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RESUMO

Todos os anos sao produzidos milhdes de ratos em biotérios para servirem como
modelo animal em pesquisas cientificas. Antes de serem encaminhados aos
laboratérios para experimentagao, os filhotes passam pelo processo de desmame,
amplamente conhecido como um gerador de estresse e de ansiedade. Estudos
mostraram que o enriquecimento ambiental com musica é eficaz na redugdo do
estresse e da ansiedade em seres humanos e em animais. Nesse contexto, o objetivo
deste estudo foi avaliar se o enriquecimento ambiental com musica e diferentes
tempos de exposicdo poderiam minimizar o estresse e a ansiedade de ratos Wistar
na fase do desmame. Para isso, foram utilizados noventa filhotes que permaneceram
com as maes até o 21° dia de vida (D21), quando ocorreu o desmame, seguido da
separacao dos filhotes por sexo. As ninhadas foram aleatoriamente distribuidas em
trés grupos: Controle (C), onde os filhotes receberam somente manejo convencional;
Musica 4h (M4), onde os filhotes foram expostos a musica (50 dB) por quatro horas
diarias (19h00 as 23h00); e Musica 8h (M8), onde os filhotes foram expostos a musica
(50 dB) por oito horas diarias (19h00 as 03h00). Os niveis de estresse foram avaliados
através da analise das fezes dos ratos utilizando a técnica ELISA enquanto a
ansiedade foi avaliada por meio do labirinto em cruz elevado nos dias D28 e D42. Os
resultados indicaram que a exposi¢ao a musica durante quatro horas diarias foi eficaz
na reducao dos niveis de estresse durante a fase de desmame (p=0,0941), enquanto
a exposi¢cado por oito horas diarias foi mais efetiva a partir do 28° dia de vida
(p=<0,0001). Além disso, a musica mostrou-se efetiva na redugdo da ansiedade,
sendo que a exposi¢cdo por oito horas diarias apresentou vantagens em relagdo a
quatro horas diarias de musica no 28° dia de vida, mas ambos os tempos tiveram
efeitos similares no 42° dia de vida. Concluiu-se que o uso da musica como
enriquecimento ambiental mostrou-se eficaz para reduzir o estresse e a ansiedade em
filhotes de ratos Wistar durante o desmame, com efeitos que se estendem até a fase
adulta.

Palavras-chave: Ansiedade. Bem-estar. Enriquecimento ambiental. Metabdlitos de
glicocorticoides. Musicoterapia. Separagao materno filial.



ABSTRACT

Every year millions of rats are produced in bioteriums to serve as animal models
in scientific research. Before they are being sent to laboratories for experimentation,
puppies go through the weaning process, widely known as a generator of stress and
anxiety. Studies have shown that environmental enrichment with music is effective in
reducing stress and anxiety in humans and animals. In this context, the aim of this
study was to evaluate whether environmental enrichment with music and different
exposure times could minimize stress and anxiety in Wistar rats during the weaning
phase. For this, ninety pups were used, which remained with their mothers until the
21st day of life (D21), when the weaning occurred, followed by pups’ separation by
sex. Litters were randomly distributed into three groups: Control (C), where the pups
received only conventional handling; the second group named Music 4h (M4), where
the pups were exposed to music (50 dB) for four hours a day (7:00 pm to 11:00 pm);
the third group called Music 8h (M8), where the pups were exposed to music (50 dB)
eight hours per day (7:00 pm to 3:00 am). Stress levels were assessed by analyzing
fecal corticoids by enzyme immunoassay (ELISA) technique, while anxiety was
assessed by means of the elevated plus maze on days D28 and D42. Results indicated
that exposure to music for four hours a day was effective in reducing stress levels
during the weaning phase (p=0,0941), while exposure for eight hours a day was more
effective after the 28th day of life (p=<0,0001). Furthermore, music proved to be
effective in reducing anxiety, and exposure for eight hours a day had advantages over
four hours a day of music on the 28th day of life, but both times had similar effects on
the 42nd day of life. It was concluded that the use of music as an environmental
enrichment was effective in reducing stress and anxiety in Wistar rat pups during
weaning, which effects extend into adulthood.

Keywords: Anxiety. Welfare. Environmental enrichment. Glucocorticoid metabolites.
Music therapy. Filial maternal separation.
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1 INTRODUGAO

Os ratos desempenham um papel fundamental para o avanco cientifico e, para
suprir a demanda dos pesquisadores, milhdes de filhotes sdo produzidos todos os
anos. E padrao realizar o desmame dos filhotes de ratos aos 21 dias de vida,
juntamente com a separacao por sexo (SANTOS, 2002). Estudos tém indicado que o
desmame pode gerar altos niveis de estresse e isso pode resultar em ansiedade
nesses animais, inclusive na vida adulta (CALDIJ et al., 2000; DIAZ et al., 2022).

O enriquecimento ambiental € uma técnica que busca tornar o ambiente de
animais cativos mais dinamico, complexo e menos previsivel (NEWBERRY, 1995) e
essa estratégia tém sido associada a melhorias no bem-estar animal, na fungao
cognitiva e na capacidade de lidar com o estresse (CASTRO, 2022). Para isso, podem
ser aplicadas técnicas de enriquecimento ambiental do tipo alimentar, cognitivo, fisico,
sensorial e social (NEWBERRY, 1995). Uma das possibilidades € o emprego da
musica, que tem como objetivo estimular a audicdo dos animais e potencialmente
reduzir seus niveis de estresse e de ansiedade (WELLS, 2009).

