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RESUMO

HERNANDES, Camila Fernanda. Bem-estar animal e refinamento ambiental no
controle de qualidade biolégico 2023. 36p. Trabalho de Conclusédo de Curso
(Especializacdo em Biotérios) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2023.

Anualmente diversas espécies animais sdo utilizadas em testes de avaliagédo e
controle de qualidade de produtos biolégicos. Atender as exigéncias dos 6rgaos
regulamentares e a busca pela promoc¢do do bem estar animal fazem parte dos
desafios de um laboratorio de controle de qualidade. Cada espécie utilizada em testes
exige uma necessidade diferente de criagdo e manejo. Para promover o melhor
ambiente e garantir o bem-estar animal faz-se necesséario a implementacdo de um
programa de refinamento ambiental bem elaborado, focado no ambiente social, fisico,
e composto por estimulos sensoriais (auditivos, visuais, olfativos e tateis) e
nutricionais. O uso do enriguecimento ambiental favorece que o individuo manifeste
suas caracteristicas naturais dentro do laboratdrio, diminuindo o estresse e
promovendo conforto ao animal. Para isso, a implementagdo do enriquecimento
ambiental deve considerar a biologia do animal, o espaco disponivel na gaiola e a
disponibilidade do material. Este trabalho concentrou-se nas alteracdes de habitacao,
manutenc¢ao do convivio social e implementacao de itens de enriquecimento ambiental

gue demonstraram afetar positivamente o bem-estar dos animais de laboratorio.

Palavras-chave: Bem-estar animal. Enriguecimentos ambientais. Animais de

laboratério. Refinamento ambiental.



ABSTRACT

HERNANDES, Camila Fernanda. Animal welfare and environmental refinement
in biological quality control 2023. 36p. Monograph (Specialization in Vivariums) —
Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

Every year several animal species are used in evaluation tests and quality
control of biological products. Meeting the requirements of regulatory institutions and
the quest to promote animal welfare is part of the challenges faced by quality control
laboratories.Each species used in tests needs different raising and management. To
promote the best habitat and ensure animal welfare, it is necessary to implement a
welfare animals environmental refinement program, focused on the social, and
physical environment, composed of sensory (auditory, visual, olfactory, and tactile) and
nutritional stimuli. Such measures favor the individual to manifest their natural
characteristics within the laboratory, reducing stress and promoting comfort to the
animal. Therefore, the implementation of environmental enrichment must consider the
biology of the animal, the space available in the cage, and the material availability. This
paper is focused on housing changes, maintenance of social interaction, and
implementation of environmental enrichment items that have been shown to positively

affect the welfare of laboratory animals.

Keywords: Welfare animals. Environmental enrichments. Laboratory animals.

Environmental refinement.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3R’s: Replacement, Reduction and Refinement (substituicdo, reducao e refinamento)
CEUA: Comité de Etica no Uso de Animais

CONCEA: Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal

CQB: Controle de Qualidade Bioldgico

EA(s): Enriguecimento(s) Ambiental (is)

IB: Instituto Butantan
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1 INTRODUCAO

1.1 Utilizacdo dos animais em pesquisa e desenvolvimento de produtos

Os animais de laboratério sdo utilizados ha milhares de anos para diversas
finalidades ligadas a saude humana, dentre estas podemos citar a producéo e o
desenvolvimento de vacinas e de anticorpos monoclonais, a avaliagéo e o controle de
qualidade de produtos biologicos, além de diversas areas da pesquisa e
desenvolvimento de novas terapias e drogas (ANDRADE et al., 2002). A maior
vantagem de usar animais em testes de seguranca de medicamentos € que eles sdo
modelos representativos de todos os fatores envolvidos na exposicdo humana
(GUITTIN, 2002). e contribuem para o controle de milhares de produtos farmacéuticos
gue sao testados quanto a eficacia, a toxicidade, a poténcia e a esterilidade e resultam
na sobrevida das pessoas e até de outros animais.

Por muitos anos o uso de animais de laboratorio foi realizado de forma néo
ponderada por parte da sociedade cientifica, ndo havia leis que respaldassem o uso
consciente dos animais e regras para criacdo e manutencdo adequada de cada
espécie, garantindo suas necessidades basicas e bem-estar.

A criacao do principio dos 3R’s por Russel e Burch em 1959, deu inicio a um
movimento para aplicacdo de novas préticas ao uso de animais em laboratério. No
Brasil, mudancas significativas com relacdo a ciéncia de animais de laboratério
surgiram anos depois com a promulgacdo da Lei Arouca em 2008, que incluiu a
criacdo do CONCEA e das CEUAS (LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008).
Como consequéncia, nos Ultimos anos, a maneira como os animais de laboratério vem
sendo utilizados no ensino e na pesquisa modificou-se radicalmente e é cada vez
maior a pressdo para que o seu bem-estar e 0 seu uso justificado estejam
assegurados (LAPCHIK, 2017). Diversas resolu¢gbes normativas vém surgindo para
adequar as instituicdes as condi¢cdes necessarias para a criacdo, manejo, e utilizacao
adequada das diversas espécies utilizadas em laboratério, priorizando bem-estar
animal, promovendo o refinamento, a reducdo e a substituicdo através do
reconhecimento de métodos alternativos.

