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“A ciéncia nunca resolve um problema
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Desenvolvimento de um protocolo para avaliacéo de resposta
defensiva antipredatdria de camundongos Swiss em ambiente
seminatural

RESUMO

A utilizacdo de animais de laboratério como modelos experimentais € uma pratica antiga;
contudo, nas ultimas décadas tem crescido a preocupagdo com o bem-estar destes animais e 0
questionamento de como as condicdes laboratoriais podem influenciar os resultados dos
estudos. Assim, os esforcos de enriquecimento ambiental tém buscado formas de melhorar o
bem-estar e refinar os resultados das mais diversas investigacdes. Por outro lado, a falta de
padronizacdo nas praticas de enriquecimento ambiental dificulta sua replicacdo e a avaliacdo
de suas influéncias sobre os estudos. Nesse sentido, o0 objetivo deste estudo foi propor um
protocolo para avaliacdo de resposta defensiva antipredatoria de camundongos Swiss em
ambiente seminatural. Partimos da hipotese de que respostas antipredatorias apresentadas em
ambientes seminaturais sdo mais proximas as moldadas pela histéria evolutiva da espécie
(quando comparadas aquelas exibidas em ambientes laboratoriais padrfes), uma vez que estes
oferecem maior numero de estimulos chaves para a diminuicao de fatores que podem estressar
0s animais. Assim, proles de camundongos Swiss foram distribuida em quatro grupos que foram
mantidos em ambiente padrédo por um dia (AP 1D) e cinco dias (AP 5D) e mantidos em
ambiente seminatural pelos mesmos periodos (ASN 1D e ASN 5D). Ao final dos periodos, 0s
animais foram confrontados com serpentes falsas e verdadeiras. Foram avaliados os
comportamentos de autolimpeza, congelamento, espreita, evitacdo, fuga, interacdo com as
serpentes e exploracdo de reflgios (pedras e galhos). De modo geral, nossos resultados
demonstraram que todos os grupos conseguiram diferenciar as serpentes verdadeiras das falsas
e exibirem comportamentos defensivos antipredatérios inatos. Porém, os animais dos grupos
ASN, especialmente aqueles mantidos por cinco dias, expressaram tais comportamentos com
maior intensidade, o que indica que tais ambientes podem prover resultados mais sensiveis que
dependem da exibicdo comportamental inata dos camundongos. Até onde vai nosso
conhecimento, esse é o primeiro estudo que apresenta um protocolo de teste comportamental
envolvendo ambiente seminatural, que pode ser utilizado estudos farmacoldgicos ou
ecotoxicoldgicos relacionados ao medo, transtornos de ansiedade e/ou de déficits de respostas
defensivas antipredatorias.

Palavras-chave: Enriquecimento ambiental, comportamento defensivo, comportamento
animal, protocolo experimental.
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Development of a protocol for the evaluation of the antipredator
defensive response of Swiss mice in a semi-natural environment

ABSTRACT

The use of laboratory animals as experimental models is an old practice; however, in recent
decades there has been growing concern about the welfare of these animals and the questioning
of how laboratory conditions can influence the results of the studies. Thus, environmental
enrichment efforts have sought ways to improve welfare and refine the results of the most
diverse investigations. On the other hand, the lack of standardization in the practices of
environmental enrichment hinders its replication and the evaluation of its influences on the
studies. In this sense, the objective of this study was to propose a protocol for the evaluation of
the antipredatory defensive response of Swiss mice in a semiatural environment. We start from
the hypothesis that antipredatory responses presented in seminatal environments are closer to
those shaped by the evolutionary history of the species (when compared to those exhibited in
standard laboratory environments), since these offer a greater number of key stimuli for the
decrease of factors that can stress the animals. Thus, proles of Swiss mice were distributed in
four groups that were kept in standard environment for one day (AP 1D) and five days (AP 5D)
and maintained in a semi-natural environment for the same periods (ASN 1D and ASN 5D). At
the end of the periods, the animals were confronted with true and false snakes. Self-cleaning,
freezing, lurking, avoidance, escape, interaction with snakes and exploitation of refuges (stones
and branches) were evaluated. Overall, our results demonstrated that all groups were able to
differentiate between true and false snakes and exhibit innate predatory defensive behaviors.
However, animals in the ASN groups, especially those maintained for five days, expressed such
behaviors with greater intensity, indicating that such environments may provide more sensitive
results that depend on the innate behavioral display of the mice. To the best of our knowledge,
this is the first study to present a behavioral test protocol involving a seminatural environment,
which can be used pharmacological or ecotoxicological studies related to fear, anxiety disorders
and/or deficits of antipredatory defensive responses.

Keywords: Environmental enrichment, defensive behavior, animal behavior, experimental
protocol.

12



1. INTRODUCAO

1.1.Enriquecimento ambiental e ambientes laboratoriais

A utilizacdo de animais como modelos experimentais é bastante antiga e largamente
utilizada para pesquisas de diversas areas do conhecimento. Instalagbes para animais de
laboratério geralmente sdo projetadas para fornecer condi¢des padronizadas, onde os animais
sdo mantidos em boa saude fisica, enquanto os requisitos econémicos e ergonémicos humanos
também séo atendidos (Olsson e Dahlborn 2002). Contudo, a preocupacdo com o bem-estar
destes animais deve ser considerada de grande importancia, proporcionando melhor qualidade
de vida aos animais e contribuindo para melhores resultados nos estudos, evitando que
condicdes ruins os afetem (Baumans 2005).

O enriquecimento ambiental € uma pratica que tem ganhado espaco nas ultimas décadas,
fundamentado na busca por bem-estar animal. Tal pratica vem sendo definida de muitas formas,
desde a 6tica da melhora na qualidade de vida de animais de cativos até a melhoria na rotina de
guem manuseia tais animais (Boissy et al. 2007, Simpson e Kelly 2011). Segundo Newberry
(1995), a definicdo mais apropriada seria uma melhoria no funcionamento biolégico de animais
cativos, resultante de modificacbes em seu ambiente. Tais melhorias no funcionamento
biolégico podem incluir aumento do sucesso reprodutivo, aumento da aptiddo inclusiva,
melhores respostas a situagdes de perigo, maior expressdo de emocgoes positivas, resultados
mais fidedignos nos estudos, dentre outras (Newberry 1995, Boissy et al. 2007).

O enriguecimento ambiental é utilizado de diversas formas, de modo que a auséncia de
padronizacdo nesta utilizacdo dificulta sua aplicacdo e reproducdo no contexto da Etologia
aplicada. Os avancos teoricos e aplicados desta pratica devem ser suportados por metodologias
claramente descritas, que se pautaram em uma hipétese, com predi¢bes passiveis de serem
testadas em suas aplicacdes (Newberry 1995).