A possibilidade de reduzir o estresse e a ansiedade nos filhotes de ratos
durante o processo de desmame e, talvez, minimizar o estresse e a ansiedade e
melhorar o bem-estar desses animais na vida adulta pode contribuir para a qualidade
de vida nos biotérios. E importante ressaltar que a técnica empregada nzo interferira
em futuras pesquisas. O uso de enriquecimento ambiental pode ser uma abordagem
promissora para alcancar esse objetivo, mas €& fundamental realizar estudos

controlados para avaliar os efeitos reais sobre o estresse e a ansiedade nos filhotes.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi avaliar se o enriquecimento ambiental com
musica minimiza o estresse e a ansiedade de filhotes de ratos Wistar na fase do
desmame.

Para isso, definiu-se os seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar se a musica minimiza o estresse e a ansiedade dos filhotes de ratos Wistar
na fase do desmame.
b) Avaliar se o tempo de exposi¢cdo dos ratos a musica influencia no estresse e na

ansiedade dos filhotes de ratos Wistar na fase do desmame.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A realizagéo desse trabalho se justifica pela imensa quantidade de filhotes de
ratos e camundongos que sao produzidos todos os anos para serem utilizados em
pesquisas cientificas. Esses animais sdo desmamados antes de serem encaminhados
aos laboratorios onde os estudos s&o desenvolvidos. A possibilidade de reduzir os
efeitos deletérios ocasionados pelo estresse e pela ansiedade justifica-se por si s6
devido ao ganho de bem-estar desses milhdes de individuos. Adicionalmente, pode-
se beneficiar os resultados das futuras pesquisas nas quais esses individuos serao
utilizados, pois sem alteracbes que potencialmente afetam as vias de

neurotransmissao, os resultados dos estudos poder&o ser mais fidedignos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A UTILIZACAO DE RATOS WISTAR EM PESQUISAS CIENTIFICAS

Uma das espécies mais utilizadas nas pesquisas cientificas € o Rattus
novergicus, da linhagem Wistar. A espécie € um atraente modelo para a pesquisa
devido ao seu pequeno porte, ciclo biolégico curto, baixo custo de criagcéo e alto grau
de similaridade genética com os seres humanos (MATTARAIA & MOURA, 2012). Para
que os ratos utilizados nas pesquisas sejam saudaveis, a criagdo ocorre em um
ambiente apropriado, denominado biotério. Ha diferentes categorias de biotérios,
sendo a maior parte deles caracterizada como convencional, na qual se preconiza a
sanidade, mas ndo ha nenhum tipo de barreira especial (POLITI et al., 2008).

Para atender a demanda das pesquisas, nos biotérios de criacdo ocorre a
reproducao dos animais. Apds o acasalamento, a gestagcao de uma fémea leva de 19
a 21 dias, quando geralmente nascem de 7 a 12 filhotes por matriz. Aos 21 dias de
vida, ocorre o desmame, quando os filhotes sdo separados das suas maes e, no
momento, ocorre a sexagem para que seja possivel separar os filhotes machos das
fémeas (SANTOS, 2002).

2.2 DESMAME



14

O desmame é um dos eventos mais importantes na fase inicial da vida e pode
ter influéncias duradouras no comportamento dos individuos adultos (CALDIJ et al.,
2000; DIAZ et al, 2022). Durante o periodo neonatal, a mae-rato exerce
comportamentos intensos como cuidar e lamber os filhotes. A privagdo materna nos
10 primeiros dias dos filhotes esta associada ao aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade na idade adulta. Além disso, o desmame precoce pode
aumentar as respostas autonémicas relacionadas ao estresse, como alteragdes na
frequéncia cardiaca e na temperatura corporal, além de aumentar os niveis de
ansiedade em respostas comportamentais e endécrinas (CHAMPAGNE et al., 2003;
ITO et al., 2006; SOUZA et al., 2022).

Um estudo realizado por Caldij et al. (2000) demonstrou que o contato entre
mae e filhote de ratos recém nascidos reduziu o medo na presencga de estimulos novos
e, na vida adulta, esses animais apresentaram uma maior propensao para explorar
novos ambientes em comparag&do aos grupos que foram separados de suas maes.
Além disso, Kanari et al. (2005) constataram 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 significativo
no desenvolvimento dos filhotes, principalmente no que se refere aos comportamentos
relacionados ao estresse e a ansiedade. Os eventos iniciais da vida também podem
influenciar na expressao do medo na idade adulta que, por sua vez, afetam as

respostas comportamentais ao estresse.

2.3 ESTRESSE E ANSIEDADE

O estresse é uma resposta do organismo a uma ameaga ou estimulo nocivo
que pode resultar em desconforto ou consequéncias danosas a saude (CREEL, 2001;
OKU et al., 2015). No inicio do século XX, os médicos fisiologistas Walter Bradford
Cannon (1871-1945) e Hans Hugo Selye (1907-1982) foram pioneiros ao tentar
estabelecer as bases iniciais para o campo da pesquisa sobre o estresse. O Dr. Selye
elucidou o papel endécrino dos glicocorticoides na fisiologia do estresse e observou
que eventos estressantes poderiam levar a sindrome de adaptagdo e possiveis
patologias (SELYE, 1956). A resposta fisioldégica ao estresse pode ser avaliada pelo

aumento na secregao de horménios esteroides, como o cortisol e a corticosterona,
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que sao glicocorticoides bem caracterizados (CREED, 2001). Em roedores, a
corticosterona é o principal glicocorticoide e pode ser medida no sangue, fezes, urina
ou saliva dos animais. Entre as técnicas disponiveis para essa avaliacao, destaca-se
o Enzyme Linked Immunone Sorbent Assay (ELISA), que se mostra eficaz na medi¢cao
dos niveis de corticosterona (LEENAARS et al., 2020).