Levando-se em conta os principios dos 3Rs, a consideracdo do bem-estar
animal exige mudancas nas praticas de cuidados com animais em testes de
seguranca regulamentar. Essas praticas incluem o enriquecimento ambiental, o

manejo da dor e do sofrimento dos animais e a melhoria na aplicacdo dos desfechos


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2011.794-2008?OpenDocument
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humanitarios (GUITTIN, 2002). Nos ultimos anos, o bem-estar animal foi estabelecido
como um dos critérios utilizados para decidir se um sistema € sustentavel e se a
qualidade do produto é boa (BROOM, 2016).

1.2 Bem-estar animal e enriquecimento ambiental

A definicdo de bem-estar animal € o estado do individuo em suas tentativas de
lidar com o ambiente em que ele esta localizado. O bem-estar esta relacionado com
mecanismos que envolvem a fisiologia, comportamento, sentimentos e resposta
patolégica (BROOM, 2016).

O enriguecimento ambiental é cada vez mais apreciado como forma de
melhorar o bem-estar dos animais, proporcionando-lhes oportunidades para
comportamentos especificos da espécie que podem estar disponiveis para eles no
ambiente selvagem. Os métodos de “enriquecimento” descritos na literatura podem
ser categorizados da seguinte forma: dispositivos (frequentemente referidos a
“brinquedos”), agrupamento social, materiais de nidificagdo e manuseio.

Frequentemente definido como “mudanga no meio ambiente”, o
enriguecimento pode ser tdo complexo quanto a inclusdo de brinquedos ou tao
simples como o fornecimento de materiais para construcdo de ninhos. Para que uma
mudanca seja considerada enriquecedora, ela deve melhorar o bem-estar animal e
melhorar o funcionamento bioldgico dos animais. Uma revisao da literatura mostra que
ainda ndo se chegou a um consenso sobre a definicdo de mudancas que constituem
“enriquecimento ambiental” (SMITH, 2005).

O enriquecimento eficaz muitas vezes requer uma andlise detalhada de
padrées de comportamento e consequéncias sobre o objetivo do estudo. Um exemplo
de enriguecimento ambiental sdo os alimentos como o feno para os coelhos, ou 0 uso
de ninhos ou tubos para roedores. O enriquecimento do ambiente dos animais ndo
provavelmente afetara a interpretacdo dos resultados, como alguns autores tém
levantado, principalmente se controles adequados sé&o usados (GUITTIN, 2002).

Antes da implementacéo de um método de enriquecimento, é importante testa-
lo para certificar-se da adequagéo a espécie, ao alojamento, a facilidade de obtencgéo
dos recursos, e a limpeza. Um bom enriquecimento ambiental deve promover abrigo,

protecao, interacdo, atividade motora, neuroldgica ou alimentar.
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1.3 O Instituto Butantan

Desde 1901, o Instituto Butantan € responsavel por grande parte dos soros e
vacinas produzidas no Brasil, e é considerado um dos maiores produtores de
imunobiolégicos voltados para a saude publica. A epidemia da peste bubbnica que
atingiu o porto de Santos em 1899 levou o governo federal a designar Vital Brazil,
Oswaldo Cruz e Adolpho Lutz, a identificarem o agente etioldgico. Apos a identificacao
da doenca, as autoridades decidiram implantar laboratorios para producgédo de vacinas
e soros contra o agente, reconhecendo dentre outras instituicbes, em 1901 sob a
denominacéo de Instituto Serumtherapico, o laboratério do Instituto Bacteriol6gico
situado na fazenda Butantan, criando assim o Instituto Butantan, que teve um papel
fundamental ndo apenas no controle dessas epidemias, mas também, e
principalmente, na implantacdo da pesquisa na area médico-biolégica (LAPCHIK,
2017).

O Controle de Qualidade Biolégico é uma das areas responsaveis pela
certificagdo dos produtos produzidos dentro da industria farmacéutica, fazendo
amostragem, especificacdes e testes que comprovem a eficicia e a seguranca de
todos os produtos antes da distribuicdo para a populagdo. (“O Instituto Butantan”,
[s.d.])

Para testagem dos produtos produzidos na instituicdo, algumas espécies de
animais sao produzidas no Biotério Central do IB, e fornecidas ao CQB de acordo com
as especificacdes de cada teste. Essas espécies sdo mantidas por um curto periodo
no setor até a finalizacdo dos procedimentos.

O laboratério de controle de qualidade difere de um laboratério de pesquisa
convencional ou um biotério de criagdo, principalmente com relacdo ao tempo de
permanéncia dos animais. No laboratorio de testes de qualidade, o nimero de animais
por teste € muito maior do que o utilizado na pesquisa. Alguns testes podem depender
do uso de varias espécies animais para liberagcdo de um unico produto. A rotatividade
dos animais é alta, e 0 tempo de permanéncia no laboratério € curto, sendo para

grande parte dos testes em média 03 a 05 dias.