Dentre as possibilidades de enriquecimento ambiental, muitos autores defendem a
aproximacgdo com o ambiente natural de onde as espécies foram retiradas, diminuido assim o
estresse causado pelas condicdes laboratoriais (Moodie e Chamove 1990, Gilloux et al. 1992,
Pines 2007). Contudo, os ambientes laboratoriais possuem limitagcbes que os distanciam da
condicdo ambiental natural, de modo que os ambientes enriquecidos devem atingir uma
realidade aproximada a natural, denominada de seminatural, mas que seja viavel para as

condigdes laboratoriais (Newberry 1995, Olsson e Dahlborn 2002).
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Inicialmente, o foco do enriquecimento ambiental para animais de laboratdrio esteve
sobre o questionamento da validade e aplicabilidade dos resultados de pesquisas obtidos de
individuos alojados em gaiolas de laboratorio padrdo (Bayne et al. 1992, Widman et al. 1992).
Também foi questionado sobre o quanto os materiais utilizados no enriquecimento poderiam
alterar resultados de pesquisas realizadas com estes animais (Van de Weerd at al. 2002, Toth et
al. 2011). Contudo, apesar dos questionamentos, muitos estudos demonstram que o
enriquecimento ambiental, utilizado de forma adequada, é neutro ou melhora os resultados das
pesquisas, além de contribuir de forma robusta para o bem-estar animal (Van de Weerd at al.
2002, Baumans 2005, Baumans et al. 2010, Bailoo et al. 2018).

1.2. Estimulos ambientais e a expressao de comportamentos defensivos

No desenvolvimento comportamental em ambientes laboratoriais, sdo observados casos
de perdas de respostas comportamentais silvestres e mudangas na frequéncia de expressao de
comportamentos, geralmente sem mudancas na forma como tal comportamento é expresso
(Huck e Price 1976, Price 1999). Esta variacdo esta relacionada a baixa frequéncia ou auséncia
de certos estimulos chave no ambiente fisico de animais cativos, que pode resultar em menor
frequéncia de expressao ou auséncia do comportamento (Ulrich 1983, Price 1999). Os estimulos
sensoriais presentes no ambiente natural como auditivos, visuais e olfativos sdo chaves para
certos comportamentos e para o bem-estar dos animais e, portanto, apresentam grande potencial
no enriguecimento ambiental (Wells 2009).

A preservacdo de comportamentos é observada mesmo em animais altamente
domesticados, que mantem um repertério comportamental moldado pela selecdo natural
durante sua historia evolutiva, e exibem esses comportamentos em niveis variados quando
mantidos em ambientes laboratoriais padrdes, enriquecidos ou seminaturais (Ulrich 1983, Pines
2007). Desse modo, o enriquecimento ambiental, sobretudo do ponto de vista de ambientes
seminaturais, que forneca estimulos chave, é uma importante préatica para gerar bem-estar nos
animais e propiciar a expressédo de um repertorio comportamental mais proximo ao observado
no ambiente natural (Ulrich 1983, Price 1999, Bailoo et al. 2018).

Dentre 0s comportamentos inatos mantidos mesmo apds longos periodos de
domesticacgdo, os comportamentos defensivos se destacam pelo alto grau de conservacdo, uma
vez que estdo ligados diretamente a sobrevivéncia da espécie (Carthey e Blumstein 2018).
ReacOes defensivas sdo provavelmente os padrdes de comportamento mais prevalentes e

comumente usados para a maioria das espécies animais (Blanchard et al. 1990). Como
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comportamentos defensivos inadequados frequentemente resultam em consequéncias
desastrosas rapidas, os sistemas de defesa sdo considerados produtos de pressdes de selecdo
extraordinariamente fortes, ndo apenas na forma e magnitude da defesa, mas também na relacdo
entre o comportamento defensivo e os estimulos e situa¢fes que provocam essa acdo (Blanchard
et al. 1989).

Mesmo apos longos periodos de tempo na auséncia de predadores, como na extingdo de
predadores ou ambientes laboratoriais, 0s comportamentos defensivos antipredatorios sao
mantidos altamente conservados, desde gque existam os estimulos chave necessarios para sua
expressdo (Love 1994, Carthey e Blumstein 2018). Devido a grande variagdo entre especies,
sdo descritas algumas hipoteses que visam explicar a persisténcia evolutiva destes
comportamentos em diferentes contextos ecoldgicos, sendo que as caracteristicas destes
contextos sdo direcionais para definicdo da hipotese mais provavel para explicar a persisténcia
(Carthey e Blumstein 2018).

1.3. RelacGes entre comportamentos defensivos antipredatorios e contexto ecoldgico

Estudos sobre comportamentos defensivos antipredatorios demonstram que as presas
possuem uma ampla gama de mecanismos para evitar a predacdo, e que estes mecanismos
possuem plasticidade frente aos diferentes niveis de contato com o predador (St-Cry et al. 2018,
Sanchez-Gonzélez et al. 2018). Camundongos adultos descendentes de maes expostas ao odor
do predador durante a gestacdo apresentaram comportamento antipredatorio aumentado,
comportamento de forrageamento mais cauteloso e, evitam areas abertas no labirinto em cruz
elevado (St-Cry? et al. 2018). Estas modificacdes comportamentais relacionadas ao estresse
estdo associadas a heranca epigenética e a abundancia alterada de transcritos de genes
relacionados ao estresse no hipocampo e na amigdala (St-Cyr e McGowan 2015, St-Cyr et al.
2017, St-Cry” et al. 2018).

Além da influéncia materna sobre a expressao de comportamentos antipredatérios, €
conhecido que a concentragdo de pistas sensitivas de predadores é positivamente correlacionada
a uma maior expressao destes comportamentos, ocorrendo influéncia nesta expressao da fase
reprodutiva em que ambos 0s sexos se encontram (Sanchez-Gonzaélez et al. 2018). Em estudo
na natureza com Camundongos-dos-bosques (Apodemus sylvaticus), na presenca de pistas do
predador, animais ativos sexualmente apresentaram maior cautela na exploracdo do ambiente;
contudo, fémeas foram capturadas com maior frequéncia que machos (Sanchez-Gonzalez et al.

2018). Em laboratorio, fémeas de ratos Long-Evans nas fases estro e proestro do ciclo estral
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apresentam menores niveis de expressdo de comportamentos defensivos inatos (Pentkowski et
al. 2018).

Outro fator com grande influéncia sobre comportamentos antipredatdrios € o contexto
ecologico em que sdo expressos, pois 0s elementos estruturais do ambiente e seres vivos
envolvidos afetam a percepc¢éo da presa sobre a pressao de predacédo exercida pelos predadores
(Mc Naughton e Corr 2018). A andlise de risco realizada pelo animal, bem como as taticas de
escape possiveis estdo diretamente relacionados a complexidade e configuracdo estética e
funcional do ambiente (Ulrich 1983, Heithaus et al. 2009, MC Naughton e Corr 2018). Estas
caracteristicas do ambiente fornecem, juntamente com o predador, os estimulos chave para a
expressdo de comportamentos defensivos antipredatérios, sendo que a percepcao dos estimulos
varia de acordo com a espécie (Heithaus et al. 2009, MC Naughton e Corr 2018).