A ansiedade € uma emoc¢ao semelhante ao medo, mas diferente dele, nao se
origina de uma ameaca definida (CAMPOS, 2013). Existe um potencial fator de risco
para a ansiedade relacionado a exposi¢ao precoce ao estresse, como apontado por
Lahdepuro et al. (2019). Essa condi¢ao pode se manifestar de forma psicoldgica,
fisiologica ou comportamental (FREITAS, 2011). A ansiedade dos roedores pode ser
avaliada por meio de diversos aparatos, 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). O aparelho é suspenso acima do nivel do chdo e é composto por dois
bracos fechados opostos perpendicularmente por dois bragos abertos. Tais autores
descreveram a avaliagdo do comportamento de ansiedade baseados na propenséao
dos roedores para espacos escuros e fechados e um medo incondicional de altura e
de espacos desprotegidos. A permanéncia nos bragos abertos induz sinais fisioldgicos
de estresse (aumento da defecagao e dos niveis de corticosterona), enquanto animais
menos ansiosos aumentam a exploragao desses bragos (PELLOW et al., 1985; TREIT
et al., 1993, OJO & MOUZON, 2016).

O estresse e a ansiedade dos animais estdo intimamente relacionados com o
seu bem-estar. Broom e Kirkden (2004) afirmaram que situag¢des estressantes podem
prejudicar a capacidade do animal de se adaptar e, consequentemente, afetar

negativamente o seu bem-estar.

2.4 BEM-ESTAR ANIMAL

Ha um interesse cada vez maior da sociedade em relacdo ao bem-estar dos
animais (MOTA-ROJAS et al., 2018). A pesquisa com animais tem sido fundamental
para o avango cientifico, permitindo que as pessoas em todo o mundo desfrutem dos
seus beneficios (FESTING & WILKINSON, 2007).

Diante dessa crescente conscientizagdo, a comunidade cientifica mantém um

compromisso com os Principios de Russell-Burch (1959), também conhecidos como
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Principio dos 3R's (Reduction, Refinement and Replacement) (DISNER, 2019). Esses
principios s&o considerados importantes para todos os experimentos cientificos
envolvendo animais, pois visam reduzir, substituir e refinar o seu uso (STUART &
ROBINSON, 2015). O Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) estabelece normas relativas a utilizagcdo humanitaria de animais para fins
de ensino e pesquisa cientifica, bem como para a instalacdo e o funcionamento de
centros de criagdo, biotérios e laboratorios de experimentacdo (SBCAL, 2022). A
Resolugao Normativa n° 49 de 2021, por exemplo, torna obrigatoria a capacitacdo das
pessoas envolvidas em atividades que utilizam animais a fim de se garantir seu bem-
estar (BRASIL, 2021).

Ao longo dos anos, as diretrizes para avaliar o bem-estar animal passaram por
diversas modificagcbes (MELLOR, 2020). Historicamente, o bem-estar animal era
avaliado com base nas cinco liberdades, que incluiam a garantia de que o animal
estivesse (1) livre de fome e de sede, (2) livre de desconforto, (3) livre de dor, lesdo
ou doenga, (4) livre para expressar seu comportamento natural e (5) livre de medo e
angustia. Entretanto, novas estruturas foram desenvolvidas para melhorar o bem-
estar animal, incluindo (1) oportunidade para uma dieta bem equilibrada, (2)
oportunidade para automanutencdo, (3) oportunidade para a saude ideal, (4)
oportunidade para expressar comportamentos especificos da espécie e (5)
oportunidade para escolha e controle.

E importante ressaltar que a auséncia de indicadores negativos de bem-estar
nao garante que ele esteja preservado. Além disso, ha evidéncias que sugerem que
a diversidade comportamental possa ser um indicador positivo de bem-estar animal e
que esse bem-estar pode, complementarmente, ser avaliado por meio dos
glicocorticoides (MELLOR, 2020; MILLER, 2020).

2.5 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

No ambiente natural, os animais sdo expostos a uma ampla variedade de
estimulos sensoriais, mas em ambientes cativos, esses estimulos sdo comumente
mais pobres (WELLS, 2009). Na tentativa de melhorar o bem-estar dos animais em
ambientes cativos, pode-se implementar o enriquecimento ambiental, que consiste na
utilizagao de técnicas que tornam o ambiente mais complexo, dinamico e interessante

para os animais (NEWBERRY, 1995). Essa estratégia tem sido associada a melhorias
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no bem-estar animal, na fungao cognitiva e na resiliéncia ao estresse, impulsionadas
por alteragbes moleculares, celulares e fisiologicas (CASTRO, 2022).

Diversos estudos tém demonstrado que o enriquecimento ambiental € benéfico
em modelos animais de doencga de Parkinson (JUNGLING et al., 2017; Wl etal., 2018)
oferecendo efeitos neuroprotetores contra estimulos nocivos (HORVATH et al., 2013)
e danos na retina (DORFMAN et al., 2014; FLEITAS et al., 2019 ). Além disso, pode
prevenir o comprometimento cognitivo relacionado a idade e as consequéncias
adversas do estresse pré-natal (PATTEN et al., 2015). As técnicas de enriquecimento
ambiental devem incentivar comportamentos naturais das espécies e aumentar a
capacidade de lidar com desafios (WELLS, 2009). Essas técnicas podem ser divididas
em cinco grandes grupos: alimentar, cognitivo, fisico, sensorial e social (NEWBERRY,
1995).