Os testes realizados no controle de qualidade biolégico que envolvem animais

sao: teste de poténcia de soros e vacinas, teste de dose minima letal ou necrosante,
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teste de inocuidade, teste de pirogénio, tumorigenicidade e teste de agentes
adventicios. As espécies utilizadas para estes testes sdo: camundongos das
linhagens Swiss Webster, NIH, Balb/c e Balb/cNude, cobaias Inglesas e coelhos Nova
Zelandia branco.

1.4 Espécies convencionais de animais laboratério

As trés espécies utilizadas no controle de qualidade s&o: coelhos, cobaias e
camundongos. O tempo de permanéncia de cada espécie no CQB é variavel, sendo
para maioria das espécies uma média de 03 a 05 dias, desde a chegada até a
eutanasia do animal.

Testes mais longos normalmente duram entre 15 e 28 dias e 0s mais comuns
sdo os testes de imunizacdo em camundongos. O teste de agentes adventicios € o

mais longo para cobaias e dura 6 semanas.

1.4.1 Coelhos

Os coelhos sdo mamiferos pertencentes a Ordem Lagomorpha, os mais
utilizados em experimentacdo sdo da raca Nova Zelandia branco (Oryctolagus
cuniculus), estes animais possuem como caracteristicas corpo arredondado, cabeca
grande com largas orelhas, audicdo e olfato bem desenvolvidos e amplo campo de
viséo.

Os coelhos sdo animais sociaveis que, em vida livre, vivem grande parte do
tempo em grupo e em contato préximo uns com os outros.Parte do comportamento
do coelho observado no laboratério inclui, realizar posicao bipedal, exploracdo do
ambiente, busca por locais altos que permitam ampla visualizacdo, uso de tocas e
ninhos para repouso e protecdo. (ANDRADE et al., 2002; LAPCHIK et al., 2017).

O manejo do coelho é mais dificultoso em comparacdo com os roedores, devido
ao seu maior tamanho, peso, e fragilidade do seu corpo, que exige experiéncia do

colaborador no momento da contengéo.
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1.4.2 Cobaias

A cobaia, Cavia porcellus, ou também conhecida popularmente como
porquinho da india, sdo animais da Ordem Rodentia, a espécie comumente utilizada
em biotérios € a inglesa. Estes animais possuem como caracteristica pelagem curta e
branca, de olhos vermelhos e orelhas grandes.

A cobaia é conhecida, por muitos, como simbolo representativo dos animais de
laboratorio. As primeiras utilizagbes, com fins experimentais, foram realizadas por
Lavoiser, em 1790. As cobaias sdo muito utilizadas em experimentacdes ligadas a
nutricdo, farmacologia, imunologia, alergia, radiologia etc. E o animal de eleicdo para
respostas quanto ao sistema complemento, necessario em muitas reacgdes
imunolégicas. Esses animais séo bastante utilizados nos testes de reativos biologicos
(COUTO et al., 2002).

As cobaias sdo animais sociaveis, timidos e doceis, assustam-se facilmente,
defecam e urinam nos comedouros e derramam sua alimentacao pelo piso da gaiola.
Vocalizam antes de situacdes gratificantes como a alimentagcéo ou quando se sentem
ameacadas.

Na natureza as cobaias ndo se enterram, mas podem viver em tocas feitas por
outros animais. Portanto, refagios como tubos ou abrigos devem ser fornecidos no
alojamento em laboratério, para permitir que os animais subam ou se escondam
debaixo deles quando assustadas.

Dado que estes animais séo sociaveis, devem ser alojados com parceiros, seja
em pares, haréns, ou em grupos femininos. Os machos sdo preferencialmente
alojados em pares (FELASA, 2006; KAISER, 2010).

As cobaias ndo sdo agressivas entre 0 grupo, mas animais adultos,
frequentemente, mordem as orelhas dos jovens. Para que ndo ocorram brigas
indesejadas ou acasalamentos, os animais selecionados para os testes sdo mantidos
em grupos de mesmo sexo e idade.

As cobaias sdo extremamente susceptiveis a estimulos estressantes, tais
como alteragbes ambientais, modificacbes na alimentacdo, e sdo muito sensiveis a
estimulos intensos como barulho ou movimentos bruscos o que assusta 0s animais e
causa um descontrole no grupo, fazendo com que corram de um lado para outro da
gaiola, podendo provocar ferimentos entre eles. Estes estimulos podem ser tao

estressantes para 0 animal que em alguns casos podem levar a morte, portanto é



16

importante que o manejo ocorra da forma mais calma possivel, em local silencioso e

por profissionais treinados e experientes (COUTO et al., 2002).

1.4.3 Camundongos

Os camundongos (mus musculus) tiveram sua introdugdo como animal de
laboratorio hd milhares de anos, a escolha deste animal como modelo, muito se deu
ao fato do seu pequeno tamanho, prolificidade e periodo de gestacédo curto. Estas
caracteristicas foram muito relevantes para a manutencdo destes animais no
laboratério e fez com que este animal se tornasse o mais utilizado na experimentacao
animal (DOS SANTOS et al., 2002).

