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Resumo
MilhGes de ratos sdo produzidos anualmente em biotérios para servirem de modelo
animal em pesquisas cientificas. Antes do envio aos laboratorios de experimentagéo, 0s
filhotes passam pelo desmame, que é um importante agente estressor capaz de gerar
altos niveis de ansiedade. O enriguecimento ambiental com musica ja se mostrou
efetivo na reducdo da ansiedade em animais de producdo. O medicamento homeopético
Pulsatilla otimiza o bem-estar animal e vem sido utilizado para diminuir a ansiedade,
com a vantagem de poder ser diluido na 4gua. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos de musica cléssica e de Pulsatilla sobre a ansiedade de filhotes de ratos Wistar
na fase de desmame. Para tanto, foram utilizados 50 filhotes, de seis diferentes
ninhadas. Os filhotes foram mantidos junto das méaes até o 21° dia de vida (D21),
quando foi realizado o desmame, seguido da separacdo dos filhotes por sexo. As
ninhadas de ratos foram aleatoriamente distribuidas em GC (grupo controle): os filhotes
receberam &gua e ndo houve uso de Pulsatilla e nem de musica; GM (grupo com
musica): os filhotes foram submetidos ao enriquecimento ambiental com musica
classica (50 dB) por 8 horas diarias (das 20h00 as 04h00); ou GPM (grupo Pulsatilla e
mausica): os filhotes receberam 15 gotas de Pulsatilla 200CH em 300 ml de &gua do
bebedouro e foram submetidos ao enriquecimento ambiental com musica cléssica (50
dB) por 8 horas diarias (das 20h00 as 04h00). O nivel de ansiedade foi avaliado em D28
e D49 a partir do uso do labirinto em cruz elevado. Verificou-se que a musica classica e
a Pulsatilla reduziram os pardmetros de ansiedade avaliados, em especial em D28.
Conclui-se que o uso de musica cléssica e/ou de Pulsatilla reduzem a ansiedade de
filhotes de ratos Wistar na fase de desmame.
Palavras-chave: bem-estar, comportamento, enriquecimento ambiental, estresse,
homeopatia.

Abstract
Effect of classical music and Pulsatilla on the anxiety of Wistar rats in the weaning
phase
Millions of mice are produced annually in bioterium to serve as animal models in
scientific research. Before sending to experimentation laboratories, puppies undergo
weaning, which is an important stressor capable of generating high levels of anxiety.

The environmental improvement with music has already been shown to be effective in
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reducing anxiety in farm animals. The homeopathic medicine Pulsatilla optimized or
animal welfare and has been used to reduce anxiety, with the advantage that it can be
diluted in water. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of classical
music and Pulsatilla on the anxiety of Wistar rat puppies during weaning. For this
purpose, 50 puppies from six different litters were used. The puppies were kept with
their mothers until the 21st day of life (D21), when weaning was carried out, followed
by the separation of the puppies by sex. The litters of rats were randomly distributed in
GC (control group): the puppies received water and there was no use of Pulsatilla or
music; GM (group with music): the puppies were subjected to environmental
enrichment with classical music (50 dB) for 8 hours daily (from 8:00 pm to 4:00 am); or
GPM (Pulsatilla and music group): the puppies received 15 drops of Pulsatilla 200CH in
300 ml of drinking water and were subjected to environmental enrichment with classical
music (50 dB) for 8 hours daily (from 8:00 pm to 4:00 am). The level of anxiety was
assessed at D28 and D49 using the elevated plus maze. It was found that classical music
and Pulsatilla reduced the parameters of anxiety evaluated, especially in D28. It is
concluded that the use of classical music and/or Pulsatilla reduces the anxiety of
puppies of Wistar rats during the weaning phase.

Keywords: behaviour, environmental enrichment, homeopathy, stress, welfare.

INTRODUCAO

Os ratos sdo amplamente utilizados em pesquisas cientificas e, para atender a
demanda dos pesquisadores, milhdes de filhotes sdo produzidos anualmente. E padrio
fazer o desmame dos filhotes de ratos aos 21 dias de vida, quando também é realizada a
separacao por género (SANTOS, 2002). Alguns estudos apontam que o desmame pode
gerar grande nivel de estresse e isso pode refletir em ansiedade nesses animais, inclusive
na vida adulta (CALDIJ et al., 2000; KANARI et al., 2005; ITO et al., 2006).

O enriquecimento ambiental é uma técnica que visa tornar o ambiente do animal
cativo mais dinamico, complexo e menos previsivel (NEWBERRY, 1995). Para isso,
pode-se aplicar enriquecimento ambiental do tipo alimentar, cognitivo, fisico, sensorial
e social (NEWBERRY, 1995). Uma das possibilidades, é o emprego de musica, que
visa estimular a audicdo dos animais e pode reduzir seu estado de ansiedade (WELLS,
2009).
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Algumas terapias também podem reduzir o nivel de estresse e de ansiedade dos
animais. Dentre as possibilidades, estdo as terapias integrativas, que incluem
homeopatia, florais, acupuntura, dentre outras possibilidades. A Pulsatilla ¢ um
medicamento homeopatico utilizado para tratar a sensacdo de abandono, dentre outras
indicagOes (CASALI et al., 2009).

