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RESUMO 

 

O Enriquecimento Ambiental (EA) pode ser considerado como um conjunto de 

alterações ambientais que pode estimular comportamentos específicos para uma espécie 

e favorecer o bem-estar em animais cativos. O presente trabalho pretendeu investigar a 

influência do EA (rolo de papelão) sobre modulações comportamentais e epigenéticas 

em fêmeas murinas da linhagem LG/J de diferentes fases de vida. Para isso, foram 

estabelecidos quatro grupos: grupo 1, controle positivo – EA contínuo; grupo 2, 

controle negativo – EA ausente; grupo 3 – EA na fase púbere (3 e 4 semanas de idade); 

e grupo 4 – EA na fase materna. A emocionalidade de todas as fêmeas foi avaliada 

pelos testes de Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Nado Forçado. Também foi 

avaliado o desempenho da mãe na postura materna (tamanho de ninhada, contrução de 

ninho, peso dos filhotes, placentofagia e agressividade contra intrusos) e no Teste de 

Recuperação dos Filhotes (self grooming da mãe e interação mãe-filhotes pelo licking, 

nursing e tempo de resgate da ninhada). As fêmeas parecem, de maneira geral, 

apresentar naturalmente o comportamento tipo ansioso e depressivo que intensificaram-

se em fases de vida mais tardias. No entanto, a utilização do enriquecimento ambiental 

parece mitigar essas respostas comportamentais. Fêmeas enriquecidas na fase púbere e 

materna demonstraram-se menos ansiosas e depressivas do que fêmeas não 

enriquecidas. Porém, a habituação das fêmeas ao enriquecimento constante anularam os 

efeitos positivos desejados. Da mesma forma, expor as fêmeas ao enriquecimento 

apenas na fase púbere parece ter refletido em comportamentos tipo ansiosos e 

depressivos na fase mais tardia (pós-desmame). O enriquecimento na fase materna 

promoveu melhorias na postura das fêmeas, em que as ninhadas sofreram menos perdas 

de filhotes, os ninhos construídos foram mais altos e aquecidos, e os filhotes tiveram 

mais proteção pelas mães na análise de agressividade contra intrusos e no teste de 

resgate. Após as análises fenotípicas foi possível sequenciar uma amostra de hipotálamo 

utilizando o sequenciador de bolso, Oxford Nanopore MinION que permitiu aprender 

metodologias de uma tecnologia de sequenciamento de quarta geração. Nossos 

resultados permitiram o enriquecimento das discussões na área de pesquisa e embasam 

novos trabalhos de nosso grupo, na busca de marcadores epigenéticos associados ao 

bem-estar animal.   

   

Palavras-chave: Bem-estar animal; Ansiedade; Depressão; Comportamento materno; 

Epigenética. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Environmental Enrichment (EE) can be considered as a set of environmental 

changes that can adjust the model of a species and favor well-being in captive animals. 

The present study intends to investigate the influence of EE (cardboard roll) on 

behavioral and epigenetic modulations in murine females of the LG/J strain in different 

life stages. For this, four groups were determined: group 1, positive control – 

continuous EE; group 2, negative control – EE absent; group 3 – EE in the pubertal 

phase (3 and 4 weeks of age); and group 4 – EE in the maternal phase. The emotionality 

of all females was evaluated by the Open Field, Elevated Plus Maze and Forced Swim 

tests. The mother's performance was also evaluated in terms of maternal posture (litter 

size, nest construction, puppies weight, placentophagy and aggressiveness against 

intruders) and in the Puppies Recovery Test (self grooming and mother-puppies 

interaction by licking, nursing and litter rescue time). Females seem, in general, to 

naturally present anxious and depressive behavior that intensified in later life stages. 

However, the use of environmental enrichment seems to mitigate these behavioral 

responses. Likewise, exposing females to enrichment only in the pubertal phase seems 

to have reflected in anxious and depressive-like behaviors in the later phase (post-

weaning). The enrichment in the maternal phase promoted improvements in the posture 

of the females, in which the litters suffered less loss of puppies, the nests built were 

taller and warmer, and the puppies had more protection by the mothers in the analysis of 

aggression against intruders and in the rescue test. After the phenotypic analyses, it was 

possible to sequence a hypothalamus sample using the pocket sequencer, Oxford 

Nanopore MinION, which allowed learning methodologies of a fourth generation 

sequencing technology. Our results allowed the enrichment of discussions in the 

research area and support new work by our group, in the search for epigenetic markers 

associated with animal welfare. 

 

Keywords: Animal welfare; Anxiety; Depression; Maternal behavior; Epigenetics. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Desenvolvimento científico 

O avanço, o desenvolvimento e as aplicações do método científico tiveram a 

experimentação animal como ferramenta fundamental. Fato histórico é que a pesquisa 

em animais não-humanos vem sendo utilizada desde a antiguidade e sua importância se 

mostrou e se mostra de grande valia (MENEZES, 2002). Ao mesmo tempo que a 

experimentação animal apresenta diversas vantagens, como a extrapolação dos 

conhecimentos para os seres humanos devido às suas possíveis proximidades evolutivas 

(estabelecidas por Charles Darwin já em 1859 (GOLDIM, RAYMUNDO, 1997)), ela 

também está presente em diversos debates envolvendo questões éticas e morais, 

religiosas, políticas, legais, de conservação ambiental, científicas e econômicas.            

Concomitantemente ao início dos debates sobre bem-estar animal e o estabelecimento 

dos animais como seres sencientes, i.e., capazes de sentir sensações e sentimentos de 

forma consciente (BRAGA, 2009), foram estabelecidas as primeiras regulamentações 

de proteção aos animais, como o The Cruelty to Animals Act no Reino Unido, em 1876.  

Em convergência, diversas diretrizes sobre a experimentação animal também surgiram, 

para assegurar a proibição de experimentos que causassem dor aos animais (UK 

PUBLIC GENERAL ACTS, 1876). Em 1959, Russel e Burch, com Replace, Reduce e 

Refine, sintetizaram o princípio humanitário de experimentação animal e sugeriram, 

sucintamente, a substituição dos animais por modelos de experimentação não sensíveis, 

a redução do número de animais por experimento e o refinamento de técnicas e 

procedimentos. No Brasil, a Lei Arouca, LEI Nº 11.794, DE  8 DE OUTUBRO DE 

2008, criou o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 

as Comissões de Ética no Uso de Animais (CEUAs) responsáveis por, resumidamente, 

formular e zelar pelo cumprimento de normas relacionadas à experimentação animal 

(BRASIL, 2008). Sendo assim, as discussões entre a utilização de animais em pesquisas 

e a importância dos conhecimentos gerados foram e são importantes para a manutenção 

de princípios éticos e legislações que asseguram o direito dos animais fundado em 

respeito, responsabilidade e conhecimento.  

 

Animais modelo e sua importância para o desenvolvimento científico  

Diversas questões éticas impossibilitam a experimentação em seres humanos, 

principalmente em investigações de estudos básicos e aplicados que buscam 
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desenvolver os conhecimentos sobre a fisiologia do organismo, ou, por exemplo, 

desenvolvimento de novos tratamentos e metodologias médicas (DAMATTA, 2010). 

Além disso, o Código de Nüremberg determina que a experimentação em humanos deve 

ser baseada em resultados da experimentação animal (ONU, 1949).  Portanto, o uso de 

animais para o desenvolvimento científico é de importância significativa. Os estudos 

com animais modelo são fundamentais para o desenvolvimento de linhas de pesquisas 

biológicas e médicas, já que enquanto modelo, esses seres permitem mimetizar ou 

reproduzir características humanas (BELMIRA, 2002). Embora existam diferenças entre 

esses modelos animais e seres humanos, as semelhanças fisiológicas, celulares e 

moleculares geram informações valiosas dificilmente encontradas, por exemplo, em 

modelos computacionais e culturas de células (RAYMUNDO, GOLDIM, 2009).  

Com a expansão do conhecimento sobre a biologia dos modelos animais, 

algumas espécies começaram a ser mais utilizadas do que outras, isto devido a suas 

próprias características, como: pequeno tamanho, ciclo reprodutivo relativamente curto, 

tamanhos de ninhada maiores, nutrição variada e adaptação ao cativeiro. Além dessas 

características, roedores, em especial camundongos (Mus musculus), também são 

dóceis, de fácil manejo, sociáveis e se adaptam a ambientes variados (BELMIRA, 

2002). Roedores também apresentam bom desempenho em tarefas cognitivas, sendo 

importantes por exemplo, para o estudo e compreensão dos sistemas neurais que 

medeiam a emoção (CRYAN, HOLMES, 2005). Além disso, 90% do genoma murino e 

humano pode ser encontrado em regiões de sintenia conservada, refletindo a 

organização estrutural no ancestral comum e possibilitando o alinhamento de parte das 

sequências de ambas as espécies (PAU et al., 2004; GUÉNET, 2005). 

 

Experimentação animal e bem-estar  

A experimentação animal avançou e se refinou e, dado o crescente uso de 

animais de laboratório, como camundongos, e com base nesses novos conceitos 

fundamentado no tratamento ético e humanitário dos animais de laboratório, se faz 

presente um questionamento importante na ciência de animais de laboratório: o bem-

estar animal. Em 1986, Broom definiu o bem-estar de um indivíduo como o seu “estado 

em relação às suas tentativas de adaptar-se ao ambiente” em que está inserido. Já em 

1992, Hurnik definiu bem-estar como sendo “o estado de harmonia entre o animal e seu 

ambiente, caracterizado por condições físicas e fisiológicas ótimas e alta qualidade de 

vida dos animais”. Um conceito diretamente associado e que correlaciona as definições, 
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é a homeostase, ou seja, harmonia entre o ambiente interno do animal (do organismo 

propriamente dito) e externo (condições ambientais) (MCMILLAN, 1999). A 

homeostase exige que o animal se adapte e tenha controle em situações adversas, 

quando não, pode haver desconforto ou estresse (NEVES, MANCINI, MENEZES, 

2013). Uma ferramenta reconhecida para avaliar o bem-estar é analisar as Cinco 

Liberdades, ideias estabelecidas em 1967, pelo Conselho de Bem-estar de Animais de 

Produção (Farm Animal Welfare Council – FAWAC), na Inglaterra, que mais tarde, em 

2006 tiveram suas nomenclaturas alteradas por Molento, as quais se referem à: 

Liberdade Nutricional, Liberdade Sanitária, Liberdade Ambiental, Liberdade 

Comportamental e Liberdade Psicológica. As Cinco Liberdades auxiliam na 

quantificação do bem-estar animal e, no caso do presente estudo, a Liberdade 

Comportamental está em foco, ou seja, que o animal possa expressar comportamentos 

naturais dentro do possível, mesmo sob as condições de análise. O animal cativo deve, 

ao menos, poder expressar reações saudáveis em resposta a intervenções e aparatos 

inseridos em seu ambiente (YERKES, 1925). 