Os camundongos sdo animais sociaveis, necessitam ser mantidos em grupos
e sdo animais faceis de manipular e que buscam se esconder durante o contato

humano.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Refinar o ambiente para os animais do controle de qualidade biologico
buscando a promocé&o do bem-estar.

2.2 Especificos
a) Implementar o uso de fontes para o enriquecimento ambiental para cada
espécie: camundongos, cobaias e coelhos.

b) Promover técnicas de refinamento como o convivio social e ampliacdo do
alojamento.

17
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3. METODOLOGIA
3.1 Manutencao dos animais no controle de qualidade

Os animais que chegam ao controle de qualidade para realizacdo dos testes,
permanecem em salas individualizadas por espécie. Cada sala possui estrutura de
gaiolas abertas, racks ou gabinetes ventilados. Todas as salas possuem sistema de
ar-condicionado e a temperatura e umidade sdo controladas por sistema de exaustao
e 0 registradas através de termo-higrdmetros, os registros séo realizados diariamente
em formulério especifico.

As faixas de temperaturas aceitas para sala dos roedores sao de 18°C a 24°C
e de 16°C a 24°C para os coelhos. A umidade € mantida na média de 60% (RN 55
CONCEA).

Os animais sdo recebidos diariamente em area isolada das salas de teste. As
salas possuem bancadas e balancas, o material (gaiola com maravalha, comedouro
e bebedouro) se encontra pronto para fornecimento aos animais na sua entrada no
CQB. Além da temperatura e umidade do macroambiente, as racks ventiladas
possuem sistema proprio de medicdo destes parametros. Nos gabinetes ventilados,
um termo-higrémetro é fixado na parede interna do gabinete para medi¢cdo. Os
animais sdo separados por sexo, pesados, e a avaliacdo clinica veterinaria é
realizada. Caso 0s animais apresentem alguma alteragcdo ou caracteristica nao
compativel com a especificagdo do teste, o animal ndo € liberado das salas de
aclimatacao e é devolvido ao Biotério central.

Os coelhos sdo mantidos em gaiolas abertas de 50cm x 50cm x 50cm,
preferencialmente em duplas do mesmo sexo, ou individualmente, quando recebidos
desta maneira, para evitar brigas. Os coelhos atingem a puberdade entre 150 — 180
dias, com peso entre 3.000 a 3.500 g (ANDRADE et al., 2002). Os animais recebidos
para os testes no Controle de Qualidade Bioldgico, pesam entre 1.500 a 2.500g,
portanto, estes comportamentos ndo sao frequentemente observados, e a
manutencdo em grupo € possibilitada. Cada coelho recebe uma identificacao
numerica, marcada na parte interna da orelha.

As cobaias assim como os coelhos séo recebidas no controle bioldgico e apds
a avaliacao, pesagem e sexagem, 0s animais sao alocados em caixas com 57cm X
46cm x 22cm em grupos normalmente formados por no maximo 04 animais a

depender do peso (RN 55 CONCEA). Animais maiores podem necessitar ficar em
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dupla, mas nunca sozinhos, todos do mesmo sexo. As caixas recebem as
identificacbes e sdo armazenadas em gabinete ventilado.

O camundongo é a espécie recebida em maior nimero no CQB, apos o
processo padrao de recebimento, os animais sao colocados em gaiolas de 27cm X
16cm x 13cm, forradas com maravalha autoclavada e ficam em racks ventilados,
sendo o grupo formado por 5 animais em cada gaiola, todos do mesmo sexo.

Para todas as espécies, o fator determinante para sua utilizacdo nos testes é a
faixa de peso, portanto apos 24h em aclimatacéo, os animais sdo avaliados e pesados
novamente. Apos a avaliacao veterinaria e checagem do peso, sao liberados para as

salas de teste.

3.2 Refinamento Ambiental

3.2.1 Coelhos

Os animais de laboratério, como roedores e lagomorfos, sdo espécies
consideradas presas no ambiente natural. Portanto, eles provavelmente mostrarédo
fortes respostas ao medo em circunstancias desconhecidas se ndo puderem se
abrigar, resultando em tentativas de fuga, tentativas de mordidas ou ataque quando
manuseados, ou imobilidade repentina para evitar ser detectado. Por esta razéo, as
gaiolas devem incluir abrigos. (BAUMANS, 2013).

Como estratégia de refinamento do ambiente dos coelhos sera ampliado o local
de alojamento, a utilizacao de plataforma acoplada na gaiola, permite que os coelhos
possam buscar abrigo abaixo dela quando sentirem-se inseguros, além disso o
modelo de gaiola utilizado no CQB, permite unido de duas gaiolas através da retirada
das divisérias em acrilico. Esta ampliacao de espaco permite que 0s animais possam
movimentar-se livremente, permite a insercdo de mais dispositivos de enriquecimento,
possibilita a exploracdo de um novo ambiente e a interacdo com outros individuos.

O tubo de papeldao mostra-se um enriquecimento muito utilizado nos
laboratérios, por ser um item de facil obtencéo e de valor relativamente acessivel. O
tubo de tamanho comercial para cobaias, disponivel no CQB foi fornecido como
alternativa de EA para os coelhos.