A possibilidade de reduzir a ansiedade dos filhotes de ratos no processo de
desmame e, talvez, minimizar a ansiedade e melhorar o bem-estar desses animais na
vida adulta pode contribuir com a qualidade de vida desses animais nos biotérios.
Obviamente, é preciso considerar que a técnica empegada ndo interferira em pesquisas
futuras. O uso de enriguecimento ambiental e de homeopatia talvez venha a atender esse
propdsito, mas é preciso fazer um estudo controlado para verificar os reais efeitos sobre
a ansiedade dos filhotes de ratos.

Sendo assim, o0 objetivo desse estudo foi verificar o efeito de masica classica e
de Pulsatilla sobre a ansiedade de filhotes de ratos Wistar na fase de desmame.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O bem-estar € um termo empregado para animais, incluindo-se o ser humano
(BROOM & MOLENTO, 2004) e é definido como o estado de um individuo em relagdo
as suas tentativas de adaptar-se ao seu ambiente (BROOM, 1986). Refere-se as
caracteristicas individuais do animal e ndo as caracteristicas proporcionadas pelo
homem (BROOM & MOLENTO, 2004).

Broom e Molento (2004) afirmam que o bem-estar deve ser definido de forma
que permita relagcdo com as necessidades, liberdades, felicidade, adaptacéo, controle,
capacidade de previsdo, sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse e
salide. E fundamental atentar que o bem-estar ¢ influenciado por doengas, traumatismos,
fome, estimulagdo benéfica, interagdes sociais, condicdes de alojamento, tratamento
inadequado, manejo, transporte, procedimentos laboratoriais, mutilagbes variadas,
tratamento veterinario e alteracfes genéticas.

O nivel de bem-estar € variavel e é fundamental haver conhecimento prévio da
biologia da espécie a ser estudada. O bem-estar pode ser avaliado a partir de indicadores
fisiologicos ou comportamentais, que devem ser interpretados com cuidado (BROOM
& MOLENTO, 2004).
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O estresse é uma resposta inespecifica a uma ameaca ou estimulos nocivos,
podendo resultar em desconforto ou consequéncias danosas (OKU et al., 2015). No
inicio do século XX, dois médicos fisiologistas pioneiros, Walter Bradford Cannon
(1871-1945) e Hans Hugo Selye (1907-1982), estabeleceram a base inicial para o
campo da pesquisa do estresse. Dr. Selye elucidou o papel enddcrino dos
glicocorticoides na fisiologia do estresse e observou que eventos estressantes poderiam
levar a sindrome de adaptacédo e possiveis patologias (SELYE, 1956), atualmente mais
bem elucidadas, como por exemplo, o efeito do estresse como desencadeador de
desequilibrios na estrutura e funcdo da barreira hematoencefalica (WELCOMEA &
MASTORAKIS, 2020). Tendo em vista que o bem-estar se refere a uma escala no
estado de um animal, desde muito bom até muito ruim, sempre que ha estresse o bem-
estar serd prejudicado (BROOM & KIRKDEN, 2004). O estresse refere-se a situacdes
em que ha deficiéncia de adaptacdo, enquanto o bem-estar ruim se refere ao estado de
um animal (BROOM & KIRKDEN, 2004).

Uma das espécies mais utilizadas na pesquisa é o Rattus novergicus, da
linhagem Wistar. Essa espécie € um atraente modelo para pesquisa devido ao seu
pequeno porte, ciclo biolégico curto, baixo custo de criagdo e grau de similaridade
genética com seres humanos (MATTARAIA & MOURA, 2012). Para que os ratos
utilizados nas pesquisas sejam saudaveis, a criacdo ocorre em um ambiente apropriado,
denominado biotério. Ha diferentes categorias de biotérios, sendo a maior parte deles
caracterizada como convencional, na qual preconiza-se a sanidade, mas ndo ha nenhum
tipo de barreira sanitaria especial.

Para atender a demanda das pesquisas, nos biotérios de criacdo ocorre a
reproducdo dos animais. Apos o acasalamento, a gestacao da rata leva de 19 a 21 dias,
quando geralmente nascem de 7 a 12 filhotes por matriz. Aos 21 dias de vida, ocorre 0
desmame dos filhotes (separacdo materno-filial), sexagem e separacdo dos filhotes
machos das fémeas (SANTOS, 2002).

Um dos eventos mais importantes na fase inicial da vida é o desmame. Pesquisas
apontam que episddios no estagio inicial da vida tem influéncias duradouras no
comportamento dos individuos adultos (CALDIJ et al., 2000). Durante o periodo
neonatal, a mée-rato exerce comportamentos intensos como cuidar e lamber os filhotes

(ITO et al., 2006). A privacdo materna durante os 10 primeiros dias de vida dos filhotes
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aumenta os comportamentos relacionados a ansiedade na idade adulta (ITO et al.,
2006). O desmame precoce aumenta as respostas autonémicas relacionadas ao estresse,
como alteracBes na frequéncia cardiaca e na temperatura corporal, além de aumentar os
niveis de ansiedade tanto em respostas comportamentais quanto em respostas
enddcrinas (ITO et al., 2006).