2.5.1 Enriquecimento sensorial com musica

No enriquecimento ambiental do tipo sensorial sdo utilizadas técnicas que
estimulam os sentidos e, no que tange a audicdo, uma forma possivel é o emprego
de musica (WELLS, 2009). O poder da musica & conhecido ha milénios, mas sua
utilizagdo como terapia surgiu apds a primeira e segunda guerras mundiais, quando
se descobriu que poderia diminuir sensacdes de medo e melhorar respostas
fisiolégicas como a pressao arterial dos soldados feridos. Posteriormente, em 1944,
foi criado o primeiro programa formal de musicoterapia na Michigan State University e
em 1950 foi fundada a National Association for Music Therapy (SACKS, 2007).

Estudos realizados com animais humanos e ndo-humanos demonstraram que
a musica pode ter um impacto significativo na qualidade de vida dos envolvidos,
proporcionando sensacgdes de relaxamento, conforto e reducdo do estresse (NUNES
et al., 2002). Sabe-se que a musica tem a capacidade de reduzir a atividade do cértex
pré-frontal e do sistema limbico, tornando a audicdo mais agradavel, o que pode levar
a uma diminui¢ao da ativagao do giro cingulado anterior (MASATAKA & PERLOVSKY,
2012).

Em ambientes clinicos e hospitalares, a musica tem sido utilizada com sucesso
para reduzir niveis de estresse e ansiedade, pois promove relaxamento aos pacientes
(YAMASAKI et al., 2012). Em humanos, a apreciagao musical esta bem documentada

(CRUZ et al., 2011) e seu uso terapéutico tem aumentado devido aos seus beneficios
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(UGUR et al., 2016). Em idosos, a musica foi capaz de aumentar o sentimento de
independéncia e autoconfianga (UGUR et al., 2016) e reduzir os escores de depressao
(CHAN et al., 2009). Em neonatos prematuros mantidos em Unidade de Terapia
Intensiva, a exposicdo a musica reduziu significativamente os niveis de cortisol
(CALAMITA et al., 2016) e auxiliou na estabilizacdao dos niveis de saturagcado de
oxigénio, redugdo da perda de peso e contribuiu para a redugdo de dias de
hospitalizagdo de bebés mantidos em incubadoras (JUNIOR, 2018). Em autistas, a
musica foi utilizada para melhorar a concentragao e a interagdo com outras pessoas,
promovendo o desenvolvimento de habilidades sociais e de comunicagao (WAN et al.,
2010). No cérebro, pode induzir ondas alfa que levam ao relaxamento e a liberagao
de endorfina, que esta associada com a diminuigdo da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial (BERNATZKY et al., 2011). Em procedimentos médicos como
cirurgias, que causam estresse e ansiedade, a musica pode ser utilizada como um
coadjuvante para reduzir a percepgao da dor (BERNATZKY et al., 2011). Além disso,
foi capaz de melhorar a saturacao de oxigénio e reduzir significativamente a
ansiedade de pacientes hospitalizados por COVID 19 (GIORADANO et al., 2022).

Ha um numero crescente de investigagdes focadas na exploragéo do impacto
da estimulagdo sonora como um meétodo de enriquecimento ambiental para animais
em cativeiro, em laboratérios e para algumas espécies de animais de producdo. Os
estimulos auditivos podem oferecer beneficios aos animais ao romperem o siléncio
monétono do espago ou reduzindo ruidos repentinos que sao potencialmente
estressantes aos animais (CRUZ et al., 2011; CALAMITA et al., 2016).

Estudos demonstraram que a musica pode facilitar a redugcéo da resposta ao
estresse em animais, incluindo ratos, resultando em beneficios para o sistema
imunoldgico e reduzindo o desenvolvimento tumoral (NUNES et al., 2002). A utilizagéo
da musica na produgdo animal apresentou resultados significativos, como a
diminuicdo do estresse no manejo, tempo de ordenha e aumento na produgao leiteira,
tornando vacas menos reativas aos estimulos externos (CALAMITA et al., 2016). A
musica também influenciou o comportamento de porcas gestantes, fornecendo maior
relaxamento e redugdo de comportamentos estereotipados, também relacionados a
um melhor bem-estar (SILVA et al., 2017).

Estudos adicionais investigaram se a musica pode facilitar o comportamento
ludico em leitdes apds o desmame, onde a musica foi apresentada como um contexto

associado ao acesso a uma sala de jogos e os resultados confirmaram que a musica
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facilitou o comportamento e reduziu significativamente a incidéncia de injurias entre
os animais (JONGE et al., 2008). Além disso, a exposi¢ao de ratos Wistar a Sonata
de Mozart desde o inicio da vida resultou em um aumento significativo do conteudo
de fator neurotrofico do cérebro (MARZBAN et al., 2011), que tem papel fundamental
na sobrevivéncia neural, diferenciacdo e organizacdo do cérebro e formagao de
atividade sinaptica (LEE & SON, 2009), que atua como estimulador de aprendizagem
e processo de memoria (ARANCIO & CHAO, 2007).

Na investigagdo de Morais et al. (2018) os estimulos auditivos também
aumentaram os niveis de dopamina e serotonina em ratos Wistar, ambos ligados ao
prazer, recompensa e controle motor. E importante considerar que a musica apresenta
flutuagcdes nos niveis de som, frequéncia e tempo, capazes de induzir mudancas

fisioldgicas e comportamentais (CRUZ et al., 2011).

3 METODOLOGIA

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA INSTITUCIONAL

Esse estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Parana - Setor Palotina, sob protocolo numero
21/2021.