O fornecimento de folhagem como capim, feno, hortalica entre outros, € bem-

visto, como item de enriquecimento alimentar ou como fonte de alimento para coelhos
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(CONCEA, 2019).0 feno € uma forma de enriquecimento alimentar que permite que
o animal tenha a experiéncia do consumo da fibra natural, permite o forrageamento,
além de promover o desgaste dos dentes. O material foi fornecido de duas maneiras,
livre na gaiola, ou dentro de um pequeno tubo de papeldo, mesmo material utilizado
para os camundongos. O fornecimento do feno dentro do tubo cria um nivel de
dificuldade para retirada do conteddo no momento da alimentacéo, fazendo com que

0 animal realize atividade motora e sensorial.

3.2.2 Cobaias

A observacdo da interacdo das cobaias com o ambiente no laboratério €
dificultada devido ao seu proprio comportamento arredio, muitas vezes ao perceber a
presenca do colaborador os animais paralisam a atividade, ou tentam se esconder
abaixo da maravalha ou do comedouro.

A manutencdo dos animais em conjunto é essencial para o bem estar dos
animais, e o manejo € sempre realizado de maneira calma e silenciosa, evitando que
0S animais entrem em panico e vocalizem durante a rotina de testes. Para visualizar
a utilizacdo dos itens de enriqguecimento ou a interacdo social € necessario ser
extremamente cauteloso e silencioso, evitando movimentos bruscos.

Para fornecer abrigo e conforto para as cobaias, o uso do tubo de papelao foi
implementado como enriqguecimento ambiental.

Assim como para os coelhos, o feno € um enriguecimento muito aproveitado
pelas cobaias, ele é fornecido de forma livre na gaiola, ou dentro do tubo de papelédo
de camundongos. Quando fornecido de maneira livre, além de servir como alimento,
0 material fornece abrigo e item de nidificagdo. Quando fornecido dentro do tubo de
papeldo, possibilita com que as cobaias exercam atividade para conseguir retirar o

alimento.
3.2.3 Camundongos
Devido ao seu pequeno porte, o que facilita a criacdo em pequenos espagos e

sua ampla utilizacdo em pesquisas, 0 camundongo € a espécie que possivelmente

possui maior quantidade de relatos sobre o uso de enriquecimento ambiental.
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Materiais para nidificacdo, como folhas de papel toalha, algodao, ou tiras de
papel de materiais variados, podem ser fornecidos e sao geralmente bem aceitos por
quase todas as linhagens encontradas em laboratério. Assim como itens para abrigo
de diversos materiais: papel, papeléo, plastico e acrilico.

A maioria desses enriquecimentos € barata e simples, e permite que o
camundongo realize um comportamento especifico da espécie, como escavar e
entocar-se (HOLLIDA, 2002).

Como materiais para nidificacdo foi utilizado no CQB algodado e o papel
autoclavados. Uma pequena camada de algoddo de aproximadamente 5cm foi
fornecida no momento da chegada dos animais ou durante a troca da gaiola.

O material para nidificacdo permite que os animais mantenham a temperatura
adequada no microambiente, uma vez que a temperatura da sala e da rack podem
oscilar ou ndo atingir temperaturas de conforto para a espécie.

O papel toalha foi fornecido na quantidade de 5g, dando em média 03 folhas
por gaiola.

Para proporcionar diferentes experiéncias com o mesmo material, foi proposto
o fornecimento do material para nidificacdo de forma suspensa, sob o comedouro da
gaiola, criando obstaculo para obtencado do recurso.

Os chamados rolinhos para camundongos constituem em pequenos tubos de
papeldo que foram fornecidos logo na chegada dos animais na secéo, ou durante a
troca de gaiolas. O material possibilita além de abrigo, material de nidificacdo e
promove o desgaste dos dentes, quando os animais roem o material para construcao
dos ninhos. E um item para brincadeiras e refigio em momentos de interacéo social.

A mascara facial descartavel foi colocada como uma espécie de “rede” para os
animais, sendo pendurada nas laterais do comedouro. A utilizacdo da mascara
permite ampliacdo do espaco da gaiola criando um segundo nivel acima da cama de

maravalha.
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4. RESULTADOS

A manutencao dos coelhos em gaiolas abertas de forma conjunta, tem se
apresentado benéfica aos animais. Os coelhos apresentam comportamento de
interacdo com seus coespecificos e brigas sdo raramente observadas.

Quando observado comportamento de agressdo como arrancamento de pélos,
e tentativas de monta ou ataque, os individuos séo separados imediatamente.

Quando o animal € mantido sozinho, as gaiolas sao postas proximas permitindo
que um animal possa visualizar o outro através das divisérias transparentes.

O modelo de gaiola utilizado no CQB, permite unido de duas gaiolas através
da retirada das divisorias em acrilico. Esta ampliacdo de espaco permite que 0s
animais possam movimentar-se livremente, permite a inser¢do de mais dispositivos
de enriquecimento, possibilita a exploracdo de um novo ambiente e a interacdo com
outros individuos, conforme demonstrado na figura 01.