Caldij et al. (2000) compararam efeitos do manuseio ou separacdo materna a
partir do 2° ao 14° dia de vida dos filhotes nas respostas comportamentais a novos
ambientes e nos niveis de GABAA e receptor central de benzoadizepina (medicamento
usado para tratamento de ansiedade) nos ratos. Como resultado dos testes
comportamentais, 0 manuseio pés-natal diminuiu 0 medo na presenca de novidade e,
quando adultos, os ratos manifestaram maior exploracdo em novos ambientes em
relacdo aos grupos onde houve a separacdo materna. Além disso, 0s animais nédo
manipulados revelaram niveis reduzidos de receptores GABAa e receptores de
benzoadizepina. O complexo receptor GABAA e a ligacdo do agonista benzoadizepina
estdo associados ao aumento da inibicdo do medo e da ansiedade. Os resultados
sugerem que 0s eventos iniciais da vida influenciam na expressdao do medo na idade
adulta e que, por sua vez, influenciam nas respostas comportamentais ao estresse.

Kanari et al. (2005) também demonstraram que ratos desmamados precocemente
apresentaram aumento na taxa de comportamento relacionado a ansiedade na idade
adulta. Em conjunto, os estudos sugerem que o desmame tem um impacto consideravel
no desenvolvimento dos filhotes, principalmente no que diz respeito aos
comportamentos ligados ao estresse e a ansiedade.

A possibilidade de reduzir a ansiedade dos filhotes de ratos no processo de
desmame e, talvez, minimizar a ansiedade desses animais na vida adulta pode contribuir
com a qualidade de vida desses animais nos biotérios. Obviamente, é preciso considerar
que a técnica empegada ndo interferird em pesquisas futuras.

No ambiente natural, 0os animais sdo expostos a uma variedade de estimulos
sensoriais. O ambiente cativo, por outro lado, € comumente mais pobre em termos de
estimulos sensoriais (WELLS, 2009). Na tentativa de melhorar o bem-estar animal em
sistemas cativos pode-se implementar o enriquecimento ambiental, que envolve técnicas
que visam tornar o meio de criagdo mais complexo, dindmico e interessante para o

animal (NEWBERRY, 1995). As estratégias de enriquecimento devem incentivar 0s
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padrdes de comportamentos naturais das espécies, aumentar a capacidade de lidar com
desafios ou reduzir comportamentos estereotipados para promover melhoria na
qualidade de vida (WELLS, 2009). Ha diferentes técnicas de enriquecimento ambiental
que podem ser divididas em cinco grandes grupos: alimentar, cognitivo, fisico, sensorial
e social (NEWBERRY, 1995).

No enriquecimento ambiental do tipo sensorial sdo utilizadas técnicas que
estimulem os sentidos. No que tange a audicdo, uma forma possivel é o emprego de
masica, a qual pode ser chamada de musicoterapia. Em geral, se utiliza musica cléassica
para promover bem-estar para os animais (WELLS, 2009). A musica é uma linguagem
universal, que promove alteracdes hormonais e neurofisioldgicas em seres humanos e
animais, capaz de interferir no controle da dor, gerar sensacdo de bem-estar e diminuir a
fadiga e a ansiedade (NUNES et al., 2002). Trabalhos desenvolvidos com animais
humanos e ndo-humanos comprovaram que a musica pode alterar significativamente a
qualidade de vida dos envolvidos, proporcionando sensacdes de relaxamento, conforto e
minimizacdo do estresse. Em ambientes clinicos e hospitalares, a musica foi capaz de
diminuir os niveis de estresse e ansiedade em seres humanos, induzindo-os ao
relaxamento (YAMASAKI et al., 2012). Os resultados séo decorrentes de avaliagcéo de
parametros fisiologicos como frequéncia cardiaca e respiratdria, pressdo arterial e
mensuracao de cortisol (CALAMITA et al., 2016).

H& um crescente numero de investigacGes dirigidas a exploracdo do impacto da
estimulagdo sonora como um método de enriquecimento ambiental para animais de
cativeiro, de laboratdrios e para algumas espécies de animais de producdo. Os estimulos
auditivos podem oferecer beneficios aos animais rompendo o silencio mondtono do
espaco, conhecido por afetar o desenvolvimento de habilidades cognitivas normais em
um ambiente agradavel e mais produtivo ou reduzindo ruidos repentinos que sao
potencialmente estressantes aos animais (CRUZ et al., 2011; CALAMITA et al., 2016).

A mdasica pode facilitar a reducdo da resposta ao estresse. Um estudo
demonstrou que a masica reduziu o estresse e beneficiou o sistema imunoldgico de ratos
e, consequentemente, houve diminuicdo do desenvolvimento tumoral (NUNES et al.,
2002). A utilizacdo da musica na terapéutica e producdo animal apresentou resultados
significativos. Houve diminuigcdo do estresse no manejo, tempo de ordenha e aumento

na producdo leiteira, tornando vacas menos reativas aos estimulos externos



Musica classica, Pulsatilla e ansiedade

(CALAMITA et al., 2016). A musica também influenciou no comportamento de porcas
gestantes, fornecendo maior relaxamento e reducdo de comportamentos estereotipados,
relacionados a um melhor bem-estar (SILVA et al.,, 2017). Jonge et al. (2008)
investigaram se a musica pode facilitar o comportamento ludico em leitGes apds o
desmame. No experimento, a musica foi apresentada como um contexto associado ao
acesso a uma sala de jogos e os resultados confirmaram que a musica facilitou o
comportamento e reduziu significativamente a incidéncia de injarias entre os animais.