 

Enriquecimento Ambiental (EA) 

Sabe-se que animais mantidos fora de seu habitat natural geralmente não 

executam ou podem apresentar padrão limitado de tarefas específicas de sua espécie 

(MOREZZI et al., 2020). Para evitar/atenuar esses impactos negativos, a utilização de 

Enriquecimento Ambiental (EA) minimiza o estresse e tem sido uma abordagem para 

tornar as condições de alojamento mais complexas para atender preceitos etológicos 

próprios da espécie, sendo um dos principais fatores que influenciam no bem-estar 

animal (MEDINA, 2011). É possível definir EA como um conjunto de alterações no 

ambiente de animais cativos que estimulam a expressão de comportamentos específicos 

da espécie e favorecem o bem-estar (NEWBERRY, 1995; BAILOO, 2018). É 

importante que o ambiente seja desenvolvido visando o conforto dos animais, para 

evitar possíveis vieses metodológicos, pois quanto menor o estresse do animal, menor a 

variabilidade dos resultados, garantindo maior confiabilidade nos estudos, assegurando 

que sejam obtidos resultados científicos confiáveis e de boa qualidade (SHERWIN, 

2004; OLIVARES, SANTOS, 2012).  

Segundo Mattaraia (2009), o uso de EA para roedores mantidos em biotérios é 

amplamente recomendado por promover maior capacidade de aprendizagem, 

plasticidade cerebral e sucesso reprodutivo, além de melhorar o estado de saúde e 
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desempenho corporal. Contudo, é necessário analisar as respostas dos animais frente aos 

estímulos oferecidos antes de introduzir um programa de enriquecimento. O principal 

objetivo do EA é diminuir a incidência de comportamentos estereotipados e aumentar 

comportamentos normais. E por isso, a escolha do tipo de EA depende de alguns 

fatores, como estrutura do alojamento, idade, sexo, histórico dos animais, rotina do 

biotério e propósito da intervenção, pois sem direcionamento, a ferramenta EA pode 

apresentar resultados pouco satisfatórios (OLIVEIRA, BRÜCK, MARTINS, 2018). 

Outro fator que influencia na resposta aos enriquecimentos é a habituação, que pode 

ocorrer quando um mesmo estímulo é apresentado diversas vezes ou por tempo 

prolongado, perdendo seu caráter de novidade, diminuíndo a taxa de interação, até que o 

EA se torne parte do alojamento padrão (KUCZAJ, 2002).  

 

Enriquecimento Ambiental e suas classificações 

Existem algumas classificações dos tipos de enriquecimentos. Segundo Neves, 

Mancini e Menezes (2013), os enriquecimentos podem ser caracterizados como: 

enriquecimento cognitivo, alimentar, sensorial, social e físico. Brevemente, o 

enriquecimento cognitivo objetiva proporcionar situações motivadoras por meio de 

desafios e jogos com consequências recompensadoras (GONÇALVES et al. 2010); o 

EA alimentar pode ser inserido como modificações na forma como o alimento é 

oferecido, bem como alterações da dieta, horários e frequência de alimentação 

(HONES, MARIN, 2006); o sensorial inclui estímulos visuais, auditivos e olfativos que 

sejam eficientes na melhoria do bem-estar (GONÇALVES et al. 2010); o EA social 

inclui a socialização dos animais, de maneira harmoniosa, com ou sem contato com 

intra ou inter-específicos (BAUMANS, 2005); e o EA físico, alvo do estudo deste 

trabalho, tem como objetivo reduzir as condições deficitárias da restrição de espaço por 

meio de mudanças nos elementos que compõem o ambiente físico com a introdução de 

objetos de distração, ou na sua estrutura (GONÇALVES et al. 2010). Alguns exemplos 

de objetos de enriquecimentos para camundongos são: tubos de PVC, algodão, papel-

toalha, máscara descartável amarrada para funcionar como rede de descanso, papel 

picado, e objetos comercializados, como cabanas e iglus (NEVES, MANCINI e 

MENEZES, 2013). Outro fator a ser mencionado e analisado antes de expor os animais 

a objetos de enriquecimento é o possível risco para a saúde dos animais (PORTELLA, 

2000). Por isso os materiais devem ser livres de toxinas e permitir processos de 

descontaminação e esterilização, ser certificados ou resistentes às espécies as quais se 
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destinam e que sejam adequados à fase de desenvolvimento do animal (MATTARAIA, 

2009). Além dos benefícios discutidos anteriormente, o EA também se mostra 

diretamente relacionado com o comportamento e emocionalidade dos animais 

(ROSENZWEIG, 1966), como na regulação de respostas ansiosas (BENAROYA-

MILSHTEIN, 2004; GÖRTZ, 2008) e depressivas (HATTORI, 2007; JHA, DONG, 

SAKATA, 2011). 

 

Emocionalidade e testes comportamentais 

A emocionalidade é uma característica complexa e sua definição ainda envolve 

discussões. A palavra emoção, do latim emovere evoca ideias de movimento/mudança e 

pode ser ampliada para o sentido de agitação ou perturbação do estado psicológico 

(RAMOS, MORMÈDE, 1997). A definição em dicionário da língua portuguesa é: 

“perturbação do espírito, provocada por situações diversas e se manifesta como alegria, 

tristeza, raiva, etc” (FERREIRA, ANJOS, 2000). Em 1934, Hall descreveu 

emocionalidade como um termo descritivo para “eliminação emocional” conceituando 

as alterações comportamentais e periféricas que acompanham alta atividade nervosa 

simpática em resposta a diversos estímulos, incluindo as novidades ambientais. A 

interpretação comumente adotada pela psicologia e neurociência envolve os estados 

particulares de determinado organismo frente às condições bem definidas (situação 

emocional) que se adiciona às experiências subjetivas e manifestações somáticas e 

viscerais (MESQUITA, DUARTE; 1996). Conforme o estudo da psicologia comparada 

foi avançando, modelos comportamentais foram criados para medir a emotividade dos 

animais, principalmente roedores, e diferentes interpretações surgiram. Contudo, a 

maioria compartilha de experiências envolvidas no campo dos sentimentos associadas 

às mudanças comportamentais/fisiológicas geradas por situações incomuns (RAMOS, 

MORMÈDE, 1997). O conjunto de emoções que animais não-primatas experimentam é 

menos complexo, incluindo estados de medo, alegria e raiva (GHERARDI, 1988). Em 

seus estudos, Darwin (1972) conclui que certas expressões de emoções são inatas e que 

derivaram de ações que serviram originalmente a uma função adaptativa do indivíduo. 

Ou seja, uma função adaptativa que influenciou/influencia diretamente nas chances de 

sobrevivência e sucesso reprodutivo.  

Um dos tipos clássicos de emoção é a ansiedade, que por definição: é a 

antecipação emocional de uma situação aversiva, difícil de prever e controlar, e que é 

provável de ocorrer (MESQUITA, DUARTE; 1996), ou, pela definição farmacológica: 



14 

 

 

um estado emocional expresso comportamentalmente sob condições ambientais 

aversivas que pode ser amenizado ou potencializado pelo uso de drogas ansiolíticas ou 

ansiogênicas (RAMOS, MORMÈDE, 1997). Segundo a Edition et al. (2013), a 

ansiedade é marcada principalmente por um “medo acentuado persistente e excessivo 

ou irracional”. Esses critérios também são importantíssimos na diferenciação de 

transtornos depressivos. De fato, ao contrário de episódios depressivos, uma resposta 

ansiosa transitória a um estímulo/perigo real é uma resposta apropriada e adaptativa. 

Ansiedade e medo são comportamentos relacionados, porém, segundo Blanchard e 

Blanchard (1988), a ansiedade está associada à avaliação de risco em situações de 

ameça potencial e incerta, enquanto o medo está associado à estratégias defensivas que 

ocorrem frente a presença de uma ameaça. Em camundongos, a modulação de 

comportamentos tipo ansiosos pode ser observada, por exemplo, pela evitação da 

exposição a locais aversivos e de áreas bem iluminadas, baixa interação social com 

coespecíficos não familiares e grooming excessivo (CRYAN, HOLMES, 2005). 

A depressão é outro tipo de emoção identificada em animais e pode ser definida 

como estado melancólico (MESQUITA, DUARTE; 1996). Abordagens médicas 

contemporâneas reconhecem depressão como uma patologia do sistema nervoso central 

(INSEL, CHARNEY, 2003). A depressão é tanto biológicamente quanto geneticamente 

um distúrbio heterogêneo com sintomas manifestados em níveis psicológicos, 

comportamentais e fisiológicos. Comportamentos tipo depressivos em camundongos 

podem ser apresentados, por exemplo, como perda anormal de peso corporal após 

exposição a estressor, arquitetura de sono anormal e alterações em várias medidas de 

atividade locomotora e funções motoras (CRYAN, HOLMES, 2005). 

