a 4gua destilada), coloracdo com
tionina (Fisher #T-409), nova desidratacdo com alcool etilico, imersdo em trés banhos
de xilol e montagem da laminula com Permont (Fisher Scientific). Os cortes corados
foram analisados utilizando o microscopio Zeiss Scope Al, camera digital AxionCam
MRec e o software Axion Vision.

Os critérios utilizados para identificagdo das areas corticais foram obtidos a
partir da andlise de informagdes dos estudos de Hobbelen e Van Hof (1977);
Fleischhauer, et. al. (1980) e Reader, et. al. (1989) e dos atlas de Urban e Richard
(1972) e Shek et al. (1986). As areas pré e pos-central foram identificadas em secgdes
coronais do telencéfalo posicionadas 20,5 mm anteriormente ao meato acustico externo
(Figura 1a). A determinagdo localiza¢do da area motora primdria no cortex frontal (Prc
1), assim como da area somatossensorial primaria no cortex parietal (Poc 1), foi feita

segundo o trabalho de Fleischhauer et al. (1980) (Figura 1b e 1c¢).
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Ao analisar a 4rea motora primdria (Prc 1) observa-se que o cortex cerebral
apresenta a estrutura tipica de seis camadas. A camada IV ¢ denominada camada
granular interna e constituida por pequenas células dispersas. Ja& a camada V ¢
denominada camada piramidal interna, contendo grandes células piramidais. Pode — se
observar que a camada V possuiu mais neuronios, quando comparada com a camada IV
(Figura 1d). A area somatossensorial primaria (Poc 1) caracteriza-se por apresentar a
camada granular (camada IV) bem desenvolvida, enquanto as células piramidais da
camada V tornam-se menores € um pouco menos numerosas, o que inclusive dificulta a

distin¢do entre as camadas V e VI (Figura le).

Piloto: Cirurgias de lesdo eletrolitica e marcagao

Foram realizadas duas cirurgias estereotaxicas, uma para determinar as
coordernadas cirirgicas das areas de interesse e a outra para provar dois tragadores
neuronais e determinar qual seria utilizado no estudo. O estudo de Fleischauer et.al.
(1980) foi usado para delimitacdo das areas a serem estudadas com base em critério
citoarquitetonicos. Para encontrar as coordenadas estereotaxicas das areas delimitadas
nas secgOes histologicas, foram realizadas comparacdes das secgdes coronais do
encéfalo com os atlas de Urban e Richard (1972) e Shek et.al. (1986). Com este estudo,
foi possivel estabelecer que o nivel antero-posterior, onde estdo o cortex
somatossenssorial € motor primarios, encontra-se 20,5 mm anteriormente a linha
interaural (Figura 1). Além disso, foi preciso definir o angulo de inclinacdo da cabeca
do animal no aparelho estereotaxico e as coordenadas dorso-ventrais e médio-laterais.
Para a determinagdo da inclina¢do, comparamos as imagens de cortes coronais do
trabalho de Fleischauer et.al. (1980) com as imagens de cortes coronais do atlas de
Urban e Richard (1972), que usa 18° de inclinagdo. Assim, concluimos que o atlas tem
uma inclinagdo menor que a usada no trabalho. A partir da descricdo metodoldgica do
atlas, do trabalho (Fleischauer et.al. 1980) e com a observacdo de estruturas similares
entre as duas referéncias foi possivel definir que a inclinagdo usada por Fleischauer
(1980) deveria ser aproximadamente 14° maior que o atlas. Portanto, acreditamos que a
inclinacao da cabega no aparelho esterotaxico usada por Fleischauer et al. (1980) foi de
32° anteriormente. Com base nesta analise, decidimos utilizar a inclinagao de 30° em
NOSs0s casos experimentais.

As coordenadas dorso-ventrais e médio-laterais foram obtidas a partir da

observagdo das preparagdes histoldgicas realizadas préviamente para identificagdo das
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areas corticais primarias pré (motora) e pos central (somatossensorial, Fig 1¢). Devido a
maior proximidade de nossas areas de interesse com o bregma, acreditamos que fosse
mais indicado a utilizacdo desta referéncia em lugar da linha interaural. Assim, para
transformar as coordenadas obtidas inicialmente para a referéncia a partir do bregma,
posicionamos a cabega de um animal (previamente sacrificado em outros experimentos
do laboratorio) no aparelho estereotaxico e anotamos a correspondéncia das
coordenadas a partir dos pontos craniométricos lambda (que coincide com a linha
interaural) e bregma.