Os comportamentos defensivos antipredatorios inatos sdao modulados por estruturas
presentes no ambiente, sob as quais camundongos apresentam um aprendizado espacial rapido.
No estudo de Vale et al. (2017), foi observado que camundongos C57BL/6J machos com idades
entre 6 e 12 semanas fogem instintivamente de sinais sonoros e circulos escuros (simulando
ataque de um predador aéreo) para locais de abrigo previamente memorizados no ambiente e
que esta memorizacdo pode ocorrer em uma Unica visita ao abrigo, mesmo que com duragao
inferior a 20 segundos.

Sobre o reconhecimento do predador, pistas visuais no ambiente mesmo que ndo seja
exatamente o predador ou arquétipos podem desencadear comportamentos antipredatorios. De
Franceschi et al. (2016) apresentaram discos escuros com tamanhos e velocidades diferentes
sobrevoando camundongos C57BL/6 machos adultos, simulando a aproximacdo de predadores
aéreos, e observaram que discos menores, em maior velocidade, desencadearam o0
comportamento de congelamento. Ja discos maiores e mais lentos desencadearam o
comportamento de voo nos animais, este comportamento de fuga é apresentado em situacdes
de risco iminente, neste caso simulado por um predador que estivesse iniciando ataque.

Essa capacidade de reacdo rapida a pistas visuais esta relacionada a circuitos neurais
relacionados a retina que desencadeiam a expressdo de comportamentos inatos (Yilmaz e
Meister 2013). Segundo 0s autores, essa resposta € uma nova adicdo ao repertorio de
comportamentos defensivos inatos em camundongos, que permite a detec¢éo e a prevencdo de
predadores aéreos e estimula estudos com outros estimulos chave e seus receptores ligados a

comportamentos defensivos inatos.
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Dessa forma, pode-se observar que a configuracdo ambiental e o contexto ecoldgico séo
muito importantes para que ocorra a expressao de comportamentos defensivos antipredatorios
e o refinamento destes. Contudo, estudos relacionados ao medo, ansiedade e comportamentos
antipredatdrios tém negligenciado a importancia da condi¢éo ecoldgica envolvida e falhado em
recriar condi¢Oes experimentais mais apropriadas ao estudo destes temas (Heithaus et al. 2009,
Mobbs 2018). Além disso, a caréncia de metodologias padronizadas, com parametros claros a
serem avaliados e recriados em outros estudos limita o avanco de pesquisas sobre medo
antipredatdrio (Newberry 1995, Mobbs 2018).

Diante desse cenério, o objetivo deste estudo foi propor e apresentar um protocolo para
avaliacdo de resposta defensiva antipredatdria de camundongos Swiss em um ambiente
seminatural padronizado, quando colocados em confronto direto com serpentes. Partimos da
hipotese de que respostas antipredatérias exibidas em ambientes seminaturais sdo mais
préximas as moldadas pela histdria evolutiva da espécie que as apresentadas em ambientes
laboratoriais padrfes, uma vez que estes oferecem maior numero de estimulos chave para

expressao de tais comportamentos e diminuem o estresse animal.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais e grupos experimentais

Para a realizacéo do estudo foram utilizados 80 camundongos da linhagem Swiss, (Mus
musculus), obtidos no biotério do Laboratério de Pesquisas Biologicas do Instituto Federal
Goiano — Campus Urutai (Urutai — GO). Os animais foram mantidos em condic¢des controladas
com ciclo claro/escuro (12h/12h) em estantes ventiladas com umidade entre 40 - 60% e
temperatura (entre 23° - 25°), sendo alimentados ad libitum com dieta padréo para roedores. Os
animais foram separados com idade entre 30 - 35 dias de vida pesando em média 15¢. Essa
idade corresponde a fase juvenil dos animais, fase em que ainda ndo se tem a predominéancia e
interferéncia dos hormonios sexuais entre machos e fémeas, o que por sua vez, poderia interferir
em possiveis comportamentos durante o teste de resposta antipredatoria de confronto direto
(Andrade et al., 2002).

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: Ambiente Padrdo 1 Dia
(AP 1D); Ambiente Padréo 5 Dias (AP 5D); Ambiente Seminatural 1 Dia (ASN 1D) e Ambiente
Seminatural 5 Dias (ASN 5D). Os quatro grupos foram compostos por 20 animais/cada,

distribuidos por massa corporal de forma equitativa entre eles. Os animais de cada grupo foram
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inicialmente habituados entre si, formando grupos sociais, durante 24h e posteriormente
transferidos para seus respectivos ambientes experimentais.

Os animais pertencentes aos grupos de Ambiente Padrdo (AP) inicialmente passaram
por habituacdo ao grupo social e em seguida foram transferidos para uma nova caixa moradia
com nova maravalha, racdo, bebedouros e foram mantidos conforme seus respectivos dias
experimentais (1 e 5) de habituacdo com &gua e racdo (Figura 1). Tais animais foram mantidos
em estante ventilada em condicGes controladas e uma vez ao dia a racdo e agua eram repostos
as 15h em todos os dias de habituagdes para todos os grupos seguindo sempre 0 mesmo padrédo

de manuseio e tempo de contato.

Figura 1. Imagens ilustrativas de caixas moradias em que os camundongos Swiss do grupo Ambiente
Padrdo permaneceram durante o periodo de experimentacéo.

Os animais referentes aos grupos Ambiente Seminatural (ASN) apds passarem por
habituacéo ao grupo social estabelecido foram levados a um ambiente separado para acontecer
a habituacdo em seu novo ambiente de experimentacdo. Neste ambiente permaneceram em
condigdes controladas, seguindo temperatura e ciclo claro/escuro monitorados rigorosamente
para que ndo houvesse nenhum estresse aos animais e quaisquer interferéncias em relacdo a
estas condi¢es no comportamento dos animais. A dieta dos animais pertencentes a estes grupos

seguiu 0 mesmo padrdo que 0s animais dos grupos AP.

2.2. Aparato dos Ambientes Padréo e Seminatural

Os animais do grupo AP foram mantidos em suas proprias caixas moradias (Figura 1)
em estante ventilada. As caixas sdo confeccionadas com material de polipropileno, de cor
branca, tendo as seguintes dimensdes 41x34x17,8 cm, com tampa de arame perfilado em aco
inox nas medidas de 41x34 cm, malha 0,5cm, com comedouro embutido em V, laterais

triangulares fixas, divisorias separando-o do bebedouro (Figura 1). A caixa foi forrada com uma
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cama de maravalha em uma espessura de 5cm com a finalidade de absorver a urina e agua
derramada no interior da gaiola, mantendo o fundo seco além de servir como isolante térmico
para os animais (Figura 1).