Testes comportamentais foram desenvolvidos para a determinação da 

emocionalidade dos indivíduos e, adicionalmente, validar modelos de camundongos 

para o estudo de ansiedade e depressão. Em 2007, Jacqueline Crawley advertiu sobre a 

não antropomorfização de comportamentos relacionados à emoção em camundongos, 

portanto é possível estudar, por meio de inferência, comportamentos, circuitos neurais e 

fatores genéticos utilizando outras espécies, como animais modelos, para entender o 

comportamento humano e as doenças. Segundo McKinney e Bunney (1969) é 

necessário que o comportamento do modelo animal seja 'razoavelmente análogo' ao 

transtorno humano; e as avaliações devem provocar uma mudança comportamental 

monitorável; produzir mudanças comportamentais revertidas pelas mesmas modalidades 

de tratamento que são eficazes em humanos; e ser reprodutível entre os 
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investigadores. Os diferentes testes comportamentais expõem os animais a um ou mais 

estímulos aversivos, por períodos variáveis, com observação concomitante dos seus 

comportamentos (ARCHER, 1973). Estudos nessa áream tem utilizado os testes 

considerados como “clássicos”:  Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado, Nado 

Forçado, Teste da suspensão da cauda, Caixa claro/escuro e Interação social (HALLER; 

ALIKI, 2012).  

Os testes de conflito de abordagem-evitação com base exploratória para a 

observação de comportamentos tipo ansiosos, avaliam o conflito entre explorar e a 

aversão por espaços expostos e bem iluminados. Os testes de Campo Aberto (CA) e 

Labirinto em Cruz Elevado (LCE) são amplamente utilizados para avaliação de 

comportamentos tipo ansiosos (HALL, 1934; LISTER, 1987; RODGERS et al., 1997). 

O teste com caixa claro/escuro baseia-se na aversão natural camundongos, animais de 

hábitos noturnos, por ambientes claros ou excessivamente iluminados (CRAWLEY; 

GOODWIN, 1980; COSTALL et al., 1989). O teste de suspenção da cauda (STERU et 

al., 1985; CHERMAT et al., 1986) se baseia no fato de que animais submetidos a curtos 

períodos de estresse inescapável pela suspensão de sua cauda tendem a desenvolver uma 

postura imóvel, característica de comportamentos depressivos, assim como no teste de 

Nado Forçado (NF) que se baseia na observação de imobilidade em roedores quando 

colocados em um cilindro fechado (inescapável) com água morna (PORSOLT et al., 

1977). E por fim, o teste de interação social é um modelo amplamente utilizado que 

permite avaliar comportamentos de dois ou mais camundongos expostos a uma mesma 

arena. Os animais apresentam comportamentos de farejar e seguir uns aos outros, subir 

um no outro ou ficar embaixo, farejamento focinho-focinho e farejamento anogenital 

(LAVIOLA, TERRANOVA, 1994; MCFARLANE; KUSEK; YANG; PHOENIX; 

BOLIVAR; CRAWLEY, 2008). Neste trabalho serão utilizados testes comportamentais 

para avaliar traços ansiosos e depressivos dos animais, entre eles o Campo Aberto (CA) 

e Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para avaliar traços ansiosos, além do Nado Forçado 

(NF) para avaliar traços depressivos de fêmeas LG/J. Vale ressaltar que, as fêmeas LG/J 

(linhagem estudada neste trabalho) parecem apresentar padrão comportamental 

naturalmente tipo ansioso e depressivo dependendo da fase de vida em que se 

encontram (ROSA, MASUKI, MACHADO JR, ALVES, PERIPATO, 2021; 

SANTANA, PERIPATO, ROSA, 2016). Porém, é preciso atentar-se que os roedores, 

geralmente, apresentam característica naturalmente neofóbica e diversos fatores podem 
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acentuar ou atenuar seus traços emocionais podendo ser de origem ambiental ou de 

influência biológica (PRUT; BELZUNG, 2003).   

 

Emocionalidade e influencias ambientais e biológicas 

Os fatores ambientais podem estar relacionados tanto ao âmbito físico do 

recinto, quanto social. Acerca desses fatores ambientais, alguns estudos demonstraram, 

por exemplo, que o agrupamento nas gaiolas e o isolamento social são questões críticas 

nas alterações de níveis de ansiedade (MAISONNETTE et al., 1993; DA SILVA, N.L. 

et al., 1996; KAWAK et. al., 2009). Da mesma forma, o nível de iluminação em que o 

alojamento e os testes comportamentais são expostos também influencia na resposta 

comportamental dos camundongos e ratos (CARDENAS, LAMPREA, MORATO, 

2001; BERTOGLIO, CAROBREZ, 2002; IZÍDIO, et al. 2005). Vale destacar aqui que, 

embora os camundongos sejam espécies exploratórias, naturalmente forrageadores e 

desempenham tarefas baseadas na exploração do ambiente, a pressão seletiva na defesa 

contra a predação culminou em uma aversão inata a espaços expostos e bem iluminados. 

(CRYAN, HOLMES, 2005). A variação na manipulação dos animais pelo 

experimentador e/ou tratador pode gerar em alterações comportamentais dos animais de 

laboratório (Andrews e File, 1993), além da presença de enriquecimento ambiental que 

influencia diretamente no comportamento e emocionalidade dos animais, como já 

mencionado anteriormente.  

O ambiente social dos animais também pode ser relevante para alterações 

encontradas na emocionalidade. Os animais de laboratório apresentam interações sociais 

co-específicas do tipo mãe-filhote, macho-macho e fêmea-fêmea, e interações fêmea-

macho que envolvem diferentes estratégias comportamentais associadas à agressão, 

dominação, motivação para explorar o ambiente e parceiro, e, consequentemente, 

podem suscitar medo e ansiedade (CAROLA, et al., 2008).  

Os comportamentos relacionados à ansiedade e emocionalidade também são 

influenciados por fatores biológicos. Diferentes linhagens de camundongos podem 

apresentar diferentes perfis emocionais (GRIEBEL et al., 2000), assim como a alteração 

na microbiota de animais isogênicos podem alterar seu desempenho em testes de 

comportamento (BOEDER, 2019). Além disso, os animais possuem variações 

hormonais no decorrer do dia, o que pode gerar diferenças comportamentais em sua 

exposição a diferentes testes (NELSON, SCHEVING et al., 1975; BERTOGLIO, 

CAROBREZ, 2002), por isso, a fase do dia no qual os animais estão sendo avaliados 
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deve-se manter constante, a fim de amenizar a influência desta variável.  A idade/fases 

de vida, como puberdade, fase adultas, reprodutiva e idades mais avançadas de 

envelhecimento também interferem na resposta emocional frente aos diferentes 

estímulos (IMHOF et al., 1993). A juventude é marcada por uma fase crucial de 

desenvolvimento comportamental (MACRI et al., 2002) em que a emocionalidade e os 

sistemas neurais mediando a emoção permanecem altamente plásticos (HOLMES et al., 

2005). No entanto, há uma fase crítica do desenvolvimento comportamental: a 

puberdade. Nela, a função adaptativa da dispersão, a busca por novos nichos (MACRÌ et 

al., 2002), a exploração de ambientes (GALEF, 1981) adicionados à um declínio no 

sistema cerebral mediador de respostas ao estresse (DILLON et al., 1991) parecem estar 

frequentemente associados à diminuição de comportamentos tipo ansiosos. E quanto ao 

envelhecimento, por si só já é acompanhado de mudanças cognitivas e emocionais 

marcantes, podendo apresentar aumento nos comportamentos tipo ansiosos e 

depressivos (MEYZA et. al, 2011).  

O sexo também apresenta diversas características quantitativas que influenciam a 

emocionalidade (IMHOF et al., 1993; NGUN et al., 2010), além de que, fêmeas estão 

sujeitas a alterações hormonais cíclicas, quando adultas (ciclo estral) (BIRKE, 

ARCHER, 1975), e principalmente, na fase materna (ZULUAGA et al., 2005). A 

complexidade na fase materna engloba tanto fatores ambientais quanto biológicos que 

modulam alterações comportamentais (GRIER,1984). Desde a fecundação até o 

desmame, fêmeas estão expostas a um ambiente social (macho-fêmea, mãe-filhotes) 

instável, que podem direcionar alterações comportamentais, modificando seu próprio 

ambiente, como o comportamento de construir ninhos. Este comportamento é uma 

importante conduta desempenhada por roedores adultos que permite a termorregulação, 

repouso e proteção contra adversidades externas (intrusos/predadores) (WEBER; 

OLSSON, 2008). Em um ambiente materno, além das funções elencadas, a presença do 

ninho também terá a função de manutenção da temperatura dos filhotes (LYNCH, 

1994), redução da evaporação de água de seus corpos (FRIEDMAN, BRUNO, 1976), e 

principalmente o agrupamento irá aumentar a interação mãe-filhote, facilitando o 

cuidado materno (FLEMING et al. 1999).  

 

Cuidado materno 

O cuidado materno, observado na maioria dos mamíferos, é um conjunto de 

comportamentos realizados pela fêmea que induz o aumento da probabilidade de 



18 

 

 

sobrevivência da prole, sejam estes diretamente relacionados com os filhotes (nursing e 

licking/grooming, por exemplo) ou indiretamente (como construção de ninho e agressão 

contra intrusos) e, dessa forma, são fundamentais desde a fase gestacional ao desmame 

(NUMAN, 1990; PERIPATO; CHEVERUD, 2002; KURODA et al., 2011; GOÉS; 

SAUCE; PERIPATO, 2012). Sabe-se que o cuidado materno depende da ativação de 

fatores neuroendócrinos (circuitos neurais e variações hormonais) como resposta a 

concepção e posteriormente a estímulos advindos da prole (DENENBERG et al., 1969; 

POINDRON, 2005; SAUCE, 2010; BRIDGES, 2015). Os mecanismos neuroquímicos 

envolvidos com o cuidado materno envolvem interações entre áreas cerebrais críticas, 

tais como hipocampo, área pré-optica medial e outras regiões do hipotálamo 

(OLABAZAL, FERREIRA, 1997; NUMAN et al., 1998; LEE, BROWN, 2002). O 

cuidado materno também está envolvido com uma complexa arquitetura genética, com 

poucos genes de pequeno efeito individual, mas uma grande gama de interações entre 

diferentes regiões do genoma (PERIPATO et al., 2004). Esse padrão se repete ao 

investigar a arquitetura genética de comportamentos maternos específicos como 

tamanho da ninhada (PERIPATO et al., 2004), ejeção de leite (GÓES; SAUCE; 

PERIPATO, 2012), construção de ninhos (SAUCE; DE BRITO; PERIPATO, 2012), e a 

emocionalidade (MONTE, 2012).  