A gaiola possui ainda, uma plataforma que possibilita ao animal levantar-se,
saltar da base para o topo, descansar em ambiente elevado ou abrigar-se abaixo dela,

como exemplificado nas figuras 02 e 03.

Figura 1 - Ampliacdo do espaco através da juncao de gaiolas e retirada das divisorias.
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Figura 2 - Animal abrigado embaixo da plataforma. Figura 3 - Animais descansando

em cima da plataforma

Fonte: préprio autor, 2022.

Os coelhos fizeram uso do tubo de papeldo de cobaias como item de
enriguecimento ambiental, notou-se que o0s animais menores conseguiam passar por
dentro do tubo, e os animais maiores utilizaram de forma ladica, rolando o tubo pela
gaiola, mordendo as laterais, e jogando o tubo de papel para cima com a boca, como

observado na figura 04.

Figura 4 - Coelho utilizando tubo de papeldo de cobaias.

Fonte: préprio autor, 2022.
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O feno é um item de enriquecimento alimentar muito aceito pelos coelhos, apés a
colocacao do material, observa-se imediatamente o interesse dos animais, seja ele fornecido
de maneira livre na gaiola, onde os animais descansam sob o feno e a0 mesmo tempo se
alimentam, figura 05, seja fornecido dentro do tubo de papeldo, onde os animais precisam

trabalhar para obtenc&o do alimento, figura 06.

Figura 5 - Feno fornecido de maneira livre na gaiola. Figura 6 - Animal recebe o

feno no tubo de papelao

Fonte: préprio autor, 2023.

Para as cobaias o uso do rolinho de papel demonstrou-se positivo, foi possivel
observar imediatamente apés o fornecimento, os animais adentrarem no tubo
procurando abrigo, além de utiliza-lo como item para roer. Frequentemente as cobaias

sdo vistas repousando solitariamente, ou em grupo dentro do material.
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Figura 7 - Cobaias utilizando rolinho de papeldo como abrigo

Fonte: proprio autor, 2022.

O uso do feno para as cobaias também foi implementado da mesma maneira
como para os coelhos, fornecido livremente na gaiola conforme foto 08, ou dentro de
tubos de papeldo para camundongos. De ambas maneiras a espécie demonstrou
interesse pelo alimento sendo consumido em totalidade pelos animais, apds algumas

horas do fornecimento.

Figura 8 - Fornecimento do feno livre na gaiola.
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O material de nidificacdo implementado para camundongos, foi aceito e
utilizado pelos animais. Os animais constroem tocas, ninhos e tuneis, utilizando o
material fornecido e a propria cama (maravalha) conforme exemplificado nas figuras
09 e 10.

O algodéo possui bom rendimento e uma pequena porc¢éao foi suficiente para a
elaboracédo dos ninhos.

O papel possibilitou aos animais realizarem o habito de roer o material para

formar os ninhos, promovendo maior tempo de atividade aos animais.

Figura 9 e 10 - Camundongos utilizando algodao, papel toalha e cama de maravalha

para construir ninho.

Fonte: préprio autor, 2022.

Fornecer o mesmo material de nidificagcdo de maneira diferente, demonstrou
gue mesmo com a dificuldade em obter o material necessario para construcao dos
ninhos, os animais mantiveram o interesse no material, fazendo com que
trabalhassem para retirar o algodao pela grade da gaiola, conforme exemplificado na
figura 11.
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Figura 11 - Camundongo retirando material de nidificacdo fornecido sob a grade
da gaiola.

Fonte: proprio autor, 2022.
O uso dos rolinhos de papel como item de enriquecimento, mostrou-se
versétil para os animais, os camundongos usam o rolinho para abrigar-se, e também
roeram o material para construir os ninhos, mostrando que o material também pode

ser considerado item de nidificacdo, conforme exemplificado nas figuras 12 e 13.

Figuras 12 e 13 - Utilizag&o do rolinho como material de nidificacéo e abrigo.

Fonte: préprio autor, 2022.



28

A mascara, outro item implementado como EA, além de utilizada como “rede”
pelos animais, foi observado que os camundongos a utilizaram como material para
ninho, desprendendo-a do comedouro e fazendo pequenos buracos onde mantinham-
se abrigados. Foi observado que quando fornecida a mascara 0os animais se

mantiveram mais ativos, pulando para dentro e para fora do material pendurado

Figura 13 - Utilizacdo da mascara como enriquecimento ambiental.

Fonte: proprio autor, 2022.
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5. DISCUSSAO

Tendemos a pensar no termo enriquecimento apenas como a adicao de
material para nidificacdo ou dispositivos as gaiolas. De fato, o fornecimento de itens
de enriguecimento ambiental € muito importante para manter um ambiente
estimulador no microambiente do animal, no entanto, mudancas mais sutis, como
manter agrupamentos harménicos podem ser consideradas também uma maneira de
enriqguecimento como apontado por Smith (2005).