3.2 MODELO ANIMAL

O modelo biolégico utilizado foi o Rattus novergicus, da linhagem Wistar,
oriundo da produgao do Biotério Experimental de Roedores do Hospital Veterinario do
Setor Palotina da Universidade Federal do Parana. Os ratos foram mantidos em
caixas de polipropileno de 49x31x21cm, 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 ragdo comercial
peletizada, que atende as recomendagdes do NRC (1995) e NIH (2002) para a

espécie.
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3.3 GRUPOS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 90 filhotes de ratos Wistar selecionados aleatoriamente para
cada grupo experimental, sendo eles divididos em:

e C (controle, n=30): ndo houve nenhum tipo de manejo de enriquecimento
ambiental;

e M4 (musica por 4 horas, n=30): de D19 (19° dia de vida) a D42, os filhotes foram
submetidos ao enriquecimento ambiental com musica com ritmos suaves (50 dB)
por quatro horas diarias (das 19h00 as 23h00);

e M8 (musica por 8 horas, n=30): de D19 a D42, os filhotes foram submetidos ao
enriqguecimento ambiental com musica com ritmos suaves (50 dB) por oito horas
diarias (das 19h00 as 03h00).

Independentemente do grupo, foi mantido o manejo higiénico-sanitario e
nutricional supracitado e foi realizado o desmame no 21° dia de vida dos filhotes (D21),

sendo que nesse momento também houve a separacao dos filhotes conforme o sexo.

3.4 AVALIACAO DO ESTRESSE E DA ANSIEDADE

Para avaliar o nivel de estresse, de D19 a D42 foi realizada a coleta de fezes
dos filhotes. Os pellets de fezes depositados nas caixas foram recolhidos, colocados
em sacos plasticos, identificados de qual grupo e data eram provenientes e
armazenados em freezer. Ao término de todas as coletas, foi verificado o nivel de

corticosterona fecal por meio da técnica ELISA.
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FIGURA 1 - LEITOR DE PLACAS DE ABSORBANCIA UTILIZADO PARA AVALIAR O NiVEL DE
ESTRESSE POR MEIO DA CORTICOSTERONA FECAL DAS FEZES DE RATOS WISTAR

f T =
=

FONTE: O autor (2022).

Para a avaliacdo da ansiedade, nos dias D28 e D42, os filhotes foram
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Os filhotes foram colocados
no centro do labirinto, com a cabeca voltada para um dos bragos abertos e, durante
cinco minutos, foram avaliados: o tempo de permanéncia nos bragos abertos e
fechados (segundos); numero de entradas nos bragos abertos e fechados; frequéncia
de rearing (animal em pé nas duas pernas traseiras em uma postura vertical) nos
bracos abertos e fechados; frequéncia de grooming (comportamento de autolimpeza)
nos bragos abertos e fechados. Os paréametros do teste foram gravados por uma
camera filmadora e, posteriormente, todas as sessbdes foram assistidas por trés
pesquisadores cegos ao experimento. O resultado de cada variavel foi obtido a partir

da média calculada com base nos dados dos trés avaliadores.
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FIGURA 2 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO UTILIZADO PARA AVALIAR O NIVEL DE
ANSIEDADE DE RATOS WISTAR

cX: |
GR/AN: |
FILM:CONT RO

FONTE: O autor (2022).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram submetidos aos testes de normalidade,
homoscedasticidade e identificacao de outliers. Posteriormente, os dados relativos ao
estresse foram submetidos a ANOVA de uma via, seguido por Tukey. Para a
ansiedade, os dados relativos as comparagdes entre os grupos (C x M4 x M8) foram
submetidos a ANOVA de uma via, seguido por Tukey e as comparagdes entre as

idades dos animais (D28 x D42) foram submetidas ao teste t, com p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO ESTRESSE

Observou-se diferenga na concentracdo de corticosterona fecal. De forma
geral, o grupo controle (C) mostrou diferenga estatistica em relagéo aos grupos com
musica (M4 e M8). Os grupos com musica M4 e M8 também apresentaram diferencas

estatisticas entre si (Tabela 1).
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TABELA 1 - AVALIAGAO DO ESTRESSE POR MEIO DA MENSURAGAO DE CORTICOSTERONA
FECAL (MEIA : DESVIO PADRAO) DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO MANEJO
CONVENCIONAL (C), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM MUSICA POR 8h (M8)

Idade (dias) C M4 M8
D19 129432 Ab 126428 A2 127437 AP
D22 222+66 A2 127+28 Ba 196440 A2
D23 172450 Aab 114144 Ba 152440 Bab
D24 203448 A 127433 Ba 144450 Bab
D28 127456 AP 143+41 ha 126421 AP
D35 13771 Aab 154437 Aa 102431 BP
D42 154458 Aab 165164 A2 122442 AP

Letras mailsculas sobrescritas diferentes representam diferenga estatistica entre as colunas. Letras
minusculas sobrescritas diferentes representam diferenga estatistica entre as linhas. FONTE: O autor
(2023).

Ao considerar a idade dos filhotes, o nivel de corticosterona fecal variou bastante
em relagao aos grupos experimentados. Na Figura 1 € possivel observar que os filhotes
tiveram concentracdes de corticosterona semelhantes enquanto estavam aos cuidados
da méae.

Ja aos 22 dias de vida (D22), dia seguinte ao desmame, os filhotes do grupo C
e M8 obtiveram um aumento significativo dos niveis de corticosterona, reafirmando a
grande resposta ao estresse provocada pela separagdo de mée e filho. O grupo M4,
no entanto, ndo apresentou nenhum aumento.