O aparato dos animais do grupo ASN consistiu em uma caixa d’agua de polietileno com
a capacidade de 500 litros de agua, medindo 72x124x105cm sem tampa. Para a construc¢do do
ambiente foram utilizados cerca de 15 kg areia fina lavada sendo colocada no fundo em uma
espessura de 15cm. Foram distribuidas cinco pedras naturais de tamanhos variando entre 9cm
a 15cm de comprimento e 6,3 a 9cm de altura formando um losango em sua distribuicdo no
interior da caixa, conforme medidas apresentadas na Figura 2.

Além do losango de pedras menores, um aglomerado de pedras maiores foi colocado
em um ponto oposto de um dos galhos com dimensdes de 33cm de largura, 19cm de altura e
28cm de comprimento. Este aglomerado representava mais um ponto de reflgio para os
animais, juntamente com galhos fixados em trés pontos equidistantes nas laterais da caixa com
intervalor de 30cm entre elas, sendo que cada galho apresentava 38cm de altura e 40cm de
largura e foram fixados de maneira que os animais pudessem escalar e explorar livremente 0s
galhos (Figura 2).

A alimentagéo dos animais dos grupos ASN aconteceu da mesma forma que nos grupos
AP, uma porgdo de racdo ofertada diariamente juntamente com 50 mL de &gua para 0s animais
do ambiente seminatural. A racdo e a agua foram colocadas em um recipiente plastico

transparente com dimensdes de 11x11x3,5cm, sendo que 0s animais tinham livre acesso a racao.

38 cm
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Figura 2. Representacdo esquematica do aparato utilizado no Ambiente seminatural para exposi¢ao de
camundongos Swiss a habituacdo e confronto com serpentes falsas e verdadeiras. S&o apresentadas as
distancias e dimensdes de cada componente utilizado na composicao da paisagem seminatural.

2.3. Teste de resposta defensiva antipredatéria por meio de confronto direto e
procedimentos

O teste de resposta defensiva antipredatoria de confronto direto tem como objetivo
avaliar o comportamento defensivo dos camundongos quando séo submetidos a um confronto
direto com seu predador, sendo utilizados como estimulos, o campo visual, auditivo, olfatério
e o0 contato real com seu predador. O protocolo adotado foi adaptado de Yang et al. (2004),
Souza et al. (2018) e Mendes et al. (2018), nos quais o0 aparato impediu que houvesse contato
fisico entre presa e predador, e de Hirsch & Bolles (1980), Guimaraes-Costa et al. (2007),
Coimbra et al. (2017) que utilizaram aparatos que permitia o contato fisico entre presa e
predador.

O predador escolhido para a realizacdo desde teste foi a serpente, uma vez que esta é
um predador natural de roedores (Frings et al. 1951). As serpentes utilizadas foram as Corn
Snake (conhecida como serpente do milho) da espécie Pantherophis guttatus, as quais sdo
constritoras e conhecidas por serem de facil manuseio. As serpentes utilizadas para o teste
foram dois machos com aproximadamente um ano de idade medindo cerca de 1 metro cada,
sendo que uma serpente era de cor avermelhada com manchas em vermelho e a outra com fundo
marrom contrastando com rajadas em marrom escuro e com manchas amarelas ao longo do

corpo (Figura 3).
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Figura 3. Serpentes da espécie Pantherophis guttatus conhecida como Corn Snake (serpente do milho),
que foram utilizadas na realizacdo do teste de resposta defensiva antipredatoria por meio de confronto
direto com camundongos Swiss.

As serpentes foram mantidas no terrario em um outro repartimento no laboratorio de
pesquisas bioldgicas sendo que estas ndo possuem contato algum com o ambiente em que 0s
roedores permanecem, estas foram mantidas em condigdes favoraveis, ciclo claro e escuro
12/12h com temperatura entre 22° - 24° com livre acesso a dgua. Sua alimentacdo aconteceu
12h antes do teste, composta de 3 camundongos Swiss para cada individuo visando evitar
ataques aos camundongos em teste. Cerca de 1h antes de sua participagdo no teste, as serpentes
foram umedecidas e expostas ao sol por cerca de 30 minutos com intuito de elevar a taxa
metabdlica dos individuos para que eles permanecem ativos e em movimento durante o tempo
do teste.

Antes da realizacdo do teste de resposta defensiva, cada grupo foi alojado por 12h na
sala de testes comportamentais visando uma aclimatagdo neste ambiente, os grupos AP foram
colocados em uma arena circular 72x124x105cm contendo uma cama de 15cm de maravalha
(Figuras 4A e 4B). Esse manejo aconteceu as 19h sendo retirados para inicio do teste as 9h do
dia seguinte, respeitando devidamente a transi¢cdo do ciclo claro/escuro. A sala de testes é
equipada com isolamento acustico, iluminacdo artificial, temperatura controlada e trés cameras
de video acopladas a um computador localizado externamente. Os animais dos grupos ASN
passaram pela mesma aclimatagdo a sala de testes permanecendo no mesmo ambiente
seminatural em que eles foram mantidos durante o periodo experimental. Vale ressaltar que a
realizacéo do teste aconteceu de maneira independente para todos os grupos (Figura 4 e 5).
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Figura 4. Aparato utilizado como moradia e testes de resposta defensiva antipredat6ria por meio de
confronto direto dos camundongos Swiss dos grupos Ambiente Padrdo. A: Foto representativa do local
em gue os animais do grupo Ambiente Padrdo foram submetidos ao teste de comportamento. B: Imagem
esquematica da caixa do Ambiente Padrdo. C: Desenho esquematico dos animais do grupo Ambiente
Padrdo durante a primeira sessdo teste. D: Desenho esquematico de como os animais do grupo Ambiente
Padrdo foram dispostos nas sessdes de confronto direto com serpentes falsas e verdadeiras.

Apos a aclimatacédo a sala de testes, os animais foram retirados do aparato de realizagao
do teste (ambientes padrdo e seminatural), para posteriormente serem submetidos
individualmente a trés sess@es teste distintas (Figuras 4A e 5A). Durante a execucdo do teste,
0s animais que ndo estavam em teste foram mantidos em ambientes com as mesmas condic¢des
de seus respectivos ambientes experimentais, sendo retirados um a um para serem submetidos
as sessOes testes. Durante a primeira sessdo teste 0s animais permaneceram por 5 minutos nos
respectivos ambientes, a fim de se habituarem ao aparato e a condicdo de isolamento de

coespecificos (Figura 5B).
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Depois de todos os animais terem cumprido a 1° sesséo, se deu inicio a segunda sesséo
de teste, na qual foram colocadas duas serpentes falsas no centro do aparato com cabecas
orientadas para lados opostos (Figuras 4D e 5C). Tais serpentes mediam 130cm, foram
produzidas com material de silicone ndo téxico e inodoro na cor preta. Antes de serem
introduzidas no aparato e a cada troca de animais as serpentes foram higienizadas com alcool a
10%.