Assim como demonstrado neste trabalho, foi possivel verificar que com a
ampliacdo do espaco das gaiolas como no caso dos coelhos, se mostrou um
importante refinamento para os animais, uma vez que imediatamente apés a retirada
das divisérias os animais circularam pelos novos espacos, explorando o ambiente e
se mantendo mais ativos durante o dia, demonstrando tempo de ociosidade menor
em comparacdo com o ambiente reduzido a apenas uma gaiola. A juncdo de duas
gaiolas também possibilitou que os animais escolhessem ficar juntos ou mais
distantes ao longo do dia (figura 1).

Os testes realizados em produtos biolégicos por vezes impdem condi¢des de
isolamento temporario dos animais, por exemplo quando ocorre morte dos
coespecificos durante o teste, ou pela incompatibilidade de sexos. Este isolamento
apesar de curto pode promover desconforto aos animais. O que pode ser diminuido
guando oferecidas possibilidades de enriquecimento ambiental, como materiais que
fornecam abrigo, aquecimento e desenvolvimento de atividades cognitivas. Quando
ofertado papel toalha e rolinhos de papel, observamos que os camundongos logo se
atraem pelo material (figura 11), possibilitando uma melhora na qualidade de vida e
reducdo de estresse desses animais.

Essa seguranca pode ser alcancada fornecendo material de nidificacao,
esconderijos e companheiros de gaiola compativeis (BAUMANS, 2013).

Van Loo e colegas (2004), abordaram o contato social versus enriquecimento
com camundongos. Os animais mostraram preferir permanecer na gaiola com a
companhia de outro familiar aos enriquecimentos. Concluiu-se que a habitacdo
individual tem consequéncias, mas que a presenc¢a de material de nidificacdo pode
compensar parcialmente essa privagdo. Os camundongos, podem passar boa parte
de seu tempo destruindo ou organizando o material fornecido para construgéo do seu

ninho, o que reduz o tempo de ociosidade (HOLLIDA, 2002).
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O fornecimento de itens de enriquecimento para os animais, como tubos de
papeldo ou materiais para nidificacdo, permitem que o animal realize o habito de roer,
construa seu ninho, auxilia a manutencdo da temperatura confortavel, ajudam os
animais a controlar os niveis de luz, e reduz os efeitos dos estimulos estressantes
causados pela rotina de testes, como descrito por VAN LOO, 2004 e MANSER, 1998,
também relata a utilizacdo imediata da toalha de papel para construcao dos ninhos, e
a combinagcdo com mais itens também era utilizada pelos animais para elaboracao do
ninho, fato também observado no CQB, onde os animais utilizaram material de cama
e algodao para formacéao dos ninhos (Figuras 09 e 10) e o rolinho de papelédo para
roer (Figuras 12 e 13) .

Uma revisdo de Olsson e Dahlborn (2002), mostrou que alguns estudos
demonstraram que a agressividade entre camundongos pode aumentar com O
aumento do espaco e da complexidade da gaiola, e que o fornecimento do material
de nidificacdo sem alteracdo do alojamento ndo gerou este efeito.

Van Loo e colegas (2003) demonstraram que a transferéncia de material de
nidificacdo durante a limpeza da gaiola supostamente reduz a agressividade entre
camundongos machos, manejo que deve ser considerado durante a troca de gaiolas
destes animais.

Apoés diversos relatos em literatura observa-se que para camundongos o
fornecimento de material para nidificacdo mostra-se uma medida de enriquecimento
benéfica e rentavel (Sherwin, 1997).

O material de nidificacdo de algodao, porém, foi associado a conjuntivite em
camundongos nude atimicos (BAZILLE, 2001). E este evento também foi observado
no controle de qualidade, quando os camundongos Balb/c Nude receberam o algodao
como material de nidificagdo. Portanto para essas linhagens, apenas o papel devera
ser fornecido, para evitar possiveis intercorréncias, e outras alternativas para
nidificacdo deverao ser testadas.

Na natureza, coelhos e roedores gastam boa parte de seu tempo forrageando
em busca de alimentos, no ambiente laboratorial fornecer diversidade alimentar como
enriguecimento requer cautela e dificuldades, uma vez que a alimentagéo néo deve
desbalancear para evitar variabilidades indesejadas. O feno, porém, pode ser um item
de facil aquisicdo e disponibilizagdo para os animais, e podem satisfazer a
necessidade de volumoso e para mastigacdo em cobaias e coelhos (BROWN, 2009).

O feno foi um item implementado e bem recebido pelos animais no controle de
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qualidade, conforme podemos observar nas figuras 05 e 06, os coelhos rapidamente
se interessam pelo alimento.

Makowska (2020) sugere o uso de “cercados”, que incluem acesso a grandes
recintos, estruturados e complexos nas quais coelhos e cobaias sdo soltos por
determinado periodo de tempo para terem a oportunidade de se exercitar, socializar
e expressar parte de seus comportamentos naturais em um ambiente mais rico do que
a gaiola. Essa ideia, porém, contrapde com a estrutura fisica do laboratério de
controle de qualidade. Para simular a ideia do cercado, foi implementada a juncao de
duas gaiolas para os coelhos, permitindo que 0s animais obtivessem maior espaco
para se exercitarem, socializarem e utilizarem os enriquecimentos ambientais.