Para comprovacdo das coordenadas estereotaxicas definidas, foram realizadas
lesdes eletroliticas nas areas corticais de interesse. Para este objetivo foi usado um
coelho macho com 2,1kg e 80 dias de idade. Apos anestesia, o animal foi posicionado
no aparelho estereotaxico com inclinagao anterior da cabeca de 30°. Realizou-se uma
incisdo sagital mediana na pele da cabega desde o nivel da pupila até o osso occipital. O
aparelho foi calibrado com as seguintes coordenadas cirtrgicas, a partir do bregma: para
o cortex pré-central, AP= +2,26, DV= -1,39 ¢ ML= -1,21; para o cortex pos-central,
AP=+226, DV=-4,5 ¢ ML= -9,74. Para o acesso cirturgico do eletrodo de lesdo, foram
realizados dois orificios do lado direito da calota craniana com a broca esférica
odontologica, as meninges foram removidas e o cortex cerebral foi exposto. Em
seguida, o eletrodo de lesdo (A-M Systems, #572700) foi introduzido nas coordenadas
indicadas e foram realizadas as lesdes eletroliticas com corrente negativa de 25 pA por
2 minutos no cortex pré-central e por 3 minutos no cortex pos-central. Apods a lesdo, o
animal foi perfundido e o encéfalo foi coletado, crioprotegido, cortado de forma seriada
e os cortes histologicos foram corados pelo método de Nissl como descrito previamente.

Ao comparar a area de lesdo eletrolitica (Figura 2) com a Figura le pode-se
verificar que a lesdo foi realizada na area de interesse e, assim, obteve-se a confirmagao
de que as coordenadas cirurgicas e a angulagdo da cabeca do animal no aparelho
estereotaxico foram corretamente estabelecidas.

Comprovada a eficicia das coordenadas estereotéxicas, foi realizado um piloto
experimental para provar o resultado da marcag¢do neuronal obtida apods a inje¢do dos
tragcadores neuronais na dareas de interesse, para preenchimento retrogrado dos
neurdnios. O objetivo deste piloto experimental foi estudar a arborizagao dentritica dos
neurdnios corticais, empregando dois tipos de tracadores: BDA com NMDA e
Fluorogold. Neste experimento foi usado um coelho macho com 3 kg. Apds anestesia, o

animal foi posicionado no aparelho esterotaxico, como descrito anteriormente, e
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utilizando as mesmas coordenadas estereotaxicas das lesdes eletroliticas, foram
realizados quatro orificios na calota craniana, dois do lado direito e dois do lado
esquerdo, para acesso cirurgico de uma seringa Hamilton acoplada a uma bomba de
infusdo (ultramicropump III, World precision Instruments). No lado direito do encéfalo
foi injetado 0,1 ul BDA a 5% com 10 nM de NMDA e no lado esquerdo foi aplicada
uma injecdo de 0,1 pl de Fluorogold. Apds a cirurgia, o animal foi suturado e foi
administrado Baytril 10% (enrofloxacino 10mg/ kg, 0,30 mL diluido em 0,70 mL de
agua para injecao). Apos 10 dias, o animal foi perfundido, o encéfalo foi coletado,
crioprotegido, cortado e os cortes foram armazenandos em solugdo anti-congelante a -
20C°.

Apesar das injecdes de neurotracadores atingirem as areas previamente definidas
no estudo citoarquitetonico, o preenchimento dos neurdnios foi insatisfatério e nao
permitiu identificar a arborizacdo dendritica dos soma retrogradamente marcados.
Acreditavamos que a quantidade de neurotragadores utilizada (de 0,1 uL) ndo havia sido
suficiente para preenchimento dos neurénios nas areas de interesse. Por este motivo,
foram realizadas outras duas cirurgias para inje¢do de neurotragadores, com inje¢do de
maior quantidade, tanto de BDA quanto de Fluorogold (1 uL em cada inje¢do), na
tentativa de mapeamento retrogrado dos neurdnios de projecdo cortico-cortical. Nestes
experimentos foram usados coelhos machos entre 2,250 kg e 2,500 kg. Apods anestesia,
os animais foram posicionados no aparelho esterotaxico, como descrito anteriormente, e
utilizando as mesmas coordenadas estereotaxicas das lesdes eletroliticas, foram
realizados dois orificios na calota craniana de cada animal, do lado direito, para acesso
cirargico de uma seringa Hamilton acoplada a uma bomba de infusdo (ultramicropump
III, World precision Instruments). Com intuito de melhorar o preenchimento dos somas
retrogradamente marcados, a quantidade de neurotragadores injetada foi aumentada em
10 vezes. Assim, foram injetados 1 pl BDA a 5% na area pos-central e na area pré-
central foi aplicada injecdo de 1 ul de Fluorogold. Apods a cirurgia, a incisdao foi
suturada e foi administrado Baytril 10% (enrofloxacino 10 mg/ kg). Depois de oito dias,
os animais foram perfundidos, os encéfalos foram coletados, crioprotegidos, cortados e
os cortes foram armazenandos em solucao anti-congelante a -20C°.

