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Resumo. Introdugdo: a forragio de gaiolas para animais de laboratdrio, assim como o tempo de
higienizacao delas, é um dos fatores mais importantes para seu microambiente. Este trabalho teve
como objetivo avaliar dois tipos de forragéo de gaiolas, com tempo de higieniza¢do quinzenal.
Metodologia: avaliamos dois tipos de forracdo de gaiolas, provenientes da madeira com grama-
turas diferenciadas, maravalha e flocos de Pinus elliottii. Os animais foram pesados e medidas
das patas traseiras foram aferidas semanalmente. Dados de comportamento, como movimen-
tacdo nas gaiolas, nidificacdo, mortalidade, fertilidade, entre outros, também foram realizados
durante todo o estudo por meio de gravagdes noturnas e diurnas, assim como amostras de sangue
foram coletadas para analise hematologica. Resultados: a forragao de gaiolas com flocos de Pinus
foi considerada uma eficaz substitui¢do & de maravalha na higienizacdo quinzenal; na avaliagdo
fisioldgica, ndo houve diferenga significativa entre as duas forracdes quanto a peso, temperatura
e medida das patas traseiras; ja na analise hematoldgica entre os grupos, os animais mantidos
em gajolas com forracdo de maravalha com higienizagdo quinzenal apresentaram um aumento
nos valores de hematdcrito. Esses resultados foram corroborados pelo exame histopatolégico dos
pulmdes de animais Balb/c, que revelaram congestiao pulmonar, edema peribronquiolar e peri-
pleural sugerindo sindrome respiratéria. Conclusdes: o flocos de Pinus foi considerado uma boa
op¢io como forragdo de gaiolas, visto que o material foi considerado eficaz por néo trazer danos
respiratorios aos animais mantidos em confinamento pelo periodo de duas semanas sem higieni-
zagdo e por manter o mesmo perfil de comportamento que a maravalha de Pinus.

Palavras-chave: Balb/c, bem-estar, estresse, forragdo de gaiolas, sistema de alojamento.
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Evaluation of behavioral, hematological and
sanitary parameters in the use of Pinus elliottii
flakes as cage lining for isogenic mice

Abstract. Introduction: The cage lining for laboratory animals, as well as their cleaning fre-
quency, is one of the most important factors for their micro-environment. The purpose of the
work was to evaluate two types of cage lining, with a biweekly cleaning frequency. Method:
Two types of cage lining, made of wood with different weights, sawdust and flakes of Pinus
elliottii, were evaluated. Animals were weighed and their hind legs measured weekly. Data on
behavior such as movement in the cages, nesting, mortality, fertility, among others, were also
gathered throughout the study by means of day and night recordings, as well as blood samples
for hematological analysis. Results: Cage lining with Pinus elliottii flakes was considered an
effective replacement for sawdust in biweekly cleaning; in the physiological evaluation, there
was no significant difference between the two linings in terms of weight, temperature and
measurement of the hind legs; in the hematological analysis between groups, the animals kept
in cages with sawdust lining and biweekly cleaning already showed an increase in hemato-
crit values. These results were corroborated by histopathological examination of the lungs of
Balb/c animals that revealed pulmonary congestion, peribronchiolar and peripleural edema
suggesting respiratory syndrome. Conclusions: The Pinus flake was considered a good choice
for cage lining once the material was effective because it did not cause respiratory damage to
animals kept in confinement for a period of two weeks without cleaning and because it main-
tained the same behavior profile than Pinus sawdust.

Keywords: Balb/c, welfare and stress, cage lining, accommodation system.

Evaluacion de los parametros conductuales, hematoldgicos
y sanitarios en la utilizacion de copos Pinus elliottii
como forrado de jaulas para ratones isogénicos

Resumen. Introduccion: el forrado de jaulas para animales de laboratorio, asi como el
tiempo de higienizacion de estas, es uno de los factores mas importantes para su micro-am-
biente. El trabajo tuvo como finalidad evaluar dos tipos de forrado de jaulas, con tiempo
de higienizacion quincenal. Metodologia: se evaluaron dos tipos de forrado de jaulas, pro-
venientes de la madera con gramajes diferenciados, aserrin y copos de Pinus elliottii. Se
pesaron los animales y se midieron sus patas traseras semanalmente. Datos de la conducta
como circulacién en las jaulas, nidificacion, mortalidad, fertilidad, entre otros, también
se realizaron durante todo el estudio por medio de grabaciones nocturnas y diurnas, asi
como se tomaron muestras de sangre para analisis hematoldgico. Resultados: el forrado de
jaulas con copos de Pinus elliottii se considerd un eficaz reemplazo al de aserrin en la higie-
nizacioén quincenal; en la evaluacion fisioldgica, no hubo diferencia significativa entre los
dos forrados en cuanto a peso, temperatura y medida de las patas traseras; ya en el analisis
hematologico entre los grupos, los animales mantenidos en jaulas con forrado de aserrin
con higienizacién quincenal presentaron un incremento en los valores de hematocrito.
Estos resultados fueron corroborados por el examen histopatoldgico de los pulmones de
animales Balb/c que revelaron congestién pulmonar, edema peribronquiolar y peripleural
que sugiere sindrome respiratorio. Conclusiones: el copo de Pinus se consideré una buena
opcidn para el forrado de jaulas una vez que el material resultd eficaz por no traer danos
respiratorios a los animales mantenidos en confinamiento por el periodo de dos semanas
sin higienizacién y por mantener el mismo perfil de conducta que el aserrin de Pinus.