Fêmeas em fase materna proporcionam um ambiente que reflete sua 

emocionalidade. Esse mesmo ambiente influencia o desenvolvimento emocional de seus 

filhotes (HANSEN; FERREIRA, 1986; FRANCIS et al., 1999; MOFFIT et al., 2006; 

FOYER, WILSSON, JENSEN, 2016). Em roedores, as variações no cuidado materno 

relacionadas à ansiedade podem afetar a progênie (CALDJI et al., 2000; URIARTE et 

al. 2007) e, a separação mãe-filhote ou mesmo o desmame precoce podem gerar um 

aumento na ansiedade e agressividade da prole (NAKAMURA et al., 2003; KIKUSUI 

et al., 2006). Fêmeas que não acariciam seus filhotes ao nascer desencadeiam um 

comportamento ansioso na fase adulta dos filhotes (CALDJI et al., 1998), que poderá 

ser transferido de uma geração para a outra (FRANCIS et al., 2003). Essa postura 

materna pode desencadear alterações na expressão de genes relacionados ao estresse e 

ansiedade, em seus filhotes (VAN HASSELT, et al., 2012).  

Acredita-se que a própria experiência materna também seja enriquecedora 

devido a uma interação de demandas endócrinas e da prole (KINSLEY, LAMBERT, 

2008), mesmo assim, o enriquecimento ambiental nesta fase parece contribuir com 

resultados apreciáveis. Revisão recente aponta que enriquecer o ambiente na fase 
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gestacional reflete nas mães em tendência de aumento dos comportamentos de cuidados 

maternos, de modo que as mães enriquecidas se envolvem em cuidados de alta 

qualidade quando estão no ninho (STRZELEWICZ et al., 2019) e consequentemente, 

diminuem respostas tipo depressivas e ansiosas (SPARLING, et al., 2020). Mesmo 

assim, ainda há poucos estudos que avaliam o efeito do enriquecimento ambiental nos 

comportamentos maternos. 

 

Plasticidade fenotípica e epigenética 

Como o fator ambiental pode interferir no comportamento, e o EA tem como 

fundamento a busca pelo bem-estar animal, o estudo de alterações ambientais via EA 

podem desvendar mecanismos que modulem essa plasticidade, entre eles os 

epigenéticos. Vale ressaltar que epigenética pode ser definida como o estudo de 

alterações hereditárias na expressão dos genes que não pode ser explicada por mudanças 

na sequência de DNA (RUSSO; MARTIENSSEN; RIGGS, 1996). Os fenótipos, como 

a emocionalidade (PURBA et al., 1996; TANAKA et al. 2000) e o cuidado materno 

(BROWN et al., 1996; LEFEVBRE et al. 1998; LI et al., 1999; SCOTT et al., 2015), 

podem ser expressos e regulados por informações genéticas que, por sua vez, dependem 

frequentemente de sinais ambientais (internos ou externos) para serem expressas 

(WATSON et al., 2006).  Estudos demonstraram algumas vias pelas quais o ambiente 

externo regula a expressão das informações genéticas, por exemplo, o ritmo circadiano 

de camundongos pode sofrer alterações dependentes de luminosidade (AZZI et al., 

2014), eventos iniciais na vida de ratos podem alterar a expressão gênica de genes 

específicos (ROTH et al., 2009) e o enriquecimento ambiental parece alterar expressão 

de genes associados ao comportamento exploratório (ZOCHER et al., 2020). Em todos 

esses estudos, as mudanças estão relacionadas à regulação gênica sem modificações na 

sequência de nucleotídeos.  

Existem meios pelos quais os sinais são detectados pela célula e “comunicados” 

para os genes como, por exemplo, os ativadores e repressores das vias de transdução de 

sinal que se ligam próximos a um gene e o controlam (“ligam” e “desligam” o gene). 

Também há outra maneira de regular a expressão gênica: o silenciamento gênico. Neste 

caso, um gene é silenciado devido à sua localização, mesmo sem sinais ambientais 

específicos. A forma de silenciamento mais comum está associada a heterocromatina: 

uma forma densa da cromatina que impede que as informações gênicas dessa região 

sejam acessadas pela maquinaria de transcrição. Outro método bastante comum em 
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células de mamíferos é o silenciamento da transcrição via metilação do DNA 

(WATSON et al., 2006). 

 

Metilação do DNA 

No genoma de mamíferos, a metilação do DNA ocorre por um mecanismo 

endógeno de transferência de um grupo metil para a posição C5 da citosina, formando 

5-metilcitosinas (5mC). A regulação gênica por esse método pode impedir a ligação de 

proteínas ou inibir a maquinaria transcricional bloqueando a expressão gênica 

(WATSON et al., 2006; MOORE; LE; FAN, 2013). A metilação do DNA é catalisada 

por uma família de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTS) 

responsáveis por transferir um grupo metil da S-adenilmetionina para o quinto carbono 

de uma citosina, formando as 5mCs (MOORE; LE; FAN, 2013). Em mamíferos, esse 

processo ocorre com mais frequência em dinucleotídeos CG, conhecidos como ilhas 

CpGs, comumente encontradas em sequências regulatórias (LEA et al., 2016). As ilhas 

CpGs compreendem trechos do DNA com comprimento aproximado de 1000 pares de 

bases com densidades de dinucleotídeos CGs mais alta do que o resto do genoma 

(BIRD, 1980). Nessas regiões, a maioria dos promotores de genes estão localizados 

(COSTELLO, 2001) e, interessantemente, são regiões altamente conservadas entre 

camundongos e humanos, indicando que possuam uma importância funcional 

(ILLINGWORTH et al., 2010). A metilação das ilhas CpGs pode inibir a ligação do 

fator de transcrição, recrutar proteínas repressivas de ligação ao metil e silenciar de 

forma estável a expressão gênica (MOORE; LE; FAN, 2013). 

Algumas vezes, os padrões de expressão gênica precisam ser herdados e a 

herança desses padrões na ausência de mutação é chamada de regulação epigenética. 

Esse mecanismo regulatório está fundamentalmente associado, por exemplo, ao 

fenômeno de “memorização”, conhecido como imprinting, pelo qual apenas um dos 

alelos (de origem paterna ou materna) de certos genes são expressos (WATSON et al., 

2006). Como listados anteriormente, como regulação de expressão/ silenciamento 

gênico, os mecanismos epigenéticos envolvem modificações pós-traducionais nas 

histonas, micro RNAs (miRNAs) não-codificantes (BACCARELLI, BOLLATI, 2009; 

TORO, AYLWIN, LOMNICZI, 2018) e alterações químicas no DNA como a metilação 

do DNA (LA SALLE; TRASLER, 2006).   

Os padrões de metilação do organismo podem ser alterados pelas condições 

ambientais, seja durante o desenvolvimento ou posteriormente, quando as metilações 



21 

 

 

auxiliam a coordenar a resposta celular a novos estímulos ambientais. Portanto, a 

metilação do DNA desempenha um papel significativo na mediação da resposta 

regulatória do gene às mudanças ambientais (GUO et al., 2012). Um dos clássicos 

estudos acerca deste assunto investigou a adoção cruzada de fêmeas que tiveram mães 

com baixo e alto nível de licking/grooming e arched-back nursing (LG/ABN, i.e., 

lamber/limpar e amamentar com dorso arqueado). Foi observado que aquelas fêmeas 

filhas biológicas de mães com baixos níveis de LG/ABN adotadas por mães com altos 

níveis de LG/ABN também apresentavam altos níveis desse comportamento inclusive 

quando comparadas às fêmeas nascidas de mães com altos níveis, mas adotadas por 

mães com baixo LG/ABN. Além disso, as fêmeas com mães de alto nível de LG/ABN 

apresentaram menos respostas de medo frente à novidade. Isso sugere que o manejo 

pós-natal pode alterar o fenótipo da prole, elucidando a hipótese de transmissão 

comportamental para as próximas gerações. Essa sugestão foi então verificada 

avaliando os efeitos epigenéticos nas respostas ao estresse. A região hipocampal possui 

estruturas denominadas receptores de glucocorticóides (GR), os quais, quando ativados, 

auxiliam na mediação de respostas a estresses. Estudos apontam que, aparentemente, a 

prole adulta de mães de alto LG/ABN apresentam aumento da expresão hipocampal do 

mRNA do receptor de glucocorticóides (GR) e por consequência respondem de forma 

mais saudável ao estresse. Neste caso, foi observado que o aumento na expressão de GR 

foi devido à desmetilação desse gene, mas no caso de fêmeas criadas por mães de baixo 

LG/ABN, essas informações permaneceram metiladas, silenciadas, ou seja, não 

expressas e resultaram em respostas não saudáveis desses animais frente ao estresse 

(LIU, et al., 1997; FRANCIS et al., 1999; WEAVER, et al., 2004; VAN HASSELT, et 

al., 2012). 