Para a realizacdo da terceira sessdo as serpentes de silicone foram substituidas pelas
serpentes verdadeiras, sempre na mesma posicdo das serpentes falsas, cada qual virada para um
dos lados permanecendo sempre com as cabecas orientadas para lados opostos. A cada troca de
animal as serpentes verdadeiras eram reposicionadas e se iniciava assim mais uma rodada com
outro individuo, cada animal também permaneceu nesta sessdo por 5 minutos (Figuras 4D e
5C). Vale ressaltar que todos os animais foram colocados na mesma posicdo em todas as
sessOes, sendo colocados no centro do losango formado pelas pedras com o focinho orientado
para o lado oposto do montante de pedras.

A
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Figura 5. Representagdo esquematica do aparato do ambiente seminatural em que camundongos Swiss
passaram pelo teste comportamental. A: Foto representativa do local em que os animais do grupo
Ambiente Seminatural foram submetidos ao teste de comportamento de resposta defensiva
antipredatdria por meio de confronto direto. B: Desenho esquematico da primeira sesséo do teste. C:
Desenho esquematico da segunda sessdo (serpente falsa) e da terceira sessdo (serpente verdadeira)
retratando a maneira em que o predador falso/verdadeiro foi posicionado no aparato juntamente com o
animal em teste.

Apbs a coleta de dados, foram analisados os seguintes parametros: indices de frequéncia
e tempo de autolimpeza; indices de frequéncia e tempo de interacdo com a serpente
falsa/verdadeira; frequéncia de evitacdo a serpente falsa/verdadeira; frequéncia de espreita;
indice de frequéncia e tempo de congelamento; frequéncia de fuga; tempo e permanéncia nos
galhos; frequéncia de idas nas pedras e; tempo de permanéncia nas pedras.

Para calcular estes indices o tempo total considerado no ambiente seminatural foi
corrigido para o tempo em que 0s animais permaneciam no chdo, desconsiderando o tempo de
permanéncia nos galhos. Esta correcdo se fez necessaria devido a dificuldade de observar os
comportamentos que 0s animais expressavam enquanto estavam nos galhos, além da prépria
presenca dos galhos interferir na expressdo destes comportamentos. Dessa forma, a corre¢do do
tempo total considerado no ASN torna os ambientes corretamente comparaveis e elimina vieses
de dificuldade de observacéo de comportamentos nos galhos. Para célculo dos referidos indices

foram utilizadas as seguintes formulas:

Frequéncia ou tempo do comportamento

indice no AP = x 100

Tempo total da sessio

Frequéncia ou tempo do comportamento

Iindice no ASN = 100

Tempo total da sessdo — tempo de permanéncia nos galhos
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2.4. Andlise dos dados

Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk,
que foi seguido pelo teste Levene de homogeneidade de variancia, sendo que quando néo
atendiam aos pressupostos foram submetidos a transformacéo e atenderam aos requisitos. Os
dados referentes aos parametros Frequéncia de ida nas pedras; Tempo de permanéncia nas
pedras; Tempo de permanéncia nos galhos, foram submetidos ao teste two-way ANOVA de
acordo com o modelo fatorial 2x3, utilizando os fatores “Ambiente” [dois niveis: seminatural
1 dia e seminatural 5 dias] e fator “Estimulo” [trés niveis: Habituagao; Serpente Falsa; Serpente
Verdadeira].

O restante dos parametros analisados foi submetido a analise de variancia de acordo
com o modelo three-way ANOVA, que corresponderam aos seguintes fatores: fator 1: ‘“Tempo’
(dois tempos: 1 Dias e 5 Dias); fator 2: ‘Ambiente’ (Ambiente Convencional e Ambiente
Realista) e fator 3: ‘Estimulo’ (Habituacdo, Serpente Falsa e Serpente Verdadeira). As
comparagbes mdltiplas foram realizadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as analises e graficos foram realizados no software GraphPad Prism (versao 7.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao longo do estudo nao foram observadas diferencas estatisticas na massa corporal entre

0S grupos com exposicdo de um dia (Ambiente padrdo (AP) e Ambiente seminatural (ASN)),
bem como entre 0s grupos de exposicdo de cinco dias (AP e ASN). Estes dados demonstram
que a diferenca de ambientes ndo afetou a massa corporal dos animais. Foi observada diferenca
estatistica apenas entre os dois tempos de exposi¢do (um (1D) e cinco (5D) dias), sendo que a
diferenga de quatro dias a mais de estudo foram suficientes para ocorrer ganho de massa
corporal significativa entre os grupos de cinco dias. Apesar da pequena diferenca de dias entre
0s grupos, o ganho de massa na fase juvenil dos camundongos é acentuado na prole.

Nos resultados referentes aos indices de frequéncia e tempo de autolimpeza (grooming),
o0s animais dos grupos ASN 5D apresentaram maiores indices de autolimpeza que 0s grupos
ASN 1D e AP (1D e 5D) durante a habituacéo e na presenca da serpente falsa (Figura 6), com
excecdo apenas do grupo AP 1D durante a habituacéo, no qual ndo houve diferenca estatistica.
Na presenca da serpente verdadeira ndo foi observada diferencga entre os grupos de um e cinco
dias em ambos os ambientes e indices; contudo, todos 0s grupos expostos a serpente verdadeira
apresentaram menores indices que 0s grupos habituacdo e serpente falsa em ambos os

ambientes (Figura 6).
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Figura 6. Indices de frequéncia (A) e tempo (B) de autolimpeza em camundongos Swiss em ambiente
convencional e seminatural durante um ou cinco dias de experimento. Os animais foram expostos a
periodos de habituacdo aos ambientes e a serpentes falsas e verdadeiras. Diferencas entre letras
representam diferenca estatistica com nivel de confianca de 5 % (p<0,05) por meio dos testes ANOVA
three-way e Tukey.

Se tratando dos parametros avaliados como resposta antipredatoria, 0 comportamento
de autolimpeza é considerado um comportamento inato em roedores, que envolve Vvarios
processos fisiologicos em seu desenvolvimento, desde o nascimento até a idade adulta, o
tornando considerado de grande potencial quando se refere a pesquisas no ambito da
neurociéncia (Kalueff et al. 2016). O comportamento de autolimpeza também esta relacionado
diretamente a niveis de estresse e ansiedade em roedores, bem como a riqueza de estimulos
presentes no ambiente, sendo assim, pode ser mais expresso em ambientes enriquecidos ou em
condic@es estressantes (Kalueff et al. 2016, Fernandez-Teruel e Estanislau 2016).