Palabras clave: Balb/c, bienestar y estrés, forrado de jaulas, sistema de alojamiento.
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Introducao

Pouco se sabe sobre quais caracteristicas podem
contribuir especificamente para uma possivel
mudanga fenotipica nos animais de laboratério.
No entanto, a forracdo de gaiolas animal é um
dos fatores mais importantes do ponto de vista
do microambiente e pode ter influéncia direta no
bem-estar animal e, consequentemente, nos dados
experimentais obtidos com eles [1-5]. Materiais
para forracdo de gaiolas vém demostrando ter um
valor peculiar nas altera¢des comportamentais dos
animais de laboratério, inclusive influenciando no
estresse, no perfil imunolégico, na termorregu-
lacdo, na massa corporal e nos niveis de enzimas
hepaticas [5]. A forragdo de gaiolas para animais
de laboratdrio pode gerar poluentes ambientais tais
como po e, quando na presenca dos excrementos
animais, gerar amonia (NH3), considerados gran-
des vildes tanto para o animal quanto para seu tra-
tador. A amonia é produzida pela degradagdo da
ureia eliminada na urina dos animais. A gaiola é
considerada um ambiente favoravel a proliferacdo
de bactérias devido a sua umidade; isso impede
que os excrementos ressequem, tornando-se um
ambiente favoravel para o crescimento de bactérias
uréase-positivas, como é o caso Klebsiella pneumo-
niae, altamente patogénica para colonia de camun-
dongos. Animais expostos a altas concentragdes de
amonia podem desenvolver severas irritacoes na
mucosa dos olhos e trato respiratorio, incluindo
inflamagdo das vias nasais, rinite e necrose do epi-
télio olfativo [6, 7]. A forragao de gaiolas animal
possui varias fungdes, entre elas: absorver a urina
dos animais, aquecé-los e controlar ou mesmo
reduzir a umidade[8, 9]. Por esse motivo, o mate-
rial escolhido para forragdo de gaiolas deve ter alta
capacidade de absor¢ao da umidade, mas que nao
desidrate ou machuque os animais e principal-
mente os neonatos. Além disso, ndo deve conter
poeira nem ser abrasivo e, principalmente, deve
estar livre de agentes quimicos ou patogénicos
[3-10]. Atualmente, o material mais utilizado para
esse fim é a raspa de madeira, comumente con-
hecida como maravalha, que advém de inimeros
tipos de madeira, como a Aspen e a Pinus. Outros
tipos de materiais ainda sio muito estudados como
a palha e o sabugo de milho [3, 7, 11]. Estes dois
ultimos estdo sendo utilizados com mais frequén-
cia como alternativa na diminui¢do da amonia nas
gaiolas de animais de laboratério.

Em 2003, Domer et al. [12] realizaram um
estudo com diversos materiais a fim de identificar
a carga microbiana, a quantidade de p6 e os tipos
de sujidades encontrados nos materiais mais uti-
lizados em biotérios europeus. Sua preocupagio
estava na qualidade sanitaria, pois a saude dos ani-
mais poderia ser comprometida, caso o material
estivesse contaminado [12]. A qualidade do pro-
duto deve garantir que este ndo tenha entrado em
contato com roedores silvestres e/ou passaros, con-
siderados principais vetores de doengas que acome-
tem os animais de laboratério. Ainda sobre alguns
tipos de forracdo de gaiolas, recentemente Ambery
2014 [13] realizou um estudo comparativo no qual
ele observou que existe uma diferenca significa-
tiva da microbiota, quando ha mudanca do mate-
rial utilizado na formacdo da forracdo de gaiolas.
O estudo comparou forragdo de gaiolas formadas
por papel reciclado e sabugo de milho, em ensaio
que utilizou camundongos c57BL/6 com dieta
hipercaldrica para animais pré-diabéticos. Os ani-
mais mantidos na forracéo de gaiolas de sabugo de
milho, e com dieta hipercalorica, tiveram redug¢ao
de peso, enquanto, na dieta hipocalérica, tiveram
maior ganho de massa corporal, correlacionando
com estudos anteriores que indicam que a mudanga
de forragdo de gaiolas pode modular a microbiota
do animal, o que traz ou néo beneficios ao proto-
colo de experimentagao e criagdo [10, 13, 14].