No grupo com musica de 4h (M4) é possivel notar que o nivel de estresse é
mais estavel durante todos os dias, inclusive no dia do desmame, visto que nao
apresenta diferenca estatistica em nenhum dos dias avaliados.

No grupo com musica por 8h (M8) é possivel notar que também houve um pico
de estresse no D22 com relacdo ao D19, mostrando que a musica nao foi capaz de
amenizar o estresse apos o desmame dos filhotes. No entanto, vale ressaltar que,
diferente do grupo controle, a partir do D28 houve uma reducéo significativa do

estresse em relacédo ao D22.
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FIGURA 3 - NIVEIS DE CORTICOSTERONA FECAL APRESENTADO POR RATOS WISTAR
SUBMETIDOS AO DESMAME CONVENCIONAL (C), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM MUSICA
POR 8h (M8)

300
|

mC | M4 B M8

19 22 23 24 28 35 42

Dias de Vida
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Corticosterona Fecal (ng/g)
100 150
l l

50
|

FONTE: O autor (2023).

4.2 AVALIACAO DA ANSIEDADE

Ao avaliar a Tabela 2, é possivel observar diferencas estatisticas entre os

grupos e em relagéo aos dias de aplicagéo do LCE.

TABELA 2 - AVALIACAO DA ANSIEDADE APRESENTADA POR RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO APOS MANEJO CONVENCIONAL (C), COM MUSICA POR 4h (M4)
E COM MUSICA POR 8h (M8)

Grupos D28 D42 p
A_ C 9030 A 87156 Aa 0,902
Permanéncia M4 101429 4e 04+23 A 0.346
Bracos Abertos ’
M8 90425 Aa 66+30 B 0,015
o C 210430 Aa 213456 Aa 0,902
Brze;?igi?ggos M4 199429 Aa 206423 Aa 0,346
¢ M8 210425 Ba 234430 Aa 0,015
C 6312 Aa 58136 Al 0,563
Brag‘:ﬁgz o M4 6.3+17 A 6,6422 Aa 0.378
M8 504172 Aa 57428 Aa 0735
C 65414 Aa 574372 Aa 0.344
Entrada M4 6.8+1,2 A 6,612 Ao 0,689
Bragos Fechados S ’ ’
M8 58414 Aa 58425 Aa 0,968
, C 084114 Aa 2121 Aa 0,091
Rearing M4 0,31+1,3 Aa 0,33+0,76 Ab 0,144
Bracos Abertos ’ ' ’ ’ ’
M8 12416 4 0.81+1,7 A 0.106
, c 27440 Aa 1744 Aa 0918
Brag;eﬁggﬁa do M4 16446 A 16455 Aa 0746
M8 1946 Aa 22415 Aa 0,466

C 00 #a 00 %@ 1
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Grooming M4 0+0 "a 00 #a 1
Bragos Abertos M8 0+0 Ae 0+0 Aa 1
. C 1,540,76 Aa 0,94+0,91 Ba 0,034
Bragsoggﬁg dos M4 1,441,4 A 140,04 A 0,143
M8 1,340,68 A2 1,4+1,3 Aa 0,232
Defecacao C 2,4+1,9 A2 0,75+1,7 Ba 0,028
Bracos Abertos e M4 1,8+1,8 Aa 1,2+1,8 Aa 0,218
Fechados M8 3,3+2,4 Aa 0,5+0,97 Ba 0

Letras mailsculas sobrescritas diferentes representam diferenga estatistica entre as colunas. Letras
minusculas sobrescritas diferentes representam diferenca estatistica entre as linhas. FONTE: O autor
(2023).

Ao considerar o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Figura 2), verificou-
se que o protocolo de desmame n&o causou alteracbes em D28 e em D42. Quanto a
idade, verificou-se que houve interferéncia no grupo M8, sendo que em D28 os
animais permaneceram mais tempo nos bracos abertos que em D42.

Nos bracgos fechados, o protocolo de desmame nao causou alteragdes em D28
e em D42. Quanto a idade, verificou-se que houve interferéncia no grupo M8, sendo
que em D28 os animais permaneceram menos tempo nos bracos fechados que em
D49.

Em relacdo ao tipo de brago do aparato, notou-se que os filhotes
permaneceram mais tempo nos bragos fechados que nos bragcos abertos,
independentemente da idade e do protocolo de desmame, 0 que € esperado para a

espécie.

FIGURA 4 — EFEITO DO MANEJO CONVENCIONAL (C), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM
MUSICA POR 8h (M8) SOBRE O TEMPO DE PERMANENCIA NOS BRACOS ABERTOS E
FECHADOS DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO APRESENTADO POR RATOS WISTAR

300
|

17 = C = M4 m M8

= C = M4 = M8

80 100 120 140
200
|

40
|

50

Permanéncia nos Bragos Abertos (seg.)
20

Permanéncia hos Bragos Fechados (seg.)
150
1

28 42 28 42

Dias de Vida Dias de Vida

FONTE: O autor (2023).
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Ao verificar a frequéncia de entradas nos bragos abertos e fechados do labirinto
em cruz elevado (Figura 3), observou-se que o protocolo de desmame e a idade nao
causaram diferengas significativas em D28 e em D42.

Em relacao ao tipo de braco do labirinto, ndo houve diferenga na frequéncia de

entradas, independentemente do grupo ou idade.

FIGURA 5 - EFEITO DO MANEJO CONVENCIONAL (GC), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM
MUSICA POR 8h (M8) SOBRE O NUMERO DE ENTRADAS NOS BRACOS ABERTOS E FECHADOS
DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO APRESENTADO POR RATOS WISTAR

10

m C = M4 = M8 m C = M4 = M8

Entrada nos Bragos Abertos
Entrada nos Bragos Fechados

28 42 28 42

Dias de Vida Dias de Vida

FONTE: O autor (2023).