Os estudos sugerem que a musica estd se tornando um importante recurso
terapéutico na abordagem interdisciplinar da saude e da doencga. Deve-se considerar que
a masica apresenta flutuagGes nos niveis de som, frequéncia e tempo, capazes de induzir
mudancas fisioldgicas e comportamentais (CRUZ et al., 2011).

A Pulsatilla nigricans é uma planta pertencente a familia Ranunculaceae. O
medicamento homeopatico Pulsatilla tem inumeras indica¢fes (LATHOUD, 2017),
como para tratar questdes ligadas a reproducdo (BOERICKE, 1997), sensagdes de
tristeza, abandono e caréncia de afeto (CASALI et al., 2009). Ha relatos isolados de que
0 uso de Pulsatilla diminui o estresse e a ansiedade de filhotes separados de suas maes
por diferentes razdes e, ainda, reduz o nimero de casos de rejeicdo materna. Todavia,
néo se encontrou estudos controlados que tenham verificado essa possibilidade.

Ha diversos aparatos que sdo utilizados para avaliar a ansiedade de roedores,
com destaque ao labirinto em cruz elevado (LCE), que foi proposto por File e
colaboradores, modificado por Montgomery (MONTGOMERY, 1858) e chegou ao seu
modelo atual, validado por Handley e Mithani (1984). Tais autores descreveram a
avaliacdo do comportamento de ansiedade de roedores usando a razdo entre o tempo
gasto nos bracos abertos e o tempo gasto nos bragcos fechados, considerando a
propensdo dos roedores para espacos escuros e fechados (abordagem) e um medo
incondicional de altura e de espacos abertos (prevencao). Assim, no LCE, a ansiedade é
expressa pelo tempo de permanéncia nos bracos fechados (PELLOW et al., 1985) e,
entdo, o LCE é amplamente empregado em testes pré-clinicos que avaliam protocolos
potencialmente ansioliticos ou ansiogénicos (OJO & MOUZON, 2016). Segundo Treit
et al. (1993), o labirinto em cruz elevado ndo atua como agente ansiogénico, mas sim

como um aparato eficiente para verificar a ansiedade em estudos com ratos.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi previamente aprovado pelo Departamento de Ciéncias
Veterinarias, pelo Comité Setorial de Pesquisa do Setor Palotina e pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais do Setor Palotina, o qual recebeu o registro de nimero
201936091.

O modelo biolégico utilizado foi o Rattus novergicus, da linhagem Wistar,
oriundo da producdo do Biotério Experimental de Roedores do Setor Palotina da
Universidade Federal do Parana. Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno de
49x31x21 cm, forradas com cama de maravalha, que foi trocada duas vezes por semana.
Os animais receberam agua ad libitum, sendo que o bebedouro foi trocado diariamente.
Houve fornecimento livre de racdo comercial peletizada, que atendia as recomendacdes
do NRC (1995) e NIH (2002) para a espécie.

Foram utilizados 50 filhotes de ratos Wistar, provenientes de 6 ninhadas. Houve
sorteio para selecionar duas ninhadas para cada grupo experimental, sendo que eles
ficaram divididos como GC (controle), formado com 18 filhotes, GM (mUsica), com 16
filhotes e GPM (Pulsatilla e musica), com 16 filhotes. Independente do grupo, foi mantido o
manejo higiénico-sanitario e nutricional supracitado e foi realizado desmame no 21° dia
de vida dos filhotes (D21), sendo que nesse momento também houve a separacdo dos
filhotes conforme género. Os grupos experimentais incluiram:

e GC (controle): de D19 a D49 nédo houve nenhum tipo de manejo de enriquecimento
ambiental ou medicamentoso;

e GM (mdusica): de D19 a D28, os filhotes foram submetidos ao enriquecimento
ambiental com musica classica (50 dB) por oito horas diarias (das 20h00 as 04h00)
e, posteriormente, de D29 a D49, houve apenas manejo convencional;

e GPM (Pulsatilla e musica): de D19 a D28, os filhotes foram submetidos ao
enriquecimento ambiental com mdasica cléssica (50 dB) por oito horas diarias (das
20h00 as 04h00) e receberam 15 gotas de Pulsatilla 200CH em 300 ml de &gua nos
bebedouros e, posteriormente, de D29 a D49 houve apenas manejo convencional.