Apesar de o sabugo de milho ser uma nova
escolha no ambiente de animais de laboratério,
ndo podemos negligenciar fatores relacionados ao
bem-estar desses roedores. Leys, McGaraughty
e Radek [15] realizaram um trabalho com ratos
Wistar no qual observaram que animais man-
tidos nesse tipo de forracdo de gaiolas dormiam
menos quando comparados a animais mantidos na
maravalha de Aspen. Durante o estudo comporta-
mental, realizado por cinco semanas, os animais
afastavam o sabugo de milho e dormiam na super-
ficie limpa da gaiola. Esse fato é considerado rele-
vante para animais de laboratdrio, ja que o sono
adequado é essencial para o funcionamento fisiold-
gico saudéavel. Dessa forma, quando ha altera¢des
ou disturbios, existe a possibilidade de haver alte-
ragdes neurocomportamentais, fisioldgicas e até
mesmo imunoldgicas no individuo [15, 16].

Do ponto de vista da absorgdo, a maravalha
feita com a madeira de Aspen apresenta-se menos
eficiente em relagiao ao sabugo de milho, que pos-
sui maior capacidade de absor¢do e diminuida
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quantidade de pé quando comparada a outros
materiais como as tiras de papel; estas, por sua vez,
apresentam menor toxicidade para os animais do
que o sabugo de milho, devido & diminuida con-
centrac¢do de endotoxinas [10, 17].

Outro fator importante, e ainda pouco discu-
tido na comunidade cientifica de ciéncia de ani-
mais de laboratério, é a frequéncia da higienizagéo
das gaiolas dos roedores. E sabido que a “cama” é o
ambiente mais proximo do animal e que deve repre-
sentar o ambiente mais semelhante possivel ao da
natureza; no caso dos camundongos, nao sé as con-
di¢oes para nidificagdo e absor¢ao sdo importan-
tes, o odor também ¢é, uma vez que a identificagdo
e o reconhecimento dos individuos se fazem pelo
cheiro. E por meio dos feroménios que machos e
fémeas se acasalam e determinam territério; assim,
a cada mudanga ou higienizagdo das gaiolas, existe
uma desestruturagdo do microambiente. Dessa
forma, um animal em situacdo de confinamento
que enfrenta semanalmente essa situagdo de higie-
nizagdo pode passar pelo estresse e trazer mal-es-
tar e perfis agressivos como canibalismo [18-20]. O
sistema fechado ventilado (Individually Ventilated
Cages — 1vc) tem sido adotado em diversos bio-
térios de criacdo e experimentac¢ao, por isso ainda
existem poucos trabalhos que relatem o tempo
necessario para higienizagdo das gaiolas de acordo
com o material, uma vez que para sistema aberto
ja hd preconizagbes em guias nacionais e estran-
geiros. Embora a higienizagdo seja essencial para
o microambiente e assegure a integridade sanitaria
do animal e de seu tratador, pois 0 acimulo de deje-
tos e umidade pode aumentar a proliferacao de bac-
térias e maior acumulo de NH3, essa conduta pode
trazer prejuizos aos animais em confinamento,
principalmente devido aos feroménios. Em 2014,
um grupo da Califérnia [6] estudou quatro tipos
de forragdo de gaiolas: a maravalha de Aspen nova
e reciclada, tiras de papel e sabugo de milho, com
intuito de avaliar qual o melhor tempo de higieni-
zagdo para cada material, levando em consideragao
a capacidade de absor¢do da amdnia e alteragoes
histopatoldgicas. Os resultados da medida de amo-
nio mostraram, juntamente com os achados histo-
patoldgicos, que evidenciaram edema e congestdo
nasal, que a maravalha reciclada deveria ser higie-
nizada aproximadamente a cada trés dias de acordo
com a dosagem de amonia, que nesse momento ja
era superior a 150 ppm. Ja nos outros materiais,
sabugo de milho, maravalha nova e tiras de papel,
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a higienizac¢ao foi indicada a partir do sétimo dia,
quando os niveis de amdnia ja estavam mais eleva-
dos. Esse trabalho corrobora os dados apresenta-
dos por Rosenbaum [21], que realizou um estudo
com 20 tipos de forragdo de gaiolas formadas por
esses quatro materiais. Os dados que verificaram
a eficiéncia dos diferentes materiais mostraram
que, em termos de maior absor¢io e utiliza¢ao de
menor volume de material para forragio de gaiolas,
o sabugo de milho foi melhor em comparagio com
as tiras de papel, as quais, por sua vez, foram mel-
hores que a maravalha [21].

Além disso, o tempo de higienizagdo e o
manejo de animais interrompem o comporta-
mento natural, visto que o ninho ou o processo de
nidifica¢do é desfeito assim como a demarcagio de
territério, que é normalmente feita pelos machos,
se perde, o que pode levar a um comportamento
agressivo e aumentar as taxas de infanticidio, mor-
talidade e diminui¢do na reprodu¢ido. Podemos
ainda contar com dados robustos que indicam que
0 manejo em periodos mais curtos aumenta taxas
de corticosteroides no sangue [21].

De um modo sucinto, as instituicdes e os
guias praticos de cuidados de animais de labora-
torio sugerem um periodo de higienizagdo de trés
a sete dias, dependendo do material, da gestao do
biotério e, principalmente, da relacdo custo-bene-
ficio [6, 10, 21, 22].