Nos bragos abertos, a frequéncia de rearing (Figura 4) n&o variou em relagao
ao protocolo de desmame em D28. Ja em D42, o grupo C obteve frequéncia
significativamente maior que M4 e M8. Quanto a idade, ndo se observaram alteragdes.

Entretanto, nos bragos fechados o protocolo de desmame e a idade
mantiveram-se iguais em D28 e em D42.

Quanto ao tipo de brago do LCE, notou-se que a frequéncia de rearing foi maior
nos bracos fechados que nos bragos abertos, independentemente da idade e do

protocolo de desmame.
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FIGURA 6 - EFEITO DO MANEJO CONVENCIONAL (GC), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM
MUSICA POR 8h (M8) SOBRE A FREQUENCIA DE REARING NOS BRACOS ABERTOS E
FECHADOS DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO APRESENTADO POR RATOS WISTAR

m C = |4 = M8 = C = M4 m M8

1.5 2.0

Rearing nos Bragos Abertos
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Rearing nos Bragos Fechados

0.5
1

0.0

28 42 28 42

Dias de Vida Dias de Vida

FONTE: O autor (2023).

A frequéncia de grooming (Figura 5) nao foi registrada nos bragos abertos do
LCE. Nos bracgos fechados, a frequéncia de grooming manteve-se igual em D28 e em
D42. No entanto, a idade foi um fator relevante para o grupo C, visto que a frequéncia

foi menor em D42.

FIGURA 7 - EFEITO DO MANEJO CONVENCIONAL (GC), COM MUSICA POR 4h (M4) E COM
MUSICA POR 8h (M8) SOBRE A FREQUENCIA DE GROOMING NOS BRACOS ABERTOS E
FECHADOS DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO APRESENTADO POR RATOS WISTAR
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0.0
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FONTE: O autor (2023).
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A respeito da defecacao nos bracos abertos e fechados do LCE (Figura 6), em
D28 e em D42, o protocolo de desmame manteve-se igual entre os grupos. A idade

dos animais, no entanto, variou no grupo C e M8 e manteve-se igual no grupo M4.

FIGURA 8 - EFEITO DO MANEJO CONVENCIONAL (GC), COMNML'JSICA POR 4h (M4) E COM
MUSICA POR 8h (M8) SOBRE A FREQUENCIA DE DEFECCAO NO LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADO APRESENTADO POR RATOS WISTAR

mC = M4 = M8

Defecagédo nos Bragos Abertos e Fechados

28 42

Dias de Vida

FONTE: O autor (2023).
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5 DISCUSSAO

5.1 CORTICOSTERONA FECAL

A analise da corticosterona fecal revelou que, de forma geral, ambos os grupos
expostos a musica (M4 e M8) apresentam niveis significativamente mais baixos de
estresse em relacdo ao desmame padrao dos biotérios representado pelo grupo
controle (C), ou seja, sem musica.

Foi observado, no entanto, que a resposta ao estresse varia bastante em relagao
a idade dos animais. Todos o0s grupos tiveram niveis de corticosterona fecal
semelhantes enquanto estavam sob os cuidados da mée, mas, apds o desmame (D22),
o grupo C apresentou um aumento significativo. Essa resposta € esperada devido a
separacao mae-filho, visto que a privacdo materna aumenta os niveis de estresse e
ansiedade dos filhotes (CALDIJ et al., 2000; ITO et al., 2006). Os filhotes do grupo M4
nao tiveram alteragdes nos niveis de estresse no D22, evidenciando que a exposi¢cao
a musica durante 4h diarias € ideal para que os filhotes ndo sejam afetados pela
separacao materna. Por outro lado, os filhotes do grupo M8 também apresentaram
aumento significativo, sugerindo que 8h diarias ndo séo eficazes para diminuir a
ansiedade dos filhotes apds o desmame.

Com o passar dos dias, espera-se que o estresse retorne aos niveis normais e
aumente gradativamente na idade adulta (PINTO et al., 2012). Essa informacéao se
confirmou no grupo C, uma vez que, apos o pico de estresse no D22, o nivel de
corticosterona diminuiu gradativamente com o passar dos dias, tornando-se
semelhante ao D19.

Ja no grupo M4, é possivel notar que o nivel de estresse é mais estavel durante
todos os dias, visto que nao apresenta diferenga estatistica em nenhum dos dias de
avaliacdo. Vale perceber, no entanto, que o nivel de estresse sobe lentamente
conforme a idade dos filhotes avanga. Esse dado sugere que, com o passar do tempo,
4h de exposicao a musica nao sao mais tao eficazes quanto no inicio.

No grupo M8 houve um pico de estresse no D22 com relagdo ao D19 assim
como no grupo controle, mostrando que a musica nao foi capaz de amenizar o
estresse apds o desmame dos filhotes. Todavia, diferente do C e do M4, a partir do
D28 houve uma redugao significativa do estresse em relagdo ao D22, sugerindo que

a partir dessa idade os filhotes adaptam-se melhor a 8h de exposicdo. Essa
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descoberta € valiosa uma vez que sugere que no inicio da vida 4h de musica séo
ideais, mas com o passar dos dias o tempo de exposigdo deve aumentar
gradativamente para que os ratos tenham beneficios com a musica desde filhotes até

a vida adulta.