Em D28 e D49, foi realizada avaliacdo do nivel de ansiedade dos filhotes,
utilizando-se o labirinto em cruz elevado. Esse aparato consiste numa estrutura em
formato de cruz, elevada a 50 cm do chédo. Essa cruz é formada por dois bragos abertos

e dois bracos fechados lateralmente. Os filhotes foram colocados no centro do labirinto,
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com a cabeca voltada para um dos bragos abertos e, durante cinco minutos, foram
avaliados: o tempo de permanéncia nos bracos abertos (seg.); o tempo de permanéncia
nos bracos fechados (seg.); nUmero de entradas nos bragos abertos; nimero de entradas
nos bracos fechados; frequéncia de grooming (comportamento de autolimpeza) nos
bracos abertos; frequéncia de grooming nos bracos fechados; frequéncia de rearing
(animal em pé nas duas patas traseiras em uma postura vertical) nos bragos abertos;
frequéncia de rearing nos bracos fechados.

As comparacdes entre a idade dos animais (D28 x D49) e entre os tipos de
bracos (aberto x fechado) foram submetidas ao teste t, com p<0,05. As comparagdes
entre 0s grupos (GC x GM x GPM) foram submetidas 8 ANOVA de uma via, seguido
por Tukey, com p<0,05%.

RESULTADOS

Ao considerar o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados do
labirinto em cruz elevado, verificou-se que a idade dos filhotes teve interferéncia, sendo
que em D28 os animais permaneceram mais tempo nos bragos abertos que em D49,
independente do grupo (Tabela 1). Quanto ao efeito do protocolo de desmame,
observou-se que os filhotes submetidos ao desmame convencional permaneceram
menos tempo nos bragos abertos quando comparados aos filhotes que receberam musica
e/ou Pulsatilla (Tabela 2), comprovando que essas novas propostas de modelo de
desmame podem reduzir a ansiedade dos ratos. Em relacdo ao tipo de braco do aparato,
notou-se que os filhotes permaneceram mais tempo nos bracgos fechados que nos bragos
abertos (Tabela 3), independentemente da idade e do protocolo de desmame, o que é

esperado para a espécie.

Tabela 1 - Efeito da idade sobre o tempo de permanéncia (média + desvio padréo), em
segundos, nos bragos abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentado por
filhotes de ratos Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM)

ou com musica e Pulsatilla (GPM).

D28 D49 p
GC 789+12,7% 30,8+6,1° 0,032
Bragos Abertos
GM 90,6 £35,6° 435+228° 0,027

10



Musica classica, Pulsatilla e ansiedade

GPM 90,8 £23,2°2 52,5+389° 0,039
GC 221,1+12,7°b 262,9+86°2 0,047
Bragos
GM 209,4 + 35,6° 256,5+22,8° 0,041
Fechados
GPM 209,2 +23,2b 2475+389¢2 0,045

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

Tabela 2 - Efeito do desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com mdsica e
Pulsatilla (GPM) sobre o tempo de permanéncia (média + desvio padrao), em segundos,
nos bracos abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentado por filhotes de

ratos Wistar.

GC GM GPM P

D28 Bracos abertos 78,9+12,7° 90,6 £35,62 90,8 £23,22 0,040
Bracos fechados 221,1+12,7% 209,4 +35,6° 209,2 +23,2° 0,048

. Bragos abertos 30,8 +6,1° 435+228% 52,5+ 38,92 0,033
Bragos fechados 262,9 + 8,62 256,5 + 22,8 ® 2475+ 389" 0,037

Letras minGsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: O autor (2020).

Tabela 3 — Efeito do brago aberto ou fechado do labirinto em cruz elevado sobre o
tempo de permanéncia (média + desvio padrdo), em segundos, apresentado por filhotes
de ratos Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com
musica e Pulsatilla (GPM).

Bracos abertos Bracos fechados p
D28 78,9+12,7° 221,1+12,7° 0,019
¢ D49 30,8+6,1° 2629+86° 0,012
oM D28 90,6 + 35,6 ° 209,4+356° 0,022
D49 435+228° 256,5+22,8% 0,028
D28 90,8 +23,2° 209,2£232% 0,026
GPM D49 52,5+38,9°" 2475+38,9% 0,031

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

Ao verificar a frequéncia de entradas nos bracos abertos ou fechados do labirinto
em cruz elevado, observou-se que a idade dos filhotes ndo causou interferéncia no grupo

de filhotes submetido ao desmame convencional, todavia nos animais submetidos ao
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desmame com musica com ou sem Pulsatilla houve reducdo na frequéncia de entradas
em D49 (Tabela 4), evidenciando que ao entrar em um dos bracos os animais
permaneciam mais tempo nos mesmos. Quanto ao protocolo de desmame, em D28 nao
se verificou diferencas, mas em D49 a frequéncia de entradas nos bragos abertos de GC
foi maior que GPM, enquanto nos bragos fechados GM foi maior que GPM (Tabela 5).
Em relacdo ao tipo de braco do labirinto, ndo houve diferenca na frequéncia de entradas
independentemente do grupo ou idade (Tabela 6).

Tabela 4 - Efeito da idade sobre a frequéncia de entradas (média + desvio padrdo) nos
bracos abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de
ratos Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com
musica e Pulsatilla (GPM).