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
dois tipos de forracao de gaiolas provenientes da
madeira, mas com gramaturas diferenciadas. A
escolha do produto teve por base o menor custo
e a maior frequéncia de utilizagdo dentro das ins-
tituicdes brasileiras, pois o flocos de Pinus é uma
alternativa na busca de forragdo de gaiolas com
qualidade sanitaria, que atendam as necessida-
des fisioldgicas e comportamentais dos animais de
laboratério, além de trazer novas alternativas na
gestdo de biotérios.

Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados 40 fémeas e 40 machos de camun-
dongos da linhagem isogénica Balb/c, mantidos
no Biotério do Departamento de Parasitologia da
Universidade de Sdo Paulo (icB-usp) pelo periodo
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de dez semanas, sob condi¢des convencionais com
barreiras sanitarias. Os animais foram mantidos
em estantes ventiladas (Alesco al 26), com ciclos
de fotoperiodo claro e escuro de 12 horas, umi-
dade relativa fixada na faixa de 45 a 55 %, tem-
peratura controlada de 22 +/-2 °C e higienizagdo
de ar de 35 higieniza¢des/hora. A agua, tratada em
autoclave (a 121°C por 20 min), ¢ a ra¢ao (Quimtia
ae 7), autoclavada a 121°C por 20 minutos, foram
fornecidas ad libitum. A higieniza¢do das gaiolas
foi realizada conforme cada protocolo de experi-
mentagdo. Todos os procedimentos foram reali-
zados de acordo com os principios internacionais
de bem-estar animal, ¢ o projeto foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais (Ceua
19/2013) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo.

Protocolo experimental

Os animais foram desmamados aos 21 dias e alo-
jados em microisoladores da marca Alesco, con-
feccionados em polissulfona, nas medidas 32 cm
comprimento x 20 cm de largura x 21 cm de altura.
Com tampa de encaixe e elemento filtrante descar-
tavel, higienizagdo a cada 15 dias para verificagdo
de acimulo de pé. Os animais foram separados em
grupos de cinco animais por gaiola e foram distri-
buidos em dois grupos de quatro gaiolas cada um.

Grupo 1 — Forragédo de gaiolas de maravalha de
Pinus elliottii com 90 gramas do material.

Grupo 2 — Forracio de gaiolas de flocos de Pinus
elliotii com 90 gramas do material.

Inicialmente, todas as gaiolas foram higieni-
zadas semanalmente, no mesmo dia e horario e
com o mesmo tratador. Apos trés semanas, a higie-
nizacéo foi realizada a cada 15 dias para ambos os
grupos. Os animais foram pesados semanalmente,
e a medida das patas traseiras foi realizada com
auxilio de um paquimetro, a fim de identificar se o
material utilizado seria capaz de causar inchago. A
temperatura das gaiolas também foi aferida sema-
nalmente com auxilio de um termémetro digital.

Padrao de comportamento

Os animais foram filmados utilizando uma cAmera
Sony (Cyber-Shot dsc-h50) nos dias 1, 5 e 15 por
um periodo de 10 minutos, sendo que o dia 1 foi

o inicio do contato dos animais com o flocos de
Pinus elliotii, pois a criacdo era realizada em mara-
valha. O comportamento dos animais foi obser-
vado durante todo o periodo de alojamento nos
distintos materiais, diariamente por meio de ano-
tagdes. Isso incluiu sinais de briga, feridas, voca-
lizagdo, disposi¢ao espacial, odor e sujidade. Esta
ultima foi anotada com cruzes de acordo com odor
e sujidade, sendo que + era pouco ou quase nao
detectavel, ++ suportavel e +++ insuportavel.

Hematoldgico

Ao final das dez semanas alojados em forragdo de
gaiolas diferentes, cinco animais de cada grupo
foram selecionados randomicamente e, sem pré-
vio jejum, foram coletadas amostras de sangue
total em tubos heparinizados através de pungio
da veia submandibular. As amostras foram ana-
lisadas na mesma data da coleta em equipamento
automatizado bc-28000vet (Mindray). Os pardme-
tros hematolégicos do eritrograma e leucograma
de cada animal macho e fémea foram analisados
estatisticamente no programa GraphPad Prism 5.0
(Two-Way-anova p6s-teste Bonferroni).