Nos resultados aqui apresentados, a maior expressao de autolimpeza pelos animais no
ambiente seminatural, apds cinco dias e na auséncia da serpente verdadeira, é explicada pela
riqueza de estimulos presentes nesse ambiente novo e com enriquecimento natural (Key 2004,
Estanislau et al. 2013). J& a grande reducdo observada nos grupos expostos a serpente
verdadeira se deve ao risco iminente de morte proporcionado pela condi¢éo, sendo conhecido
gue em casos como esse 0 animal apresenta inibicdo de atividades normais, como comer e
autolimpeza, e se concentra em comportamentos de analise de risco (Blanchard e Blancard
2008, Estanislau et al. 2013, Fernandez-Teruel e Estanislau 2016). Este foco na analise de risco
esté representado nos parametros apresentados a seguir, 0s quais foram expressos em grande

parte dos cinco minutos da sessdo teste em questao.
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A avaliagdo do comportamento de evitacdo relacionado a analise de risco possui relacéo
direta com o medo, pois seus atributos auxiliam na identificagcdo de predadores e na evitagdo
do embate direto (Hacquemand et al. 2010, Yokota et al. 2017). A evitacdo acontece quando o
camundongo se afasta para fazer uma avaliacdo daquele ambiente, ou da presenca de algo novo
no ambiente, o levando a se afastar do risco, por isso é considerado um comportamento de
vigilancia, parte do repertério de comportamentos defensivos (Hacquemand et al. 2010, Lezak
etal. 2017).

Os resultados do comportamento de evitacdo demonstraram interacdo entre os fatores
tipo de ambiente e tipo de estimulo, na qual animais do grupo ASN 5D apresentaram maior
frequéncia de evitagfes que o grupo AP por cinco dias, quando expostos ao confronto direto
com a serpente verdadeira (Figura 7). Ndo houve diferenca neste comportamento entre os
grupos ASN expostos a serpente verdadeira (1D e 5D) e destes com o grupo AP 1D. Contudo,
0S quatro grupos em confronto com serpentes verdadeiras expressaram maiores frequéncias que
0s grupos sem este confronto (Figura 7). Estes resultados demonstram que 0s quatro grupos
expostos a serpente verdadeira reconheceram a ameaca representada pelo predador, o
diferenciaram do arquétipo da serpente falsa, e apresentaram maior frequéncia deste

comportamento caracteristico da analise de risco.
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Figura 7. Frequéncia de evitacdo em camundongos Swiss em ambiente convencional e seminatural
durante um ou cinco dias de experimento. Os animais foram expostos a periodos de habituagdo aos
ambientes e a serpentes falsas e verdadeiras. Diferencas entre letras representam diferenca estatistica
com nivel de confianca de 5 % (p<0,05) por meio dos testes ANOVA three-way e Tukey.

Conforme discutido por Korte et al. (1999), o comportamento de evitacdo é classificado

de duas formas, a evitacdo passiva e ativa, sendo que na passiva 0s animais tendem a
permanecer a uma distancia segura da ameaca, enquanto na evitacdo ativa o animal ap6s o
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reconhecimento da ameaga iminente tende a se afastar rapidamente da fonte de risco. Como
observado neste estudo, os estimulos ambientais ameacadores, como um predador, sdo
percebidos pelos roedores que demonstram o comportamento de evitacdo em maiores
frequéncias que na auséncia destes estimulos (Lezak et al. 2017).

Assim como a evitagdo, 0 comportamento de espreita também faz parte do repertorio
comportamental apresentado na andlise de risco, sendo utilizado na obtenc&o de informacdes
do contexto e possivel fonte de risco no ambiente em que o animal se encontra. Visualmente a
espreita € reconhecida pela projecao do tronco do animal juntamente com suas patas dianteiras,
realizando o reconhecimento do local e da ameaca encontrada nele (Almeida et al. 2016).

Neste estudo foi observada interacdo entre os fatores tipo de ambiente e diferentes
tempos, na qual os animais dos grupos ASN (1D e 5D) apresentaram maiores frequéncias de
espreita que os grupos AP (1D e 5D) quando expostos a serpente verdadeira (Figura 8).
Também houve diferenca entre 0s grupos ASN em confronto direto com as serpentes
verdadeiras, na qual o grupo cinco dias apresentou maior frequéncia de espreita que o grupo
um dia (Figura 8). Esses dados revelam que no ambiente seminatural os animais expressam
mais este comportamento que no ambiente padrdo e que um maior tempo de convivio neste
ambiente (5D) proporciona uma expresséo ainda maior que um dia no ambiente enriquecido ou
no AP.

Este padrdo de maior expressdéo de um comportamento defensivo no ambiente
seminatural que no padréo, e expressdo ainda maior com maiores periodos de convivéncia nesse
ambiente enriquecido, ressalta a importancia do contexto ecolégico em que sdo expressos, pois
o0s elementos estruturais do ambiente afetam a percepc¢éo da presa sobre a pressao de predacgéo
exercida pelos predadores (Mc Naughton e Corr 2018).
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Figura 8. Frequéncia de espreita em camundongos Swiss em ambiente convencional e seminatural
durante um ou cinco dias de experimento. Os animais foram expostos a periodos de habituacdo aos
ambientes e a serpentes falsas e verdadeiras. Diferencas entre letras representam diferenca estatistica
com nivel de confianca de 5 % (p<0,05) por meio dos testes ANOVA three-way e Tukey.

A andlise de risco realizada pelo animal, tendo & espreita como um importante
comportamento de analise do contexto, esti diretamente relacionada & complexidade e
configuracdo estética e funcional do ambiente (Ulrich 1983, Heithaus et al. 2009, MC Naughton
e Corr 2018). Dessa forma, o enriquecimento proporcionado pelo ambiente seminatural, com
estimulos chave para a expressdo do comportamento de espreita e diminui¢do do estresse,
proporcionou uma andlise de risco mais elaborada, possibilitando maiores chances de
sobrevivéncia em um confronto direto com predador ou fornecendo uma possivel utilizacdo em
estudos etoldgicos e farmacologicos.

A anélise de risco é conduzida com o intuito de evitar o embate inescapavel com a fonte
de risco, porém quando esta condicdo acontece o animal apresenta outros comportamentos
como o congelamento (freezing), fuga e voo em funcdo do panico gerado. A anélise realizada
orienta qual defesa seréd expressa de acordo com o grau de risco, a proximidade com o estimulo
aversivo e as possibilidades ambientais de evitar o confronto inescapavel (Blanchard e Blancard
2008).