D28 D49 p

GC 6,2+12¢% 55+08¢% 0,061

Bracos Abertos GM 6,8+252 48+25P 0,047
GPM 66+19°2 39+28" 0,042

GC 6,3+0,8% 49+16°% 0,058

Bragos
GM 69+24°2 52+26" 0,048
Fechados

GPM 6,6+20°2 43+27" 0,045

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

Tabela 5 - Efeito do desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com mdsica e
Pulsatilla (GPM) sobre a frequéncia de entradas (média + desvio padrdo) nos bracos
abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de ratos
Wistar.

GC GM GPM p
D28 Bracos abertos 6,2+12°% 6,8+25% 66+19% 0,112
Bracos fechados 6,3+0,82 6,9+24% 6,6+20¢% 0,136
. Bracos abertos 55+0,82 48+25® 39+28° 0,042
Bragos fechados 49+16% 52+26°2 43+£27° 0,044

Letras minGsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: O autor (2020).

Tabela 6 — Efeito do brago aberto ou fechado do labirinto em cruz elevado sobre a

frequéncia de entradas (média + desvio padréo) apresentada por filhotes de ratos Wistar
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submetidos ao desmame convencional (GC), com mdsica (GM) ou com musica e
Pulsatilla (GPM).

Bracos abertos Bracos fechados p

oC D28 6,2+12°% 6,3+08% 0,204
D49 55+08¢% 49+16° 0,189
oM D28 6,8+25% 69+24¢% 0,202
D49 48+25° 52+26°% 0,178
D28 6,6+19° 6,6+20° 0,320

GPM
D49 39+28¢% 43+27°2 0,266

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

A frequéncia de grooming ndo variou em relacdo a idade dos animais (Tabela 7),
protocolo de desmame (Tabela 8) ou tipo de brago do labirinto em cruz elevado (Tabela
9).

Tabela 7 - Efeito da idade sobre a frequéncia de grooming (média + desvio padrdo) nos
bracos abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de
ratos Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com
mausica e Pulsatilla (GPM):

D28 D49 p
GC 0 0,1+0,3% 0,980
Bragos Abertos GM 0® 0® 1,0
GPM 0 0,1+05¢% 0,922
GC 05+0,7°2 0,2+04°% 0,768
Bracos
GM 0,8+0,7°2 0,3+04°% 0,844
Fechados
GPM 1,1+10°2 08+1,3% 0,692

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

Tabela 8 - Efeito do desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com mdsica e
Pulsatilla (GPM) sobre a frequéncia de grooming (média + desvio padrdo) nos bracos
abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de ratos

Wistar.

GC GM GPM D
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Bracos abertos 02 02 02 1,0
D28 Bracos fechados 0,5+0,72 08+0,7% 1,1+£1,0°2 0,641
D49 Bracos abertos 0,1+0,3% 02 0,1+0,5¢ 0,855

Bracos fechados 02+04¢% 0,3+04¢% 08+13% 0,810

Letras minGsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: O autor (2020).

Tabela 9 — Efeito do brago aberto ou fechado do labirinto em cruz elevado sobre a
frequéncia de grooming (média + desvio padrdo) apresentada por filhotes de ratos
Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com musica e
Pulsatilla (GPM).

Bracos abertos Bracos fechados p

oC D28 0® 050,72 0,860
D49 0,1+0,3? 02+042 0,799
D28 0® 0,8+0,7% 0,844

GM
D49 0® 03+04°% 0,736
D28 0® 1,1+1,0° 0,912

GPM
D49 0,1+05% 08+1,3% 0,891

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

A frequéncia de rearing ndo variou em relacdo a idade dos animais (Tabela 10)
ou protocolo de desmame (Tabela 11). Entretanto, a frequéncia de rearing foi

significativamente maior nos bracos fechados (Tabela 12).

Tabela 10 - Efeito da idade sobre a frequéncia de rearing (média + desvio padrdo) nos
bracos abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de
ratos Wistar submetidos ao desmame convencional (GC), com mdsica (GM) ou com
musica e Pulsatilla (GPM).

D28 D49 p
GC 0,1+0,3% 02 0,866

Bragos Abertos GM 02+04° 0 0,680
GPM 06+082 0,2+05° 0,745

Bracgos GC 21,1+4,0% 176342 0,078
Fechados GM 256+9,6° 20,8 +6,4° 0,114
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GPM 23,7+51% 21,1+83% 0,058

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

Tabela 11 - Efeito do desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com musica e
Pulsatilla (GPM) sobre a frequéncia de rearing (média + desvio padrdo) nos bragos
abertos ou fechados do labirinto em cruz elevado apresentada por filhotes de ratos
Wistar.

GC GM GPM p
D28 Bracos abertos 0,1+0,3% 02+04¢% 06+08¢% 0,350
Bracos fechados 21,1+4,0¢% 256+9,6°2 23,7+5,1°2 0,444
Bracos abertos 0 0 02+05% 0,816
p4s Bracos fechados 176342 20,8+6,4° 21,1+8,3% 0,654

Letras minGsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica por ANOVA de uma via seguido

pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte: O autor (2020).

Tabela 12 — Efeito do braco aberto ou fechado do labirinto em cruz elevado sobre a
frequéncia de rearing (média + desvio padrdo) apresentada por filhotes de ratos Wistar
submetidos ao desmame convencional (GC), com musica (GM) ou com mdsica e
Pulsatilla (GPM).