 

Metodologias para análise epigenética 

Com a finalidade de elucidar assuntos referentes às regulações epigenéticas, 

algumas metodologias avaliam, especificamente, a metilação em amostras de DNA, seja 

com o estudo do genoma completo ou de genes candidatos, buscando pelo padrão de 

metilação. O perfil de metilação completo pode ser analisado por metodologias como 

HPLC-UV (High Performance Chromatography – Ultraviolet), LC-MS/MS (Liquid 

Chromatography coupled with tandem mass spectrometry), ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA), PCR de LINE-1 seguida de pirosequenciamento, AFLP (Amplification 

Fragment Lenght Polimorphism) e/ou RFLP (Restriction Fragment Lenght 
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Polymorphism) e LUMA (Luminometric Mehtylation Assay). No entanto, outras 

metolodogias permitem buscar por regiões diferencialmente metiladas no genoma, 

como MSCC (Methyl-Sensitive Cut Counting), técnicas com Microarray ou Bead Array 

e Sequenciamento por Bissulfito (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016). Nesse último 

caso, existem métodos que buscam por diferentes regiões metiladas, como Whole 

Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) e Reduced Representation Bisulfite Sequencing 

(RRBS).  

A metilação também pode ser avaliada em regiões específicas, pela busca de 

genes candidatos por ensaios baseados na digestão do DNA, ou por diferentes análises 

do DNA convertido por bissulfito, como Bead Array, PCR e sequenciamento, 

pirosequenciamento, PCR com HRM (High Resolution Melting), COLD-PCR, e o 

método MSP (Methylation-specific PCR) (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016) que 

verifica a presença do grupo metil com a utilização de primers específicos metilados e 

não metilados (DERKS et al., 2004). 

 

Epigenética e Nanopore 

O encontro da tecnologia de nanoporos com a epigenética se dá devido à 

possibilidade de analisar marcas epigenéticas, como 5mC ou 6-metiladeninas, sem 

tratamento especial prévio das amostras. Enquanto grande parte das tecnologias de 

sequenciamento não conseguem distinguir entre bases metiladas e não metiladas no 

DNA nativo, a quarta geração de sequenciamento o faz utilizando o sequenciador 

Oxford Nanopore MinION (SHCATZ, M.C. 2017). O sequenciador de “bolso”, 

MinION, é um dispositivo baseado em nanoporos de alto rendimento capazes de 

sequenciar fragmentos de DNA longos não amplificados (IP et al., 2015). O 

procedimento é baseado em mudanças dependentes da sequência na corrente iônica ao 

longo do tempo: conforme há a passagem de DNA pelos nanoporos da membrana 

lipídica, sinais de corrente elétrica são transmitidos e registrados computacionalmente, 

sinais esses que são sensíveis a modificações de base, como a 5-metilcitosina. Dessa 

forma, os padrões de sinais são interpretados como sequências curtas de DNA cujas 

bases metiladas podem gerar assinaturas reproduzíveis e interpretáveis (IP et al., 2015; 

RAND et al., 2017; SIMPSON et al., 2017), permitindo estudo de metilação em 

diversos tecidos e a um custo relativamente acessível. Embora esta seja uma tecnologia 

extremamente nova, o sequenciamento por nanoporos já fora aplicado em diversas 
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pesquisas clínicas, estudos envolvendo detecções de micro-organismos, montagem de 

genomas, epigenética e genômica ambiental (LIN; HUI; MAO, 2021). 

O emprego de tecnologias que permitam investigar mecanismo moleculares 

envolvidos na expressão de genes, e principalmente nos que possam estar sucestíveis a 

modulação ambiental permitiu a realização do presente trabalho. Assim, 

comportamentos relacionadas ao cuidado materno, ansiedade e depressão de fêmeas de 

camundongos LG/J foram investigadas quanto à exposição a enriquecimento ambiental. 

Após avaliação comportamental, foi analisada a metilação global do hipotálamo dessas 

fêmeas. O presente estudo foi pioneiro em nosso grupo de pesquisa. 

 

2 OBJETIVOS  

 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a influência do Enriquecimento 

Ambiental (EA) em diferentes fases de vida sobre a emocionalidade, cuidado materno e 

metilação global de Mus musculus fêmeas da linhagem LG/J. 

Para tanto foram delineados os seguintes objetivos específicos: 

- Realizar de projeto piloto sobre o Teste de Preferência de EA analisado em 

fêmeas LG/J nas fases: púbere, idade reprodutiva e após experiência sexual; 

- Expor ao enriquecimento ambiental escolhido pelas fêmeas nas fases púbere, 

reprodutiva e materna, e exposição em fêmeas controle positivas, mantendo o EA por 

todo esse período; 

- Investigar a emocionalidade das fêmeas LG/J pelos testes de Campo Aberto 

(CA), Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Nado Forçado (NF) nas fases púbere, 

reprodutiva, materna e pós-desmame de todos os grupo a serem estudados;   

- Investigar e contrastar o cuidado materno entre as fêmeas expostas ou não ao 

EA, avaliando o comportamento materno e o teste de recuperação dos filhotes; 

-  Buscar associações entre o EA com a emocionalidade (teste CA, LCE e NF) e 

o cuidado materno; 

- Padronizar a extração de DNA de amostras de hipotálamos; 

- Buscar a metilação global em hipotálamos pelo sequenciamento de DNA 

hipotalâmico via ONT MinION; 

- Procurar por melhores ferramentas para análise de pós-processamento do 

sequenciamento de DNA por meio de testes com os dados gerados; 

- Buscar por genes metilados no hipotálamo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Animais 
 

Foram utilizados, nesse estudo, camundongos (Mus musculus) fêmeas da 

linhagem LG/J importada do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, EUA) em 2015. 

Após o nascimento da primeira geração, os animais foram mantidos e vem sendo 

criados na sala de experimentação do Laboratório de Genética do Comportamento do 

Departamento de Genética e Evolução da UFSCar campus São Carlos. 

Os animais foram acompanhados desde o nascimento. Logo após o parto, o 

tamanho da ninhada foi verificado diariamente. Ao fim da primeira semana, os animais 

foram pesados e identificados individualmente com marcações nos dedos. Fez-se o 

monitoramento de pesagem semanalmente até que os filhotes completassem sete 

semanas de vida. Durante esse período, os animais com três semanas de vida foram 

desmamados (separados da mãe) e alocados em gaiolas sexo-específicas com até cinco 

animais. Após sete semanas eles foram encaminhados em casais para reprodução.  

Os animais foram alimentados ad libitum com ração para roedores Nuvilab CR-1 

Autoclavável (QUIMTIA SA, Colombo - PR) e água filtrada, ambos autoclavados e 

mantidos sob maravalha de pinus autoclavada (JR Maravalha, Paulínia – SP). A sala foi 

mantida a ~22ºC em ciclo claro-escuro de 12 horas (L:D 12:12h; luzes acesas às 6 horas 

da manhã). Após a análise fenotípica, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical para coleta do hipotálamo para análises moleculares. 

Os procedimentos no manuseio e na experimentação com os animais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFSCar (CEUA nº 5335140519) 

(em detalhes no Anexo A). 

 

3.2 Enriquecimento Ambiental (EA) 

 

Um projeto piloto fora realizado com o objetivo de avaliar a preferência das 

fêmeas Mus musculus da linhagem LG/J frente a tipos diferentes de enriquecimentos. 

As atividades desse projeto piloto também foram aprovadas pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais da UFSCar (CEUA nº 7096180319) (em detalhes no Anexo B) e estão 

relatadas em detalhes no Apêndice A. Os dados de preferência obtidos resultaram em 

um único objeto preferido pelas fêmeas: o rolo de papelão.  
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3.2.1. Exposição ao Enriquecimento Ambiental 
 

Para o desenvolvimento do projeto foram avaliadas 80 (oitenta) fêmeas da 

linhagem LG/J. Elas foram separadas em 4 grupos com 20 fêmeas cada: G1 (Grupo 

Controle Positivo – presença de enriquecimento), G2 (Grupo Controle Negativo – 

ausência de enriquecimento), G3 (Grupo Púbere; fêmeas de 3 a 4 semanas) e G4 (Grupo 

Materno; fase materna). A influência do enriquecimento ambiental foi avaliada em fases 

diferentes para cada grupo: no G1, as fêmeas foram expostas ao EA desde a fase púbere 

à materna; no G2, as fêmeas não foram expostas ao EA em fase alguma; no G3, as 

fêmeas foram expostas apenas na fase púbere e no G4, apenas na fase materna. As 

fêmeas dos grupos G3 e G4 foram expostas continuamente com o EA por 2 semanas, 

sendo que na primeira semana as fêmeas interagiram com o EA e na segunda foram 

avaliadas em testes de comportamento, que serão descritos posteriormente.Vale 

ressaltar que a manutenção dos animais exigiu a limpeza semanal das gaiolas. Nesse 

momento, o rolo de papelão foi substituído por um novo, após a higiene das caixas. Os 

cruzamentos de todos os grupos foram realizados assim que as fêmeas atingiram nove 

(9) semanas de vida.   

Durante o desenvolvimento do projeto, havia a intenção de estudarmos mais um 

grupo de 20 fêmeas, pelo qual, avaliaríamos a influência da exposição do 

enriquecimento apenas na fase reprodutiva (Grupo Reprodutivo; fêmeas de 7 a 8 

semanas). No entanto, durante a realização do trabalho, teve início a pandemia da 

COVID-19, causada pelo novo coronavírus (SARS-CoV-2) e devido às restrições 

sanitárias implementadas e medidas de prevenção não foi possível realizá-lo. 

 

3.3 Testes de emocionalidade e de Cuidado Materno 
 

3.3.1. Emocionalidade 

 

As análises previstas neste trabalho incluíram os testes de determinação da 

emocionalidade dos indivíduos selecionados. Em todos os grupos, todas as fêmeas 

foram acompanhadas desde o nascimento, e avaliadas pelos testes de análise 

comportamental (Campo Aberto (CA), Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Nado 

Forçado (NF)) em quatro diferentes fases de vida: na fase Púbere (com 3 e 4 semanas de 

vida), na fase Reprodutiva (com 7 e 8 semanas de vida), na fase Materna (com 11 e 12 

semanas de vida) e na fase Pós-Desmame (~15 semanas de vida). Os testes foram 

realizados na segunda semana de cada fase nos dias 2 (D2 – CA), 4 (D4 – LCE) e 6 (D6 
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– NF) (ver Figura 1). O tempo de realização da sequência dos testes nas diferentes fases 

de vida tiveram intervalo mínimo de 21 dias para evitar habituação das fêmeas aos 

aparatos (PARRA et al., 1999).  