Recentemente De Franceschi et al. (2016) apresentaram discos com tamanhos e
velocidades diferentes sobrevoando camundongos C57BL/6 machos adultos, simulando a
aproximacdo de predadores aéreos, e observaram que uma proximidade intermediaria ao
predador provoca a expressdo do congelamento, uma estratégia para ndo ser notado ou para
minimizar as chances de ataque. Ja em uma alta proximidade 0s autores observaram a expressao
do voo (sobressalto) como tatica de escape explosivo do ataque do predador.

Os indices de frequéncia e tempo de congelamento neste estudo demonstraram interacao
entre o tipo de estimulo e o tipo de ambiente, sendo que o grupo ASN 5D apresentou
estatisticamente maiores indices de congelamento que 0s demais grupos quando expostos as
serpentes verdadeiras (Figura 9). Este dado demonstra que um periodo de convivéncia de cinco
dias em um ambiente seminatural ocasiona melhoria na percepcdo da presa sobre as serpentes
verdadeiras e expressdao do congelamento.

O congelamento de camundongos Swiss e outros roedores tambem foi observado em
varias condi¢des de confrontos com predadores como diferentes espécies de serpentes em

aparatos tradicionalmente utilizados como labirintos e campo aberto (Guimaraes-Costa et al
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2007, Coimbra et al. 2017) e a exposicao de odores como de serpentes (Crisanto et al. 2015),
gratos (Canteras et al. 2015, Crisanto et al. 2015) e raposas (Hacquemand et al. 2010).

Né&o foram observadas diferencas entre os demais grupos nos diferentes ambientes nas
sessOes de habituacdo e serpente falsa. Também nao foi observada diferencas entre os grupos
AP (1D e 5D) e o grupo ASN 1D expostos as serpentes verdadeiras no indice de tempo de
congelamento. Porém no indice de frequéncia de congelamento o grupo ASN 1D apresentou

menor indice que 0s grupos AP expostos ao predador (Figura 9).
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Figura 9. indices de frequéncia (A) e tempo (B) de congelamento em camundongos Swiss em
ambiente convencional e seminatural durante um ou cinco dias de experimento. Os animais foram
expostos a periodos de habituacdo aos ambientes e a serpentes falsas e verdadeiras. Diferengas entre
letras representam diferenca estatistica com nivel de confianga de 5 % (p<0,05) por meio dos testes
ANOVA three-way e Tukey.

Semelhante ao comportamento de espreita, a expressao do congelamento possui relacao
com o contexto ecoldgico e a complexidade e configuracdo estética e funcional do ambiente
(Ulrich 1983, Heithaus et al. 2009, MC Naughton e Corr 2018). Estes resultados frisam a
importancia do enriquecimento proporcionado pelo ambiente seminatural, proporcionando
estimulos e diminuicdo do estresse que contribuem para expressdo mais aprimorada destes
comportamentos. Também reforca que a complexidade ecoldgica, assim como a proposta nesse
estudo, deve ser valorizada em estudos etoldgicos e farmacoldgicos ligados a comportamentos
defensivos inatos (Heithaus et al. 2009, Mobbs 2018).

Como possibilidade interessante para estudos farmacoldgicos envolvendo transtornos
ligados a ansiedade, o congelamento é um forte indicador desta condigéo, sendo utilizado como
parametro em testes de drogas altamente eficazes no tratamento do Transtorno de Ansiedade
Generalizada, como os ansioliticos benzodiazepinicos (Conti et al. 1990). Estes farmacos
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proporcionam uma atenua¢do ou mesmo o desaparecimento da resposta de congelamento em
ratos em uma faixa de dose semelhante a utilizada em humanos (Landeira-Fernadez et al. 2006).

Em contraponto, farmacos ansiogénicos como algumas beta-carbolinas, produzem
sintomas de ansiedade em humanos e aumentam a magnitude da resposta condicionada de
congelamento ao contexto em ratos Sprague Dawley (Conti et al. 1990). Nesse sentido a
possibilidade de realizar estudos em roedores de laboratorio e extrapolar, dentro das devidas
ponderaces, os resultados para humanos € atraente e ganhou apoio com o estudo de Low et al.
(2015). Os autores realizaram um ensaio em que humanos foram submetidos a uma dinamica
com ameacas imprevisiveis como circulos e estrelas em diferentes distancias e choques em
diferentes intensidades, e observaram o comportamento de congelamento em condi¢fes muito
semelhantes as estudadas em roedores de laboratério, reafirmando a comparacGes destes
estudos com humanos.

Os dados obtidos demonstram que o protocolo utilizado neste estudo tem grande
potencial para utilizacdo em estudos comportamentais associados a disturbios de ansiedade e
panico e para testes envolvendo farmacos relacionados a estes distirbios. O ambiente
seminatural se mostra como condicdo ideal para realizacdo de estudos com este fim, uma vez
que possibilita expressdes mais refinadas de comportamentos de interesse que em condic¢oes
padrdo (Blanchard et al. 2001) como pode ser observado nos resultados aqui apresentados.

Em relagdo ao encontro proximo entre os camundongos e as serpentes, foram avaliados
0s comportamentos de fuga e interacdo com os predadores, sendo observada correlacdo
negativa entre estes comportamentos, uma vez que sdo mutuamente exclusivos (Figura 10). No
indice de frequéncia de interacdo os animais expostos as serpentes verdadeiras dos grupos ASN
(1D e 5D) e AP 5D ndo apresentaram diferenca entre si, mas expressaram menor indice
estatisticamente do que o grupo AP 1D e os grupos (AP e ASN) expostos a serpente falsa
(Figura 10 A). Ja nos resultados do indice de tempo de interacdo o grupo ASN cinco dias
apresentou menor indice que todos os demais grupos, seguido pelos grupos ASN um dia e AP
cinco dias, ndo havendo diferenca entre os dois Ultimos (Figura 10 B).

Negativamente correlacionado com a interagdo, a frequéncia de fuga observada nos
animais dos grupos expostos as serpentes verdadeiras (AP e ASN) foi maior que em contato
com as serpentes falsas (Figura 10 C). No confronto direto com as serpentes verdadeiras 0s
grupos ASN (1D e 5D) apresentaram maiores frequéncias de fuga que os grupos AP (1D e 5D),
demonstrando que no ambiente seminatural os animais foram mais eficientes em fugir dos

predadores verdadeiros que no ambiente padrao.