Bracos abertos Bracos fechados p

oC D28 0,1+0,3" 21,1+4,0° 0,028

D49 0°b 176+34°2 0,042
oM D28 02+04 256+9,6° 0,029

D49 0P 20,8+6,4° 0,045

D28 0,6+0,8" 23,7+5,1% 0,027
GPM

D49 0,2+0,5" 21,1+8,3% 0,019

Letras mindsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Fonte: O
autor (2020).

DISCUSSAO

Os resultados revelaram que a idade dos filhotes interferiu no tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados, sendo que em D28 os animais
permaneceram mais tempo nos bracos abertos que em D49, independentemente do

grupo. E correto dizer que o aumento da idade favorece o aumento nos niveis de
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comportamentos associados a ansiedade, caracterizado pela diminuicdo dos indices de
atividade motora, evidenciada pela diminuicdo de entradas e permanéncia nos bragos
abertos e fechados (PINTO et al., 2012).

Os resultados do experimento sugerem que 0Ss novos protocolos de desmame
foram eficazes para reduzir os comportamentos associados a ansiedade dos ratos, visto
que os filhotes que receberam musica classica e/ou Pulsatilla permaneceram mais tempo
nos bragos abertos quando comparados aos filhotes submetidos ao desmame
convencional. Pellow et al. (2005) afirmam que o aumento no tempo e numero de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado indica que estimulos
ansioliticos sdo eficientes para bloquear respostas de medo e ansiedade.

Animais mais ansiosos evitam entradas frequentes nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado em relacdo aos animais menos ansiosos (PINTO et al., 2012).
Treit et al. (1993) observaram que os ratos submetidos a tratamento com ansiolitico
apresentam significativamente mais atividade nos bragos abertos quando comparados
aos animais n&o tratados.

Os filhotes permaneceram mais tempo nos bragos fechados que nos bracos
abertos, independentemente da idade e do protocolo de desmame, concordando com
Montgomery (1958), Treit et al. (1993) e Estanislau (2012), que demonstraram que
quando expostos a um labirinto elevado, os ratos preferem explorar ambientes fechados
a ambientes abertos, independentemente do grau de ansiedade dos animais. Esse
comportamento demonstra que a exposi¢cdo a novos estimulos pode evocar o impulso de
medo e minimizar o impulso exploratério (MONTGOMERY, 1958) desencadeado pelo
evento de “conflito de aproximagdo-esquiva” do animal diante do ambiente
desconhecido somado a tendéncia natural de esquiva em relagcdo a regides abertas
(PINTO et al., 2012) e portanto, h4& mais comportamento de prevencdo aos bragos
abertos.

Um experimento realizado com 969 animais demonstrou que, mesmo diante da
variabilidade entre linhagens e espécies de ratos estudadas, 57% do total dos animais
buscou bracos fechados como primeiro sitio de escolha ap6s o inicio do teste, enquanto
34% do total buscou primeiro os bragos abertos e o restante, 6% do total, permaneceu

na area central por todo o periodo de laténcia do teste (PINTO et al., 2012).
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A idade, o protocolo de desmame e o tipo de brago do labirinto em cruz elevado
ndo interferiram na frequéncia de grooming dos animais. O comportamento de
autolimpeza tem funcdo de cuidar e proteger o corpo, porém, sua ocorréncia pode ser
mais bem explicada quando considerado o contexto em que 0s animais se encontram
(ESTANISLAU, 2012). De acordo com Nin et al. (2012) e Estanislau (2012), a
avaliacdo de grooming é uma ferramenta valiosa para detectar comportamentos ansiosos
em ratos, sendo que animais tratados com ansioliticos desenvolvem menos
comportamentos de higiene.

O grooming pode ser induzido pela exposicdo a novidade ou agentes estressores,
visto que os ratos apresentam mais atividades de limpeza em relagdo ao controle
(ESTANISLAU, 2012). Da mesma forma, ha mais atividade de limpeza em ratos que
apresentam baixa exploragdo nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
(ESTANISLAU et al. 2011). No entanto, nem todos os autores relacionam grooming e
ansiedade, o que é possivel observar em Cruz et al. (1994) e Setem et al. (1999), os
quais ndo observaram diferencas significativas em nenhum de seus experimentos. Nao
obstante, Song et al. (2016) sugerem que o grooming ocorre em condi¢fes normais
como um comportamento de manutencdo, que pode se tornar mais longo ou mudar sob
condigOes de estresse relativamente leve e pode ser inibido por estados de estresse
extremo. E dificil atribuir significado a esse fator, visto que n&o foi afetado em nenhuma
das variaveis.

A frequéncia de rearing ndo variou em relagdo a idade e protocolo de desmame
dos animais. No entanto, aumentou significativamente nos bracos fechados em relagdo
aos bracos abertos. O rearing é considerado um comportamento exploratorio (ESPEJO,
1997) e um marcador de novidade (HO et al. 2002) e tem sido utilizado como um
indicador de ansiedade (ENNACEUR, 2014). Reducdes no nimero de rearing tem sido
interpretadas como respostas ao aumento nos niveis de ansiedade e ocorre
principalmente nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado (ENNACEUR, 2014).