Apesar da area onde se injetou o BDA ter sido bem marcada por um grande
deposito de tragador, ainda assim o preenchimento dos somas e dendritos ndo foi
satisfatorio para analise da morfologia neuronal com BDA (Figura 3A e 3C). Além

disso, ndo foi possivel observar os somas retrogradamente marcados com Fluoro-Gold.
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Padronizagdo do Método de Golgi

Como alternativa ao método de preenchimento retrogrado dos somas neuronais
com neurotragadores, foi realizada também a padronizagdo da técnica de marcagao pelo
método de Golgi, que permite estudar a morfologia neuronal incluindo a arborizagao
dendritica, pela impregnacdo por prata. Foram realizados trés experimentos distintos
para a padroniza¢ao do método de Golgi.

No primeiro experimento foi utilizado um coelho macho de 2,530 kg, que apos
anestesia, foi perfundido com paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 0,125%, sendo o
encéfalo fcoletado e reduzido a um bloco (4 mm de espessura), na altura do infundibulo.
O bloco foi lavado com 4gua destilada e os hemisférios divididos por um corte no plano
mediano. Ambos os hemisférios foram incubados em agitacdo e protegidos da luz, em
uma solucdo contendo 0,25 g de dicromato de potassio em 8 mL de 4gua purificada e 2
mL de tetréxido de 6smio a 1%. Um dos hemisférios permaneceu incubado por seis dias
e o outro por 10 dias. Decorrido este tempo, os blocos foram lavados com nitrato de
prata a 0,25% e incubados em nitrato de prata a 0,75% por dois dias, protegidos de luz e
em agitacdo. Apos este periodo, o bloco foi lavado em 4gua destilada e cortado em
vibratomo de forma sequencial em sec¢des de 50, 100 e 200 um de espessura.

No segundo experimento, foi utilizado um coelho macho com 2,690 kg. Apods
anestesia, o animal foi perfundido com paraformaldeido a 4% e acido picrico a 1%, o
encéfalo foi coletado e reduzido a um bloco (4 mm de espessura), imediatamente
posterior ao infundibulo. O bloco foi lavado com &4gua destilada e foi incubado em
agitacdo e protegido da luz, por seis dias em uma solucdo contendo dicromato de
potassio a 3 %. Decorrido este tempo, o bloco foi lavado com nitrato de prata a 0,25% e
incubado, em agitacdo e protegido da luz, em nitrato de prata a 1,5% por dois dias.

Para a realizacdo do terceiro experimento foram utilizados dois blocos adicionais
do mesmo encéfalo utilizado no primeiro experimento. Os blocos foram incubados em
agitacdo e protegidos da luz, por seis dias em uma solugdo contendo dicromato de
potéssio a 3 %. Decorrido este tempo, os blocos foram lavados com nitrato de prata a
0,25% e incubados, em agitagdo e protegidos da luz, em nitrato de prata a 1,5%. Um dos
blocos permaneceu incubado por um dia e o outro por dois dias. Apds a incubagdo, os
blocos foram lavados em agua destilada e cortados em vibrdtomo de forma sequencial,
em secgoes de 100 um de espessura.

Os encéfalos processados com o método de Golgi apresentaram marcac¢ao dos

neurdnios e arborizagdo dendritica com maior nitidez e por maior extensdo (Figura 3B e
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3D). Por este motivo, foi tomada a decisdo de realizar as andlises morfométricas a partir
das sec¢des histologicas obtidas apds o processamento do material para o método de

Golgi.
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Figura 1. Identificagdo das areas corticais pré e pds-central. A. Esquema da vista dorsal do
encéfalo do coelho, com indicacdo do nivel antero-posterior (AP) da seccdo coronal de
interesse. B. Mapa citoarquitetonico de uma secc¢do coronal do telencéfalo no nivel AP=20,5
mm (extraido de Fleischhauer et al., 1980). C. Foto micrografia de sec¢do coronal do
telencéfalo no nivel AP=20,5 mm, indicando as areas corticais pré (D) e pos-central (E). D.
Fotomicrografia da area cortical pré-central (Prc 1), com delimitagdo das camadas corticais. E.
Foto micrografia da area cortical pos-central (Poc 1), com delimitacdo das camadas corticais.
Barra de calibragao em E também ¢ valida para D.
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Figura 2. Fotomicrografia de sec¢do coronal do telencéfalo, evidenciando a lesdo
eletrolitica no cortex pré-central, segundo as coordenadas estereotaxicas estabelecidas.
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Flgura 3 Resultado da padromzagao das técnicas morfologicas para estudo da
morfologia neuronal. Em A, fotomicrografia de corte coronal do encéfalo do coelho,
processado para evidenciagdo do FG e do BDA, no nivel da éarea de inje¢do de BDA
(negro) nas areas corticais sensitivas primaria e secundaria. Em B, fotomicrografia de
corte coronal do encéfalo do coelho, processado pelo método de Golgi, no mesmo nivel
de “A”. Em C, as cabecas de seta indicam os somas de neur6nios corticais marcados
com BDA e um pequeno esbogo de sua arborizagdo dendritica. Em D, a cabega de seta
indica um neurdnio cortical marcado pelo método de Golgi. Observa-se o soma ¢ a
arborizagdo dendritica marcados com nitidez e por maior extensao.