 

3.3.1.1 Campo Aberto (CA) 
 

O teste CA apresenta uma área aberta e com boa luminosidade que permite 

avaliar diferentes reações comportamentais como reflexo da emocionalidade do animal, 

por exemplo, ansiedade e locomoção (HALL, 1934). Espera-se que as fêmeas menos 

ansiosas explorem mais o ambiente e, dessa forma, estejam presentes em áreas mais 

expostas/aversivas (CHOLERIS et al., 2001). O aparato estava disponível na sala de 

camundongos do biotério do Laboratório de Genética de Comportamento, UFSCar 

campus São Carlos, e ele apresenta uma base com dimensões de 40cmx40cm e 

marcações de uma grade com 16 quadrados de 10cmx10cm. A base é cercada por 

paredes de acrílico de altura suficiente para que o animal não consiga escalá-la. 

Figura 1. Desenho Experimental sobre a conduta de Enriquecimento Ambiental, testes de 

emocionalidade e avaliação do Cuidado materno, em cada fase avaliado nos Grupos 1, 2, 3 e 4. 

Legenda: as siglas são referentes à: P – fase Púbere; R – fase Reprodutiva; C – Cruzamento; M – 

fase Materna; PD – fase Pós-Desmame; sem. – semanas de vida; EA – Enriquecimento Ambiental; 

CA – Campo Aberto; LCE – Labirinto em Cruz Elevado; NF – Nado Forçado e CM – Cuidado 

Materno. 
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Para início do teste, o aparato foi higienizado com HerbalVet e álcool 70%. As 

fêmeas foram manipuladas em fluxo laminar, pesadas e conduzidas até o aparelho, onde 

foram colocadas no centro do teste e filmadas. O CA tem duração de 5 minutos e ao 

final, foram contados os bolos fecais. Após a realização do teste, o animal foi devolvido 

para sua gaiola. Para a análise do teste, foram avaliadas as frequências relativas no 

centro, duração relativa no centro e distância em quadrados. 

 

3.3.1.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 
 

O LCE é um teste amplamente aplicado em pesquisas de comportamento animal 

para investigar ansiedade, mensurada pela esquiva do animal a áreas aversivas, isto é, 

espera-se que aqueles animais que explorarem mais os braços abertos sejam menos 

ansiosos (RODGERS et al., 1997). O aparato estava disponível na sala de camundongos 

do biotério do Laboratório de Genética do Comportamento, UFSCar campus São 

Carlos, e possui as seguintes características: formato de cruz montado a 40cm do chão, 

com dois braços abertos (área aversiva - 30cm de comprimento, 6cm de largura e 

0,25cm de altura) e dois braços fechados (30cm de comprimento, 6cm de largura e 

15cm de altura). Ao iniciar, o aparelho foi higienizado com HerbalVet e álcool 70%; as 

fêmeas foram manipuladas no fluxo laminar e conduzidas até o aparelho, em que foram 

colocadas no centro e filmadas. Este teste tem duração de 5 minutos e ao final, o animal 

foi devolvido para sua gaiola. Para o LCE, foram avaliadas as frequências relativas nos 

braços abertos e duração relativa nos braços abertos.  

 

3.3.1.3 Nado Forçado (NF) 
 

O NF é baseado na exposição do animal a um ambiente que causa estresse 

descontrolado e permite investigar sobre a emocionalidade de cada indivíduo (PETIT-

DEMOULIERE et al., 2005). Segundo Porsolt et al. (1977), os animais que apresentam 

imobilidade (param de nadar) puderam ser considerados com indícios de depressão. 

O aparato é formado por um recipiente cilíndrico de vidro com 40cm de 

profundidade e 20cm de diâmetro, que foi preenchido com 19,5 cm de água à 

temperatura esterilizada pela exposição à luz UV. No momento do teste a água foi 

aquecida a 24-25º C, quando necessária, e o animal foi manipulado no fluxo laminar e 

em seguida, depositado cuidadosamente no interior do recipiente, permanecendo por 6 

minutos e sendo filmado. Ao final, o animal foi retirado e secado com papel absorvente 
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antes de ser devolvido para sua gaiola. Para o teste de NF, foram avaliadas as durações 

relativas de mobilidade, imobilidade e remo; e frequências relativas de mobilidade, 

imobilidade e remo. 

 

3.3.2 Cuidado Materno  
 

O cuidado materno foi monitorado por meio de observações do comportamento 

materno desde a detecção da prenhez até a primeira semana pós-parto. Também foi 

avaliado pelo teste de resgate dos filhotes (Figura 1). Os dados do cuidado materno 

foram avaliados contrastando com a presença ou ausência de EA. Os itens avaliados no 

cuidado materno foram: viabilidade dos filhotes, tamanho de ninhada ao nascimento, 

tamanho de ninhada viável, placentofagia, agressividade, presença de leite e fechamento 

e temperatura do ninho. As fêmeas também foram caracterizadas como boas mães (se 

pelo menos um dos filhotes nascidos sobreviveu) ou não. 

 

3.3.2.1. Comportamento Materno  
 

Do dia do parto até o sétimo dia após o nascimento foi investigado a construção 

do ninho: a altura, temperatura e tipo (aberto ou fechado). No nascimento dos filhotesfoi 

verificada a placentofagia, por meio da procura de resquícios de placenta e sangue na 

maravalha. Então, os filhotes foram pesados por 7 (sete) dias consecutivos (D1 ao D7) e 

observou-se a presença de leite no estômago, por meio da análise visual da barriga. 

Durante o manuseio dos filhotes, pesagem e avaliação dos ninhos, foi verificado 

se a fêmea apresentava uma postura de enfrentamento, conhecida como comportamento 

agressivo contra o manuseador, indicando a proteção de seus filhotes. Nos dias 3 (D3) e 

7 (D7) após o parto foi realizado o Teste de Recuperação dos Filhotes (ver próximo 

tópico). Após o desmame e finalização de testes comportamentais a fêmea foi 

eutanasiada por deslocamento cervical, por uma pessoa treinada, e não as expusemos a 

anestesia, pois poderia prejudicar os procedimentos laboratoriais com seus tecidos.  

 

3.3.2.2 Teste de Recuperação dos Filhotes (RF) 
 

O RF é um teste que possibilita avaliar o cuidado materno relacionado à 

proteção dos filhotes contra adversidades externas. Ele tem sido utilizado pelo nosso 

grupo de pesquisa para verificar, pela avaliação de algumas características, a interação 

direta da mãe com os filhotes (FORTI, 2012). O teste foi realizado em fluxo laminar e 
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na própria gaiola da fêmea. No caso deste trabalho, nos dias 3 (D3) e 7 (D7) pós-

nascimento, os filhotes foram pesados e colocados aleatoriamente sobre a maravalha 

(fora do ninho) e posteriormente a fêmea foi colocada na gaiola (Figura 2). No 

momento da exposição da fêmea, é iniciada a gravação de 6 (seis) minutos para análise 

(tempo determinado em trabalhos anteriores do grupo). 

Durante o teste, vários comportamentos foram elencados previamente e foram 

objetivos  de avaliação, sendo eles: coçar (fêmea se coçar com as patas traseiras), self-

grooming (autolimpeza), locomoção, grooming/licking (limpeza do corpo e região 

anogenital dos filhotes), nursing (fêmea posicionada sobre os filhotes com postura 

curvada), resgate (fêmea pegar o filhote com a boca e carrega-lo), resgate bem sucedido 

(fêmea pegar o filhote com a boca e carrega-lo até o ninho) e latência (tempo que a 

fêmea demora para pegar o primeiro filhote e levá-lo ao ninho). Foram avaliados o 

tempo e a frequência dos comportamentos: coçar, self-grooming, grooming/licking, 

nursing e resgate. Foi verificada a frequência de resgate bem-sucedido e o tempo de 

latência. 

 

3.3.2.3. Variáveis quantitativas relacionadas ao Enriquecimento ambiental 
 

Algumas variáveis, coletadas ao longo do período pós-parto ao desmame, foram 

utilizadas para constrastar as fêmeas dos diferentes grupos (G1, G2, G3 e G4). O ganho 

em peso das mães, do dia do parto até o desmame foi avaliado pelo ganho em peso até o 

desmame (diferença de peso entre a primeira e terceira semana). Foram pesados os 

depósitos de gordura reprodutivos, renais e mesentéricos, pós-eutanásia das mães. O 

peso dos filhotes até o desmame, além de seu ganho em peso do nascimento ao 

desmame foram avaliados, de acordo com as mães, referentes aos grupos estudados.  

 

3.4 Análises Estatísticas 
 

Os vídeos obtidos durante a gravação dos testes comportamentais e do teste de 

recuperação dos filhotes foram analisados no Programa de Registro Comportamental X-

Plo-Rat, 2005 (http://www.oocities.org/xplorat/pages/ingles/mainframe_en.htm). As 

planilhas com os dados registrados durante a análise foram tabuladas em planilhas de 

Excel (2013) e foi realizada análise estatística descritiva.  

Para verificar se a diferença entre os grupos foi significativa, as análises 

estatísticas foram realizadas da seguinte forma: no caso de comparação entre duas 
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variáveis de dados quantitativos pareados e não pareados paramétricos foi utilizado o 

Teste t de Student. Para os dados não paramétricos, foram utilizados os testes Wilcoxon 

no caso de dados pareados e Mann-Whitney nos casos de dados não pareados. Nos casos 

de comparação entre três ou mais variáveis foram utilizados os testes One-way Analysis 

of Variance para dados paramétricos e Kruskal-Wallys para dados não-paramétricos. E 

para os dados qualitativos de cuidado materno foi verificada a frequência de ocorrência 

dos eventos (sim/não) e a diferença significativa foi verificada com o Teste Exato de 

Fisher. Para essas análises foi utilizado o programa GraphPad prism 7 (GraphPad 

Software https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). 