Uma simples modificagdo na forma de fornecer os enriquecimentos, permitiu
aos animais novas experiéncias através do mesmo material fornecido. Como por
exemplo a colocacdo do material de nidificacdo na parte superior da gaiola, fazendo
com que 0s animais precisem puxa-los para dentro para utilizar o material (SMITH,
2005). Esta experiéncia foi realizada no controle de qualidade, e como observado na
figura 11 os animais mantiveram seu interesse pelo enriquecimento e se esforcaram
para usufruir do material para construcdo de seu ninho, o que pode reforcar ainda
mais a importancia deste material para os roedores.

Outras formas de fornecimento do feno, como de forma livre na gaiola, ou
dentro de tubos de papeldo, também permite a variagdo da utilizacdo dos
enriquecimentos, promovendo diferentes experiéncias aos animais com 0 mesmo
item.

Por ser um laboratério onde os animais sdo mantidos por curtos periodos
quando ocorrem os testes, o laboratério de controle de qualidade torna a aplicacao de
técnicas de refinamento ambiental desafiadoras, pois ndo ha tempo suficiente para
implementar técnicas de manejo mais cooperativo, ou para avaliar criteriosamente a
utilizacdo de um enriquecimento ambiental, quando em comparacdo com estudos de
longo prazo, comuns na pesquisa. Mudancas positivas no ambiente podem ser
percebidas com a observacdo da utilizacdo do espaco disponibilizado, ou da
modificacdo realizada na gaiola, e se isso produziu a redugdo de determinado
comportamento ndo desejado ou do tempo de ociosidade. O uso do enriguecimento
fornecido também pode ser percebido imediatamente apds a exposi¢cdo do animal e
notou-se que a maioria dos animais demonstrou interesse na utilizagdo do

enriquecimento.
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Mais estudos devem ser realizados no setor com o0 objetivo de avaliar
preferéncias e aplicabilidade dos materiais. O efeito da introducdo dos
enriquecimentos podera ser notado a longo prazo, com a avaliagcao dos colaboradores
sobre o comportamento dos animais observado durante a utilizacdo dos
enriqguecimentos. Novas propostas para compra de itens de enriqguecimento ambiental
disponiveis comercialmente também deveréo ser implementadas.

O maior desafio considerado neste estudo, € o refinamento ambiental para
cobaias, por ser um animal naturalmente assustado, existem dificuldades em observar
seu comportamento em laboratorio, além disso, poucas variabilidades de
enriguecimento aplicaveis para a espécie e compativeis com o tamanho padrédo das
gaiolas foram encontradas.

A socializacdo entre os animais e os colaboradores € mais uma forma de
refinamento ambiental importante para diminuir o estresse dos animais durante a
manipulacdo para os experimentos, porém esta dessensibilizacdo exige um tempo
maior de permanéncia do animal em teste (MAKOWSKA, 2020).

No controle de qualidade os animais sdo mantidos por tempo muito curto, o que
torna este método dificil de ser implementado.

O treinamento periédico dos colaboradores quanto a cautela com a
manipulacdo das gaiolas, o siléncio durante o0 manejo, no momento da realizacdo dos
testes e durante a permanéncia na sala dos animais, faz parte manejo implementado

para os animais no CQB e ja diminuem os efeitos negativos nos animais.
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6. CONCLUSOES

O bem-estar animal tornou-se uma preocupacdo geral na criacdo e
manutencdo dos animais de laboratério. E para atender as exigéncias da sociedade,
gue tem cada vez mais se mostrado preocupada com a qualidade dos produtos e com
a necessaria utilizacdo dos animais em laboratorio, as instituicbes devem se adequar
aos conceitos do refinamento ambiental e fornecer aos animais condigdes adequadas
para exercerem suas caracteristicas naturais.

A implementacdo de um ambiente mais enriquecido no controle de qualidade
biolégico, mostrou-se benéfica para os animais em teste. Ao avaliar diariamente os
animais foi possivel observar em todas as espécies que a manutencao dos animais
em companhia com outros individuos mostrou-se positiva. Uma vez que
frequentemente os comportamentos que indicavam harmonia foram observados,
COMO 0 repouso em grupo, animais compartilhando alimentacéo, abrigos e ninhos, e
interagindo com os itens de enriquecimento ambiental como demonstrado nas figuras
expostas neste trabalho.

O enriquecimento ambiental € parte fundamental deste principio, e pode nao
ser definido apenas como itens, ou brinquedos para fornecimento aos animais. O
termo é mais abrangente e inclui a manutencdo de um ambiente enriquecido. Isso
significa que mudancas no manejo, utilizacdo de recursos do préprio alojamento,
insercao de itens para nidificacdo, abrigo, possibilidade de interagcdo social com
coespecificos ou colaboradores, ou até mesmo fornecer o material ja utilizado de
maneira diversificada, sdo considerados parte do enriquecimento ambiental. E
possivel portanto melhorar o ambiente para os animais, com minimas mudancas que
promovam o bem-estar, e permitam ao animal expressar seu comportamento de forma

mais natural possivel.
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