Analise microbioldgica

No recebimento do material ndo estéril, foram reti-
radas 25 gramas de amostra de cada saco de mara-
valha e flocos, acondicionadas em frascos de 500
mL, que continham 225 mL de 4gua peptonada 0,1
% ou meio liquido enriquecido BHI (brain heart
infusion). Em seguida, as amostras foram homo-
geneizadas em vortex e colocadas em repouso
pelo periodo de 60 minutos. Apds esse procedi-
mento, realizou-se uma dilui¢do de 1:100.000, e
100 pl desse material foram semeados em placas
de 4gar Miieller-Hinton (meio nio seletivo), agar
MacConkey (seletivo e diferencial para gram-nega-
tivos e enterobactérias) e meio dgar sangue (meio
enriquecido e diferencial para bactérias exigentes),
com auxilio da al¢a de drigalski descartavel estéril.
O plaqueamento foi realizado pelo método “spread
plate”, e as placas foram incubadas por 24 horas
em estufa bacterioldgica 36,5+ 2° C [23]. Apds esse
periodo, realizou-se a contagem manual de unida-
des formadoras de colonias por placa (ufc/placa)
avaliando-se o crescimento em meio seletivo para
enterobactérias, que foram em seguida identifica-
das bioquimicamente por meio de kit comercial de
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identificagao Bactray 1, 2 e 3, no intuito de quanti-
ficar e avaliar a qualidade sanitaria dos materiais
recebidos. Nao foram realizados antibiogramas
ou testes adicionais que ndo fossem pertinentes a
identificagao fenotipica das bactérias isoladas.

Histopatologia

Foram selecionados aleatoriamente dois animais
de cada grupo para andlise histopatologica, apos
o periodo de experimentagdo. Depois da eutand-
sia, foi realizada uma laparotomia e foram reti-
rados os seguintes drgdos: cora¢io, bago, figado e
pulméo. Todos os 6rgdos foram imersos em for-
maldeido tamponado a 15 %. No laboratdrio de
Patologia/Histologia, as pegas foram preparadas
a partir dos seguintes passos: desidratagdo em
alcool; diafanizacdo em Xilol; inclusdo em para-
fina; cortes de 4um usando um micrétomo; ban-
ho-maria e captura da secao de tecido; secagem em

Tabela 1. Analise microbiologica
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estufa; desparafina¢éo com Xilol; banhos de alcool;
coloragdo com Hematoxilina e, posteriormente,
Eosina. Por fim, aplicagdo do Bélsamo do Canada
e colocagdo da laminula a fim de proteger o corte.
Com as laminas prontas, foi possivel analisa-las a
microscopica optica.6

Resultados

Para a utilizagdo dos materiais na formagdo da
forragao de gaiolas, fizemos uma analise micro-
biolégica das amostras antes do processo de
esterilizagdo. A tabela 1 mostra um crescimento
bacteriano significativo na maravalha de Pinus
elliotii, incluindo o isolamento de coldnias de
enterobactérias e bactérias gram-negativas nio
fermentadoras (Pseudomonas aeruginosa). Apds o
processo de autoclavacdo do material, nao houve
crescimento bacteriano consideravel.

%{.. MARAVALHA PINUS

%‘.. FLOCOS PINUS

Contagem Identificagdo Contagem Identificagdo
> 10°Urc/g Fungos filamentosos 90 UFc/g Fungos filamentosos
Sthapylococus Staphlococcus capitis
> 10°urc/g Enterobactérias > 108 Urc/g Enterococcus sp
Pseudomonos sp Basillus sp
Bocillus sp
ESTERILIZACAO AUTOCLAVE - 20 MIN
Contagem Identificagao Contagem Identificagao
5UEC/g Fungos filamentosos 2 UFC/g Fungos filamentosos
10 urc/g Bacillus sp 2 UEC/g Bacillus sp

Fonte: os autores

No estudo relacionado ao comportamento dos
animais ante as duas forragdes de gaiolas, podemos
observar que, no primeiro contato com a forragdo
de gaiolas de flocos de Pinus elliotii (gravagao de
30 min), os animais fizeram o reconhecimento do
microambiente por meio da escavagdo, comporta-
mento considerado natural da espécie, assim como
a demarcagdo de territorio. Passando-se as trés
semanas com higienizacdo a cada sete dias, sem

nenhuma observagdo digna de nota, do ponto de
vista de estresse e agressividade, notamos que os
grupos mantidos em maravalha higienizadosa cada
15 dias comegaram a desenvolver sinais de distur-
bio de comportamento, como apatia, agressividade
e mutilagdo de outros animais, somente nas gaiolas
de machos (dados ndo mostrados), enquanto nos
animais mantidos em forragdo de flocos, néo apre-
sentaram tais condutas.
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No quesito sujidade (figura 1), podemos
observar que no Grupo i (forragido de gaiolas de
maravalha), gaiolas com cinco animais, apresenta-
vam-se mais sujas com 7 e 15 dias quando compa-
radas ao Grupo 11 (forra¢do de gaiolas de flocos).
Esse pardmetro foi considerado importante, pois

A GRUPO I - MARAVALHA

PINNUS

7 DIAS SEM

HIGIENIZAGAO

B GRUPO I - MARAVALHA

PINNUS
15 DIAS SEM
HIGIENIZAGAO

Figura 1. Comparagdo Sujidade

pode desencadear um microambiente ndo ade-
quado aos animais, com uma maijor concentragao
de nh, nas gaiolas, o que remete ao aumento de
umidade e da possibilidade de proliferagdo de bac-
térias uréases-positivas.