 

3.5 Procedimentos Moleculares 
 

3.5.1 Extração de DNA 
 

A extração de DNA de amostras de hipotálamo das fêmeas de camundongo 

fenotipadas foi realizada segundo o protocolo do kit Wizard SV 96 Genomic DNA 

Purification System (PROMEGA, EUA) combinado ao uso do Vac-Man 96 Vacuum 

Manifold, que produz, de forma rápida, DNA genômico purificado e de qualidade. As 

amostras estavam armazenadas em -80ºC e em solução estabilizante de ácidos nucléicos 

RNA later. Para a realização das próximas etapas, foi esperado rendimento médio de 

6ug a partir de 20mg de amostra de tecido cerebral.  

O protocolo do fabricante necessitou de algumas adaptações, que estavam 

envolvidas no processo de maceração e lise celular. Nesse caso, essa etapa foi realizada 

em microtubos de 1,5mL individuais. A solução de digestão também foi modificada 

quanto ao volume de proteinase K, assim como descrito na Tabela1:  

 

Tabela 1. Solução de digestão Master Mix para o processo de extração de DNA. 

Solução de Digestão Master Mix Volume por amostra 

Nuclei Lysis Solution 200uL 

0,5 M EDTA (pH 8,0) 50uL 

Proteinase K, 20mg/mL 10uL 

RNAse A solution, 4mg/mL 5uL 

Volume total 265uL 

 



31 

 

 

Para a extração de DNA, resumidamente, as amostras de hipotálamo foram 

maceradas e incubadas em banho-maria à 55ºC overnight (16-18 horas) para a lise 

celular. O lisado passou por processo de lavagem e por fim, foi eluido o DNA 

genômico. Com o sistema de purificação Wizard SV, o DNA genômico é purificado 

usando filtração a vácuo de 96 poços, que dispensa centrifugação ou precipitação. 

Posteriormente, a quantificação do DNA extraído foi realizada em um fluorômetro 

Qubit. 

 

3.5.2 Metilação  

As análises de metilação global do genoma dos animais foram realizadas a partir 

do sequenciamento de genoma completo com o uso do sequenciador MinION por meio 

da tecnologia de nanoporos desenvolvida pela Oxford Nanopore Technology. Essa 

tecnologia consegue distinguir diretamente entre bases metiladas e não-metiladas no 

DNA nativo sem que sejam necessários tratamentos prévios da amostra.  

O MinION é um dispositivo portátil no qual se encaixa uma flow cell descartável 

preenchida por uma membrana lipídica e nanoporos, que são proteínas transmembrana, 

que permitem a passagem do DNA em fita simples. Conforme o DNA passa pelo poro, 

o sensor detecta mudanças na corrente iônica causadas por diferenças nas sequências de 

nucleotídeos que são segmentadas como eventos discretos que tem uma duração, 

amplitude média e variância associadas (JAIN et al., 2016). As bases metiladas geram 

sinais de corrente eletrolítica distintas das bases não metiladas, produzindo assinaturas 

reproduzíveis e interpretáveis que permitem avaliar o metiloma da amostra (SCHATZ, 

2017). A sequência de eventos é interpretada computacionalmente usando modelos 

gráficos.  

 

3.5.2.1 Sequenciamento 

Foi utilizado o protocolo de sequenciamento Native barcoding genomic DNA 

(com EXP-NBD104, EXPNBD114, e SQK-LSK109). Essa metodologia permite otimizar 

o sequenciamento para analisar mais amostras (até 24) em uma mesma “corrida” ao 

realizar algumas etapas: inicia-se pela verificação de todos os requisitos necessários 

para o experimento, incluindo a quantificação da concentração de DNA nativo 

disponível e checagem da flow cell; posteriormente é feito o preparo da biblioteca, no 

qual ocorre o reparo das extremidades do DNA, ligação de barcodes que permitem o 

sequenciamento de diferentes amostras em uma mesma flow cell e adaptadores para o 
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sequenciamento. Em seguida, fez-se preparo da flow cell e carregamento da biblioteca 

de DNA na qual é iniciada a corrida usando o software MinKNOW selecionando o fluxo 

de trabalho com uso de barcodes (verificar Tabela 2) e a leitura das bases, inclusive as 

metiladas, que são processadas em tempo real. 

 

Tabela 2. Informações referentes aos native barcodes utilizados para cada amostra. 

Amostra Barcode Sequência 

Camundongo NB01 CACAAAGACACCGACAACTTTCTT 

Mosca NB02 ACAGACGACTACAAACGGAATCGA 

LAMBDA NB03 CCTGGTAACTGGGACACAAGACTC 

 

Algumas adequações ao protocolo foram padronizadas para que fosse possível 

correr o sequenciamento no laboratório. Elas incluíram:  

- Preparo de beads “Serapure” pelo protocolo “Preparation of 1.5 mg/mL Sera-

mag carbolylate modified magnetic particles” (MIRANDA, 2017) para substituir a 

AMPure XP de forma a ser eficientemente equivalente; também adaptamos a proporção 

de 20uL de beads com 40uL de Peg 8000 (proporção de 1 beads : 2 Peg 8000) para uso 

e aquecimento prévio das beads à 37ºC por 10 minutos;  

- Padronização a eluição das beads em 25uL de nuclease-free water por 30 

minutos à 65ºC em banho-seco para aprimorar a recuperação de DNA após a lavagem; 

- Utilização NEBNext Quick Ligase Buffer (2X) em volume de 80uL para a 

ligação dos adaptadores; 

- E por fim, padronizamos o tempo das reações de ligação para overnight a 4ºC 

na geladeira, o que aumenta a eficiência da reação.  

 

3.5.2.2 Análise de pós-processamento dos dados de sequenciamento 

As análises de pós-processamento foram realizadas utilizando o Servidor Dell 

Power Edge T620 com processadores Intel® Xeon® E5-2600 e sistema operacional 

Linux Ubuntu 18.06, ao qual o MinION está conectado. O sistema operacional, bem 

como os softwares necessários para seu processamento foram montados em um disco 

sólido de 1TB.   

Após a coleta dos dados brutos via software MinKNOW, os arquivos, em 

formato FAST5 precisam ser pós-processados para avaliar o sequenciamento realizado. 

As etapas de pós-processamento englobam três etapas gerais: basecall, methylation call 

e busca por Regiões Diferenciamente Metiladas (DMRs de Differentially Methylated 
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Regions). O processamento desses dados está se transformando rapidamente, com 

diversos softwares sendo desenvolvidos, dos quais escolhemos alguns fluxos de 

trabalhos para as análises de pós-processamento dos dados que incluem: 

NanoMethPhase (https://github.com/vahidAK/NanoMethPhase), Tombo 

(https://nanoporetech.github.io/tombo/) e Deepsignal2 

(https://github.com/PengNi/deepsignal2).  

 

3.5.2.2.1 Poretools 

Poretools compreende um conjunto de ferramentas para explorar os conjuntos 

de dados gerados pelo sequenciamento pelo MinION. Tem como finalidade a avaliação 

da qualidade de análises downstream operando diretamente no formato de arquivo bruto 

FAST5 produzido pelo sequenciador (LOMAN; QUINLAN, 2014).  

O comando utilizado para gerar os dados foi: poretools stats 

fast5_data/, que coleta estatísticas de tamanho das reads do conjunto de arquivos 

FAST5.  

 

3.5.2.2.2 Nanoplot 

Nanoplot é uma ferramenta utilizada para visualizar e gerar gráficos referentes 

aos dados de basecall gerados pelo chamador de bases Guppy. Durante o processo de 

chamada de bases, o programa gera um arquivo que contém um resumo com 

informações utilizadas pelo Nanoplot para gerar as figuras (sequencing_summary.txt). 

Atualmente, esta ferramenta está disponibilizada como pacote do python e como serviço 

da web (http://nanoplot.bioinf.be/) (COSTER et al., 2018). 

 

3.5.2.2.3 NanoMethPhase 

O NanoMethPhase (https://github.com/vahidAK/NanoMethPhase) é um 

software para fasear 5-metilcitosinas de sequencimentos de Nanopore, capaz de detectar 

com precisão a metilação específica de alelos em todo o genoma usando os dados de 

sequenciamento de baixa cobertura de redundância de cerca de dez vezes (AKBARI, et 

al. 2021). Esse fluxo de trabalho é dividido em 4 etapas: basecall, methylation calling, 

detecting haplotype methylome e differential methylation analysis.  

A primeira etapa, basecall, compreende a tradução dos sinais elétricos brutos do 

sequenciador em bases (ATCG) e em nosso caso, utilizamos o Guppy basecaller 

(https://community.nanoporetech.com), um leitor de bases baseado em uma rede neural 
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que além de traduzir os sinais (convertendo arquivos “FAST5” em “FASTQ”), também 

filtra reads de baixa qualidade, retira os adaptadores do Oxford Nanopore e pode 

estimar a probabilidade de metilação por base.  

A segunda etapa, methylation calling, consiste na chamada de metilação e utiliza 

outros softwares: Nanopolish (https://github.com/jts/nanopolish), responsável pela 

chamada de metilação nos dinucleotídeos CpG. Clair3 (https://github.com/HKU-

BAL/Clair3), responsável pela chamada de variantes. E o WhatsHap 

(https://github.com/whatshap/whatshap), responsável por fasear variantes de 

nucleotídeos únicos.  

A terceira etapa, detecting haplotype methylome, consiste em detectar os 

haplótipos do metiloma e gera tabelas com informações importantes relacionadas à 

chamada de metilação como: nome do cromossomo, início e fim da posição do CpG, 

fita, número de CpGs chamadas como metiladas e frequência de metilação.  

A quarta e última etapa, differential methylation analysis, consiste na 

performance de análise diferencial de metilação para detectar regiões mono-

alelicamente metiladas com a utilização de métodos estatísticos para inferir regiões 

diferencialmente metiladas. 