No experimento de Cruz et al. (2010), a exposi¢cdo de camundongos a musica
classica ndo diferiu estatisticamente no tempo de permanéncia e entradas nos bracos
abertos e fechados, ndo caracterizando efeito ansiolitico. No entanto, houve uma
diminuicdo significativa no tempo de permanéncia nos bracos fechados e no tempo de

permanéncia no quadrante central do labirinto e uma diminuicdo nos eventos de
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grooming e atividade explorat6ria. Ja no estudo de Cruz et al. (2011), a exposicdo a
masica proporcionou aos ratos um melhor enfrentamento de situacGes aversivas e uma
reducdo nos niveis de ansiedade dos animais.

Um estudo investigou a influéncia da Sonata de Mozart no comportamento de
ratos em desenvolvimento e concluiu que seu efeito interferiu de forma positiva nos
animais. A presenca da mdusica influenciou no tempo de permanéncia dos bracos abertos
do LCE, com diferenca significativa para a variavel idade (SAMPAIO, 2015), o que
corrobora com os dados do presente estudo. Além disso, um estudo mostrou que ratos
Wistar expostos a Sonata de Mozart desde o inicio da vida tiveram aumento
significativo no contetdo de fator neurotréfico do cérebro (MARZBAN et al., 2011). O
fator neurotr6fico do cérebro possui papel fundamental na sobrevivéncia neural,
diferenciacdo e organizacdo do cérebro e formacdo e atividade sinaptica (LEE & SON,
2009), onde atua como estimulador de aprendizagem e processo de memoria
(ARANCIO & CHAO, 2007). Na investigacdo de Morais et al. (2018) os estimulos
auditivos aumentaram os niveis de dopamina e de serotonina dos ratos Wistar, ambos
ligados ao prazer, recompensa e controle motor.

Em humanos, a apreciacdo musical esta bem documentada (CRUZ et al., 2011) e
seu uso terapéutico tem crescido devido ao seu beneficio (UGUR et al., 2016). Em
idosos, a musica é capaz de aumentar o sentimento de independéncia e o incremento de
autoconfianca (UGUR et al., 2016), além de reduzir escores de depressao (CHAN et al.,
2009). A exposicdo a musica de harpa pode reduzir significativamente os niveis de
cortisol de neonatos prematuros mantidos em Unidade de Terapia Intensiva
(CALAMITA et al., 2016). Em recém nascidos prematuros mantidos em incubadoras, a
exposicdo a musica auxilia na estabilizacdo dos niveis de saturacdo de oxigénio e na
reducdo da perda de peso, reforca o aprendizado do ato de sugar e contribui para a
reducdo de dias de hospitalizacdo (JUNIOR, 2018). Em autistas, a musica contribui com
a capacidade de concentracdo e de interagdo com outras pessoas, promovendo o
desenvolvimento de habilidades sociais e de comunicagcdo (WAN et al., 2010). No
cérebro, pode induzir ondas alfa que causam relaxamento e levam a liberagdo de
endorfina, que esta associada com a diminuicdo da frequéncia cardiaca e da pressdo

arterial (BERNATZKY et al., 2011). Em procedimentos médicos como cirurgias, que
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causam estresse e ansiedade, a musica pode ser utilizada como um coadjuvante para
reduzir a percepcao da dor (BERNATZKY et al., 2011).

A musica pode atuar como adjuvante para melhorar a eficacia de tratamentos de
ansiedade. Embora a apreciagdo musical esteja bem documentada em humanos, ha
divergéncias significativas na literatura sobre ela se estender a outros individuos do
reino animal (CRUZ et al., 2011). O trabalho para responder essa questdo mal comegou.
Considerando o enorme potencial que a mausica oferece, hd uma necessidade de
desenvolver mais estudos que repliqguem os protocolos de trabalhos existentes para
investigar melhor seus efeitos sobre 0s comportamentos ansiosos dos animais.

Observou-se que os resultados dos grupos tratados com masica com ou sem
Pulsatilla mantiveram a mesma tendéncia, com excecdo da frequéncia de entradas nos
bracos do labirinto em D49. Esse achado sugere que a Pulsatilla tenha sido efetiva para
reduzir a ansiedade de filhotes de ratos Wistar submetidos ao desmame, corroborando
PRABHU et al. (2012) que verificaram que a Pulsatilla reduziu a ansiedade de
camundongos ao ser comparada com um farmaco ansiolitico padréo. Por outro lado, em
um estudo retrospectivo, Pilkington et al. (2006) n&o encontraram evidéncias suficientes
para afirmar que esse medicamento homeopatico pudesse beneficiar pacientes com

transtornos de ansiedade.

CONCLUSOES

A musica classica e a Pulsatilla reduzem a ansiedade de filhotes de ratos Wistar
submetidos ao desmame. Todavia, mais estudos com musica classica e com Pulsatilla
devem ser realizados para determinar novos protocolos que melhorem ainda mais o
bem-estar de filhotes de ratos Wistar na fase de desmame, a fim de que o rato adulto ndo

seja influenciado por fatores de estresse vividos na primeira infancia.
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