5.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Ao avaliar os efeitos do protocolo de desmame, observou-se que em D28 e em
D42 o tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto foi semelhante nos trés
grupos, indicando que o nivel de ansiedade nao sofreu alteragdes. Quanto a idade, o
grupo M8 permaneceu mais tempo nos bragos abertos do labirinto em D28 do que em
D42.

Nos bracos fechados, o protocolo de desmame nao provocou alteragcbes em
D28 e em D42. Em relagao a idade, verificou-se que o grupo M8 permaneceu menos
tempo nos bracos fechados em D28 do que em D42.

Esses resultados sugerem que a idade foi um fator relevante para o grupo M8
em relagdo a permanéncia nos bragos do labirinto em cruz elevado. A diminuigdo do
tempo de permanéncia nos bragos abertos e, consequentemente, o aumento do
tempo de permanéncia nos bragos fechados do labirinto no 42° dia de vida indica que
a exposicao a musica por 8h diarias € mais eficaz aos 28 dias de vida, visto que o
aumento no tempo de permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos do LCE
indica que estimulos ansioliticos sao eficaz para bloquear respostas de medo e
ansiedade (PELLOW et al., 2005).

Em relagdo ao tipo de braco do aparato, notou-se que os filhotes
permaneceram mais tempo nos bragos fechados que nos bracos abertos,
independentemente da idade e do protocolo de desmame, o0 que é esperado para a
espécie (MONTGOMERY, 1958; TREIT et al.,1993; ESTANISLAU, 2012).

A frequéncia de entradas nos bracos abertos e fechados do labirinto em cruz
elevado ndo variou em relagdo ao protocolo de desmame e a idade. Nos bracos
fechados, em D28, a frequéncia de entradas de M4 foi maior que de M8, embora
mesmo entrando mais vezes, os ratos permaneceram menos tempo nos bragos
fechados, indicando que o novo protocolo pode evocar o impulso exploratério
(MONTGOMERY, 1958). Quanto a idade, ndo houve diferengas em nenhum dos
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grupos. Em relacéo ao tipo de braco do labirinto, ndo houve diferenca na frequéncia
de entradas independentemente do grupo ou idade.

Nos bragos abertos, a frequéncia de rearing nao variou em relagao ao protocolo
de desmame em D28. Ja em D42, o grupo C obteve frequéncia maior que M4 e M8.
Quanto a idade, ndo se observaram altera¢des. Nos bragos fechados o protocolo de
desmame e a idade se mantiveram iguais em D28 e em D42.

O rearing é considerado um comportamento exploratorio (ESPEJO, 1997) e um
marcador de novidade (HO et al. 2002) utilizado como indicador de ansiedade
(ENNACEUR, 2014). Redug¢des no numero de rearing tém sido interpretadas como
respostas ao aumento nos niveis de ansiedade (ENNACEUR, 2014). Ainda assim, é
dificil atribuir significado a esse fator, visto que nos bragos fechados, onde ocorre mais
comumente (ENNACEUR, 2014), nao foi afetado em nenhuma das variaveis.

Quanto ao tipo de brago do LCE, notou-se que a frequéncia de rearing foi maior
nos bracos fechados que nos bragos abertos independentemente da idade e do
protocolo de desmame, de acordo com o esperado para a espécie (ENNACEUR,
2014).

O protocolo de desmame nao interferiu na frequéncia de grooming dos animais
nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado. No entanto, a idade foi um fator
relevante para o grupo Controle, visto que a frequéncia foi menor em D42. A
diminuicdo da frequéncia de grooming de D42 em relagdo ao D28 indica que o
desmame com exposi¢ao a musica pode reduzir a ansiedade dos ratos ao longo da
vida, visto que os demais grupos n&o tiveram os niveis de ansiedade alterados com o
passar do tempo. Isso porque pesquisadores como Nin et al. (2012) e Estanislau
(2012) afirmaram que o grooming € uma ferramenta valiosa para detectar
comportamentos ansiosos em ratos, sendo que animais mais ansiosos desenvolvem
menos comportamentos de higiene. Da mesma forma, ha mais atividade de limpeza
em ratos que apresentam baixa exploragao nos bragos abertos do LCE (ESTANISLAU
et al. 2011), o que explica a auséncia de significancia entre os grupos. Ou seja, nao
ha diferenga entre os grupos pois os ratos estavam explorando os bracos abertos do
LCE.

A defecacgao variou em relagéo a idade dos animais no grupo C e M8. Quanto
ao protocolo de desmame, observou-se que os filhotes expostos a musica por 8h
depositaram mais fezes no LCE, sugerindo que, de forma geral, a exposi¢cao a 4h de

musica pode oferecer mais beneficios.
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Esse estudo traz resultados que abrem portas para que os biotérios adotem
esse novo protocolo de desmame, a fim de garantir o ganho de bem-estar desses
milhdes de individuos. Por ser uma ferramenta ndo farmacolégica, a musica atua
como enriquecimento ambiental sem causar intervengbes, nao interfere nos
procedimentos padronizados e possui baixo ou nenhum custo (GIORDANO et al.,
2022).

5 CONCLUSAO

A musica minimiza o estresse e a ansiedade dos filhotes de ratos Wistar na
fase de desmame e essa reducao prolonga-se até fases mais tardias. O tempo de
exposicao deve ser considerado, uma vez que 4h diarias de musica possui mais
beneficios no inicio da vida enquanto 8h diarias mostra-se mais eficaz a partir do 28°
dia de vida. Dessa forma, a introdugdo do manejo que insere a musica como
ferramenta de enriquecimento ambiental podera melhorar o nivel de bem-estar de
milhdes de roedores que sao criados nos biotérios, pois € de baixo custo e garante

maior qualidade de vida.
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