GRUPO II - FLOCOS
PINNUS
7 DIAS SEM
HIGIENIZAGAO

GRUPO 1II - FLOCOS DE
PINNUS
15 DIAS SEM
HIGIENIZAGAO

Compara os grupos I e II (maravalha e flocos), respectivamente, em dias diferenciados de higienizagao. A: ap6s

7 dias e B: apos 15 dias.
Fonte: os autores.
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Com relagdo ao ganho de peso, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, nem entre

os sexos (figura 2).

A)
407 [J Grupo I - Maravalha (n=10)
354 B Grupo II - Flocos (n=10)
=
@ 307
g
= 251
&b
g 204
[}
2
3
A 159
10
4
Semanas
B)
404
[J Grupo I - Maravalha (n=10)
351 W Grupo II - Flocos (n=10)

307

Peso em gramas (g)
o
b

Semanas

Figura 2. Ganho de Peso. Andlise da média de peso
semanal

A: animais machos e B: animais fémeas nos dois tipos de
forragdo de gaiolas.

Fonte: os autores.

Quanto as patas traseiras (Figura 3), ndo
observamos nenhum tipo de ferida, inchaco ou
escoriagdes que modificassem sua medida (mm)
em nenhum animal. Essa avaliagdo é considerada
de grande importancia, pois abrange a possibili-
dade de avaliarmos possiveis causas na diminui¢ao
da mobilidade do animal nas gaiolas.

4 [J Grupo I - Maravalha (n=40)
I Grupo II - Flocos (n=40)

Milimetros (mm)

4 5 6 7 8 9 10 11
Semanas
Figura 3. Avaliagao da medida das patas traseiras

O grafico avalia a média das patas traseiras nos dois
grupos de forragdo de gaiolas e em ambos os sexos.
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Fonte: os autores.

A afericdo da temperatura das gaiolas foi reali-
zada quinzenalmente, e a média nas duas forracoes de
gaiolas foi de 27+ 2°C, além de ndo ter sido observado
vazamento de agua em nenhuma gaiola (figura 4).

30

20

°C (graus Celsius)

Grupo I - Maravalha

Grupo IT - Flocos

Figura 4. Média de temperatura

Avaliagio representada em médiatdesvio padrao
da temperatura das gaiolas em forragdo de gaiolas
diferentes.

Fonte: os autores.

Ao final do experimento, foram selecionados
randomicamente cinco machos e cinco fémeas de
cada grupo para andlise hematoldgica (figura 5).
Observamos que houve um aumento significativo
nos machos do Grupo 1 (maravalha, p<0,001) nos
pardmetros relacionados a contagem percentual
de hematdcrito. A elevagdo desse pardmetro pode
estar relacionada a desidratagdo, diminuicao de
oxigénio e disturbios cardiopulmonares. Na con-
tagem total de hemacias e hemoglobina, ndo houve
diferencas entre os grupos e os sexos. A contagem
diferencial de linfécitos e neutroéfilos pelo leuco-
grama (figura 6) ndo mostrou diferenca entre os
grupos e 0s Sexos.

100 O Grupo I - Maravalha (n=5)
= Grupo II - Flocos (n=5)

80 )Ll
3
260
b
° T
T 4
X

20

T T
Machos Fémeas

Figura 5. Eritrograma

Percentagem de HCT (Hematocrito) em ambos os sexos
e entre os grupos I (maravalha) e II (flocos). Andlise
estatistica Two Way ANOVA pds-teste Bonferroni (***
p <0,01).

Fonte: os autores.
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o= Grupo I - Maravalha (n=>5)
m Grupo II - Flocos (n=5)

704

% de células

201
Linfocito Neutrofilo

100
90

9
70

60
0 .
30

20

O Grupo I - Maravalha (n=5)
m Grupo II - Flocos (n=5)

% de células
2

Linfécito Neutroéfilo

Figura 6. Leucograma
A: animais machos e B: animais fémeas. Percentagem
de linfocitos e neutréfilos em ambos os sexos e entre os

grupos I (maravalha) e II (flocos).

Fonte: os autores.

Realizamos analises histopatoldgicas em dois
animais de cada grupo e ndo observamos altera-
¢des micro e macroscopicas nos rins, intestinos,
bago, coragdo e pancreas entre os tipos de forra-
¢do de gaiolas (dados ndo mostrados). No entanto, a
analise macroscopica dos pulmdes dos animais do
Grupo I (maravalha) mostrou congestdo cranial,
enfisema e moderada inflamacéo, o que corrobora
com a analise microscopica (figura 7) que revelou
intensa congestao, seguida de edema peribronquio-
lar e peripleural (n=4). Consideramos animais da
mesma linhagem e higienizacdo das gaiolas sema-
nalmente como controle para este experimento.
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A— Controle biopsia pulmdo — 1vc Maravalha com troca
semanal.