31



>

50

40+

301

Ambiente Padrdo

Ambiente Seminatural

F (2 2ynter= 3,857; p<0,0225 W

50

Ambiente Padrao

Ambiente Seminatural

[J 1 dia

M s dias
40

30

indice de tempo (s) interacdo

F (2,2)inter= 28,840 p<0,0001 % > 3y

indice de frequéncia de interacéo

a . i
i b
2 & : 201
[ c
] b b 104 d
0 ! . | | .
Qo > > o >
* ® ! 3 S % > 4 2> 2>
& > ® & > Q® > O & xS & &
S X S & X S & R S B R :
o > > S > B o < K R « Ny
O < S O < S N > & o o &
> © B N N o " ¢ K < . o
o K 2 o K S o K R .
N ¢ ” N > N A S N X
& & R o R & o R
NS C A s K 60\
(@) 19 . g
Ambiente Padréo Ambiente Seminatural
1.5 ‘
F(1.2)cen= 6,285; p=0,0129 a [J 1 dia
2 F (2 2es= 81,150; p<0,0001 a B s dias
> F (2.2)Est x cen= 6,809;p=0,0013
2
~ 1.0
. b
S
= b
“«@
=]
2 0.5
2
w
g c
0o0lL_¢¢ c ce % c
O > <@ .o 2 @
?’:3’ 'u\% E>Q’\ %Q'zr R (b\e b%\
> S
S > > & > S
N S &6 N < \b
ot N Q% > N K
RS @) & 19

Figura 10. indices de frequéncia (A) e tempo (B) de interacdo com serpentes e frequéncia de fugas
(C) em camundongos Swiss mantidos em ambiente convencional e seminatural durante um ou cinco
dias de experimento. Os animais foram expostos a serpentes falsas (arquétipos) e verdadeiras.
Diferencas entre letras representam diferenca estatistica com nivel de confianca de 5 % (p<0,05) por
meio dos testes ANOVA three-way e Tukey.

Dessa forma, nota-se que 0s animais expostos as serpentes verdadeiras foram eficazes
em diferencia-las das falsas e reconhece-las como predadoras apresentando pequenos indices
de interagdo com elas. Da mesma forma, os grupos com predadores reais apresentaram maiores
frequéncias de fugas, reforcando a eficacia em reconhecer os predadores verdadeiros e evitando
ao maximo o confronto que poderia resultar na morte dos individuos.

O comportamento de fuga apresenta correlagdo com o congelamento e ambos com a
distdncia do predador. Quando a distancia € maior 0s animais costumam expressar O
congelamento com o intuito de ndo ser notado ou evitar um ataque em caso de ja ter sido notado,
por outro lado, quando a distancia é curta o congelamento pode significar a morte e nesses casos

a fuga € o melhor recurso (Blanchard e Blanchard 2008). A fuga tem sido observada em
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confrontos com diferentes predadores em curtas distancias, mesmo que sejam apenas objetos
simulando predadores (De Franceschi et al. 2016, Coimbra et al. 2017).

Assim como nos comportamentos de congelamento e espreita, a interacdo e fuga
indicam uma melhor condi¢do no grupo exposto ao enriquecimento ambiental proporcionado
pelo ambiente seminatural durante cinco dias. Estes quatro pardmetros comportamentais,
ligados a condigdes de ansiedade e panico, indicam que o protocolo seguido no grupo ASN
cinco dias é melhor para a conducdo de experimentos etoldgicos, farmacolégicos, dentre outros
gue necessitem avaliar estes comportamentos em condi¢des de medo ndo condicionado.

O protocolo proposto para o ambiente seminatural além de apresentar melhores
resultados, como os apresentados neste estudo, possibilita a anédlise de outros parametros
etoldgicos que ndo sdo possiveis no ambiente padrdo. Neste experimento foram avaliados 0s
parametros de ida e permanéncia nas pedras e tempo de permanéncia nos galhos, tais
parametros avaliam a exploracdo destes pontos de possivel reflgio contra os predadores por
parte dos camundongos no ambiente seminatural.

Foi observada correlacdo negativa entre frequéncia de idas e tempo de permanéncia nas
pedras e tempo de permanéncia nos galhos, uma vez que sdo mutuamente exclusivos. Os
animais do grupo ASN 5D exploraram menos as pedras e permaneceram mais tempo nos galhos
na presenca das serpentes verdadeiras. O mesmo grupo também apresentou diminuicgdo de idas
nas pedras na presenca das serpentes falsas, mas foi estatisticamente maior que na presenca das
serpentes verdadeiras. Em relacdo aos tempos de permanéncia nas pedras e nos galhos nédo
houve diferencas entre os grupos ASN (1D e 5D) nas sessdes de habituacdo e exposicao a

serpente falsa.
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Figura 11. Frequéncia de ida até as pedras (A) e tempos de permanéncia nas pedras (B) e nos galhos (C)
em camundongos Swiss mantidos em ambiente seminatural durante um ou cinco dias de experimento.
Os animais foram expostos a periodos de habituagdo, serpentes falsas (arquétipos) e serpentes
verdadeiras. Diferencas entre letras representam diferenga estatistica com nivel de confianca de 5 %
(p<0,05) por meio dos testes ANOVA three-way e Tukey.

Desse modo, observa-se que o grupo ANS 5D foi eficaz em diferenciar as serpentes
verdadeiras das falsas e apresentou maior busca pelos galhos que consistia no melhor refagio
disponivel em detrimento das pedras que deixava 0s animais mais vulneraveis. Em comparagéo
ao tempo de convivéncia no ambiente seminatural com seus aspectos de enriquecimento
ambiental, o grupo ASN 1D se mostrou menos eficiente em buscar pelos refugios, ndo havendo
diferencas na presenca das serpentes verdadeiras ou demonstrou comportamento oposto ao
grupo 5D, permanecendo menos tempo nos galhos na presencga das serpentes verdadeiras que
nas sessdes anteriores. Sendo assim, em complemento aos outros parametros avaliados, 0
protocolo de cinco dias no ASN apresenta grande potencial para ser utilizado em estudos

comportamentais e farmacologicos ligados a comportamentos defensivos antipredatérios.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo é possivel concluir que os grupos foram capazes
de diferenciar as serpentes verdadeiras das falsas em ambos os ambientes e expressaram
comportamentos defensivos antipredatérios inatos ndo condicionados. Na maioria dos
pardmetros avaliados o0 ambiente seminatural com seus enriquecimentos ambientais
proporcionou a expressao de comportamentos antipredatérios em maior intensidade que o
ambiente padrdo. Também foi observado que o maior tempo no ambiente seminatural (cinco
dias) apresentou melhores resultados que o ambiente padrdo e o préprio ambiente seminatural

por um dia apenas.

34



Desse modo, conclui-se que o protocolo para o ambiente seminatural por cinco dias é
mais eficiente que as condi¢fes padrdo praticadas em muitos estudos, e configura uma
interessante condicdo para realizacao de estudos ligados ao medo, transtornos de ansiedade e
comportamentos defensivos antipredatorios em proles de camundongos Swiss. Por fim, propGe-
se que novos estudos investiguem se um maior periodo de vivéncia no ambiente seminatural
proporciona melhores resultados e avaliem a utilizacdo de individuos de diferentes idades,

controlando as variagdes hormonais pés puberdade para que nao influenciem os resultados.
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