Aumento 200X

C— Grupo I biopsia pulméao — 1rvc Maravalha Higienizagao
quinzenal.
Aumento 200X
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B— Controle biopsia pulmdo — 1vc Maravalha com troca
semanal.
Aumento 100X

Ry . {
D— Grupo I biopsia pulmdo — 1vc Maravalha Higienizagdo
quinzenal.
Aumento 100X

E— Grupo I biopsia pulmdao — 1vc Flocos Higienizagao
quinzenal.
Aumento 200X

Figura 7. Analise histopatologica

F— Grupo I biopsia pulmdao — 1vc Flocos Higienizagao
quinzenal.
Aumento 200X

Cortes histologicos de pulmao de animais mantidos em forragdo de gaiolas diferenciadas. A E B representam animais de
controle mantidos em maravalha com higieniza¢ido semanal prevista no manual de procedimentos do Biotério. C E D:
animal do Grupo 1 (maravalha de Pinus), mantido em sistema fechado de rack ventilada (1vc) com higieniza¢do quinzenal.
E E F: animal do Grupo 11 (flocos de Pinus), em sistema 1vc, com higienizagdo quinzenal. As flechas indicam regides de

congestdo e edema.

Fonte: os autores.
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Discussao e Conclusao

O bem-estar dos animais e seu estado sanitario sdo
amplamente discutidos na pesquisa biomédica e
nos centros de criagdo e experimenta¢do animal,
pois ha muito encontramos relatos de suas influén-
cias nos resultados experimentais [2, 24]. Uma
variedade de fatores ambientais podem afetar o
sistema neurobioldgico dos animais e, consequen-
temente, suas respostas fisioldgicas [3]. Dentre eles,
um dos fatores mais importantes é a composi¢do
da forragdo de gaiolas para os animais, que pode
influenciar diretamente no microambiente regu-
lando varidveis como temperatura e umidade,
importantes na manuten¢do da homeostase destes.

Sdo diversos os materiais utilizados para a
forragdo de gaiolas. Neste estudo, evidenciamos dois
tipos, a maravalha e o flocos, ambas provenientes da
madeira de Pinus, porém de gramaturas diferencia-
das [25].

Inicialmente, avaliamos a carga microbiana
desses materiais, pois, de acordo com a literatura,
a forracdo de gaiolas pode ser considerada uma das
maiores fontes de contaminacdo nas colonias de
criagdo [26]. Nossos resultados demostraram que
amaravalha recebida pode ser considerada inapro-
priada devido ao crescimento de bactérias patogé-
nicas para os animais de laboratério, como é o caso
da Klebsiella pneumoniae [27-29]. No que se refere
a quantificagdo do niimero de micro-organismos
no material da forracao de gaiolas, sdo poucos os
dados na literatura [12], mas sabe-se que o contato
com esses micro-organismos ndo pertencentes ao
hébitat natural do animal pode promover a dis-
biose e modular sua microbiota e, em consequén-
cia, aumentar sua susceptibilidade a doengas [14].
Sao necessdrios estudos mais aprofundados quanto
a microbiota dos animais apds o contato com a for-
racao de gaiolas. Por isso, a maravalha antes de ser
utilizada na forracdo de gaiolas deve ser esterili-
zada; assim, fornece o ambiente apropriado livres
de patdgenos, o que garante a saude dos animais
utilizados em estudos de experimentacéo.

A principal finalidade da forragdo de gaiolas é
absorver a umidade proveniente da urina dos ani-
mais, propiciar isolamento térmico e produzir um
ambiente apropriado a espécie, em que seja possivel
a0s animais expressarem comportamentos como
nidificagdo, escava¢do, demarcacio de territorio,
entre outros 3, 10, 12]. Sabe-se que a maioria das ins-
tituicoes de criagdo e pesquisa seguem os manuais

de conduta instituidos por seus conselhos respon-
saveis [29], que normalmente apontam materiais e
tempos de higienizacdo que mostrem uma razdo
mais apropriada entre custo, beneficio e eficacia [21].
Pensando nisso, decidimos avaliar a possibili-
dade de aumentar o tempo para a higienizagio dos
animais nos dois tipos de forragdo de gaiolas. Isso
porque, segundo alguns autores [21, 30], a higieni-
zagdo da gaiola, apesar de necessdria, esta muito
maisligada ao conceito de sujidade para cada mani-
pulador do que ao préprio animal, o que transforma
o conceito em uma particularidade de cada indivi-
duo. O grande problema esta em que a higienizag¢ao
desestrutura o arranjo do microambiente e traz um
novo ambiente aos animais, o que causa estresse
nestes e elevagdo das taxas de morbidade e morta-
lidade. Para que pudéssemos avaliar o tempo ade-
quado para higieniza¢do de cada gaiola, optamos
por higieniza¢do quinzenais. Observamos que, no
Grupo 11 (flocos de Pinus), ndo houve manifestagio
de disturbios relacionados ao estresse, como con-
flitos, apatia, vocalizagdo, entre outros. Em con-
trapartida, nos machos do Grupo 1 (maravalha
de Pinus), notamos um alto indice de brigas que
pode estar relacionado & escolha do dominante do
microambiente [31]. Também avaliamos o grau de
sujidade das gaiolas e novamente foi possivel obser-
var no Grupo 11 (flocos de Pinus) que as fezes esta-
vam misturadas ao material, o que trouxe a ideia de
menor sujidade; ja no Grupo 1, havia na gaiola um
espago relacionado ao sanitdrio, ou seja, foi esco-
lhido um lado da gaiola para os excrementos.
Concluimos, apds a observagio diaria, que os
animais da linhagem Balb/c se adaptaram a forra-
¢do de gaiolas de flocos de Pinus, ao expressarem
seu comportamento natural, fisiologico, inclusive no
fotoperiodo escuro, em higienizacdes quinzenais, de
acordo com as gravagdes em periodo claro e escuro
comparado ao grupo com forragido de maravalha.
Isso néo foi visto quando utilizamos a maravalha nos
experimentos, nao sendo aconselhavel sua utiliza¢ao
por um periodo de tempo maior do que sete dias, ja
que, ap0s esse periodo sem higienizagdo, os animais
mantinham comportamento mais agressivo, princi-
palmente nos machos, assim como pelos eri¢ados.
A preocupagio ficou acerca da quantidade de
amonia inalada por esses animais no periodo sugerido
de 15 dias. Com a avaliagdo do exame hematoldgico, os
resultados mostraram que os animais nao foram aco-
metidos por patologias agudas durante o experimento,
independentemente do tipo de material utilizado para
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a formacdo da forracdo de gaiolas. Mas, no Grupo i
(maravalha de Pinus), os animais apresentaram uma
alteracdo no percentual do hematdcrito, pardmetro
importante, pois esta relacionado a anemias, quando
correlacionadas com a hemoglobina e sua diminuigao.
No caso do seu aumento, sem outras alteragdes, pode-
mos relaciona-lo a episddios de desidratagio e a possi-
veis alterages cardiovasculares e pulmonares.

A elevagao do hematocrito correlacionado ao
exame histopatoldgico trouxe revelagdes importantes
paraonosso trabalho. Osresultados do exame macros-
copico dos animais mantidos em sistema fechado
1ve (grupo controle), com higienizagio semanal de
acordo com nosso procedimento operacional padrao,
mostrou congestdo cranial dos lobos frontais direitos
sem disseminagdo. Esse achado foi confirmado poste-
riormente no exame microscépico que revelou mode-
rada congestdo peribronquiolar e alveolar. No Grupo
I (maravalha de Pinus), que continha animais higieni-
zados quinzenalmente e em sistema fechado, obser-
vamos alteracdes do lobo superior com disseminagao
e com pequenos blocos de enfisema. Analise micros-
copica desse grupo revelou intensa congestao e edema
peribronquiolar, ndo observadas no Grupo 11 (flo-
cos de Pinus). Ainda preocupados com a quantidade
de amonia, decidimos incluir um grupo de animais
mantidos na experimentagdo em maravalha de Pinus,
porém que estavam em sistema aberto. Eles foram
mantidos pelo mesmo tempo que os Grupos 1 e 11. De
acordo coma Figura 7, esses animais revelaram macro
e microscopicamente intensa congestao, edema peri-
bronquiolar e peripleural. Dessa forma, os achados
revelam que os animais do grupo controle, do Grupo
I (maravalha de Pinus) e os animais necropsiados
do sistema aberto apresentaram sugestivas lesoes de
inflamacdo pulmonar cronica e sindrome de angustia
respiratdria aguda [6] e [32].

Ainda existem poucos estudos no Brasil que
tentam relacionar o impacto da forragao de gaio-
las no bem-estar animal, ou mesmo em sua capa-
cidade de modular os resultados experimentais
obtidos. Neste trabalho, conseguimos observar a
sua importancia, tanto no comportamento do ani-
mal quanto na saude dele. No entanto, ainda sdo
necessarios estudos relacionados a dosagem de
nh, por gaiola assim como estudos relacionados a
modulagdo da microbiota.

Nossos resultados demonstraram que o flo-
cos de Pinus é uma nova alternativa na criagio e
na manuten¢ido de camundongos, pois ndo houve
alteragdes comportamentais dos animais, perda de
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peso ou patologias agudas. Além disso, o produto
se mostrou eficaz para a realizagdo de higienizagoes
quinzenais ao trazer beneficios tanto para os ani-
mais quanto para os tratadores e reduzir o numero
de pessoas envolvidas na cria¢ao e na manutencéo.

A maravalha de Pinus nao foi considerada
uma boa opgédo na higienizagdo semanal ou quinze-
nal devido as altera¢des histopatologicas e compor-
tamentais causadas nos animais. Mas, atualmente,
esse material é o mais utilizado nas institui¢des
brasileiras, o que causa preocupagdo, se forem
consideradas as manifestagdes patoldgicas tardias
observadas neste estudo. Além disso, o ivc auxi-
lia na diminuicdo da influéncia dos gases e do pd
originado no microambiente, e funciona como um
retardador dos danos respiratérios. Assim, o mais
recomendavel é sempre a utiliza¢do do sistema ven-
tilado e da higieniza¢do quinzenal das gaiolas utili-
zando o flocos de Pinus.
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