Os comandos utilizados para gerar os dados foram: nanopolish index 

[OPTIONS] –d nanopore_raw_file_directory reads.fastq e 

nanopolish call-methylation [OPTIONS] <fas5|dir> para, 

respectivamente, indexar os arquivos FASTQ e chamar a metilação a partir das 

informações de sinais medidas pelo sequenciador ao detectar 5mC. Alinhamento das 

reads com o genoma de referência pelo comando minimap2 –a –x map-ont 

reference.fasta output.fastq | samtools sort –T tmp –o 

output.orted.bam samtools index output.sorted.bam. A chamada 

de variação foi feita pelo comando ./run_clair3.sh --bam_fn=${BAM} --

ref_fn=${REF} --threads=${THREADS} --platform="ont" --

model_path=${MODEL_PREFIX} --output=${OUTPUT_DIR} e, como 

avaliamos dados com baixas coberturas (<30X), utilizados o snvoter prediction 

-i <SNVs_Clair.vcf> -b <sorted_indexed.bam> -r 

<reference_genome.fa> -t number_of_threads -o output_prefix 

para melhorar a busca por Variantes de Nucleotídeo Único (SNVs de Single Nucleotide 

Variants). E o faseamento foi realizado pelo comando whatshap phase --
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ignore-read-groups --reference reference.fa -o 

HighQualitySNVs_whatshap_phased.vcf HighQualitySNVs.vcf 

sorted_indexed.bam. A partir dessa etapa foram executados os comandos do 

nanomethphase methyl_call_processor -mc MethylationCall.tsv 

-t 20 | sort -k1,1 -k2,2n -k3,3n | bgzip > 

MethylationCall.bed.gz && tabix -p bed 

MethylationCall.bed.gz, para preparar o arquivo das as duas etapas finais: 

nanomethphase phase -mc MethylationCall.bed.gz -o 

Test_methylome -of bam,methylcall,bam2bis -b sorted.bam -r 

hg38.fa –v Phased.vcf -t 64, para obter o metiloma do haplótipo e o 

nanomethphase dma -c 1,2,4,5,7 -ca <path to methylation 

frequency for haplotype1> -co <path to methylation 

frequency for haplotype2> -o <output directory> -op <output 

Prefix> para executar a análise diferencial de metilação.  

 

3.5.2.2.4 Tombo 

Tombo (https://nanoporetech.github.io/tombo/) é um conjunto de ferramentas 

capazes de identificar, principalmente, nucleotídeos modificados a partir de dados 

brutos de sequenciamento de Nanopore. Também apresenta ferramentas para analisar e 

visualizar os sinais brutos. Esse fluxo de trabalho consiste em três principais etapas após 

a chamada de bases via Guppy: preprocess, que anota as reads com basecall em 

formato FASTQ; re-squiggle, que alinha os dados brutos ao genoma de referência e 

detect modifications que detecta dinuceotídeos CpGs metilados. 

Para rodar esse processamento, foi utilizado o workflow do Snakemake pelo 

comando snakemake -s Tombo tombo_results/example_tombo-freq-

perCG.tsv. Esse processo gerou os arquivos com dados de cobertura e frequência de 

metilação. 

 

3.5.2.2.5 DeepSignal2 

DeepSignal2 (https://github.com/PengNi/deepsignal2) é um método de deep 

learning para detectar estados de metilaão de DNA a partir de leituras de 

sequenciamento de Nanopore (NI et al. 2019).  Esse método compreende em três 

etapas: Guppy basecaller (mesmo procedimento para ambos os métodos anteriores), 

tombo re-squiggle, extract features e call mods. Essas etapas cosistem, respectivamente, 
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em: fazer a chamada de base via Guppy, processar os arquivos FASTQ gerados via 

módulo re-squiggle do Tombo, extrair as características dos sítios alvo e chamar 

modificações. Como resultado, são geradas tabelas com informações como: nome do 

cromossomo, a fita de DNA, probabilidades da base alvo estar ou não metilada, 

cobertura e frequência de modificação. 

Os comandos utilizados para gerar os dados via DeepSignal2 foram: tombo 

resquiggle --dna fast5s/ path/to/genome/reference.fa --

processes 10 para alinhar os sinais brutos ao genoma de referência, 

deepsignal2 extract -i fast5s -o fast5s.CG.features.tsv --

corrected_group RawGenomeCorrected_000 --nproc 30 --motifs 

CG para verificar as características dos sinais, deepsignal2 call_mods –

input_path fast5s/ --model_path 

model.dp2.CG.R9.4_1D.human_hx1.bn17_sn16.both_bilstm.b17_s1

6_epoch4.ckpt –result_file fast5s.CG.call_mods.tsv –

corrected_group RawGenomeCorrected_000 –motifs CG –nproc 30 

para fazer a chamada de metilação e python 

/path/to/deepsignal2/scripts/call_modification_frequency.py 

--input_path fast5s.CG.call_mods.tsv --result_file 

fast5s.CG.call_mods.frequency.tsv para verificar a frequência de 

metilação. 

 

Na Figura 2 foi esquematizado um pipeline para melhor exposição do fluxo de 

trabalho empregado no pós-processamento dos dados. 
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Figura 2. Fluxo de trabalho empregado para pós-processamento dos dados de sequenciamento via ONT 

MinION. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Enriquecimento Ambiental (EA) 

 

4.1.1 Teste de Preferência de Enriquecimento Ambiental (TPEA) 

 

Os Testes de Preferência são ferramentas essenciais para identificar a escolha 

dos animais e permitir o desenvolvimento de novos estudos na área. Dessa forma, 

optamos por realizar este teste e verificar a preferência das fêmeas dentre alguns objetos 

de enriquecimento disponíveis como já fora mencionado anteriormente e detalhado no 

Apêndice A. Foram testados enriquecimentos do tipo nidificação e abrigo; e durante o 

teste a fêmea teve passagem livre pelo sistema de gaiolas interligadas (SGI), no qual 

estavam disponíveis os enriquecimentos como pode ser observado na Figura 3. 

 

Os dados de preferência obtidos resultaram em um único objeto preferido pelas 

fêmeas de todos os grupos avaliados, o rolo de papelão. Este objeto, previamente, foi 

pensado em ser tipo-abrigo, mas mostrou-se um material bastante versátil, pois ao 

mesmo tempo que pode ser utilizado como abrigo em animais púberes, também 

permitiu ser roído e utilizado como material para nidificação em fêmeas adultas e em 

fase materna (ROSA; MASUKI, PERIPATO, submetido).  

Figura 3. Interação da fêmea com os EAs durante o último teste de preferência. 
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4.2 Testes de emocionalidade e cuidado materno 

 

4.2.1 Emocionalidade 

 

A emocionalidade pode ser definida como o estado/traço de ser emocional e 

consiste em uma cooperação entre reações orgânicas, experienciais e expressivas que 

aumentam as condições excitadas do animal (HALL, 1934) e influenciam na resposta a 

diversos estímulos. Os testes de emocionalidade permitem avaliar o reflexo 

comportamental dos animais frente a ambientes distintos dos que estão habituados. 

Na Tabela 3 são apresentados os dados de média da duração e frequência 

relativa nas áreas mais (centro) e menos (periferia) aversivas no teste de campo aberto 

que foram utilizados para avaliar a emocionalidade (traços ansiosos) das fêmeas LG/J, 

nas fases púbere, reprodutiva, materna e pós-desmame, em todos os grupos 

investigados.  

 

  
Tabela 3. Dados médios de duração e frequência no centro do teste de campo aberto. 

CAMPO ABERTO  

FASE GRUPO 
Duração 

Centro 

Duração 

Periferia 

Frequência 

Centro 

Frequência 

Periferia 

PÚBERE 

G1 0,1021 ± 0,02* 0,8979 ± 0,02 0,189 ± 0,02* 0,811 ± 0,02 

G2 0,1255 ± 0,01* 0,8745 ± 0,01 0,2434 ±0,02* 0,7608 ± 0,02 

G3 0,1522 ± 0,01* 0,8478± 0,01 0,2374 ± 0,01* 0,7626  ± 0,01 

G4 0,1448 ± 0,04* 0,8552 ±0,04 0,2075 ± 0,02* 0,7925 ± 0,02 

REPRODUTIVA 

G1 0,0437 ± 0,01* 0,9563 ± 0,01 0,1434 ± 0,03* 0,8566 ± 0,03 

G2 0,0371 ± 0,01* 0,9629 ± 0,01 0,1437 ± 0,03* 0,8563 ± 0,03 

G3 0,0344 ± 0,01* 0,9656 ± 0,01 0,0967 ± 0,02* 0,9032 ± 0,02 

G4 0,0606 ± 0,02* 0,9394 ± 0,02 0,174 ± 0,04* 0,826 ± 0,04 

MATERNA 

G1 0,012  ± 0,01* 0,988 ± 0,01 0,0733 ± 0,01* 0,9267 ± 0,01 

G2 0,0258  ± 0,01* 0,9742 ± 0,01 0,105 ± 0,02* 0,895 ± 0,02 

G3 0,0178 ± 0,01* 0,9822± 0,01 0,0653 ± 0,01* 0,9347 ± 0,01 

G4 0,0296  ± 0,01* 0,9704 ± 0,01 0,1219 ± 0,02* 0,8781 ± 0,02 

PÓS-

DESMAME 

G1 0,0221 ± 0,01* 0,9779 ± 0,01 0,0685 ± 0,02* 0,9315 ± 0,02 

G2 0,0329 ± 0,01* 0,9671 ± 0,01 0,0814 ± 0,02* 0,9186 ± 0,02 

G3 0,0160 ± 0,01* 0,9840 ± 0,01 0,0422 ± 0,01* 0,9578 ± 0,01 

G4 0,0184 ± 0,01* 0,9816 ± 0,01 0,0537 ± 0,01* 0,9463 ± 0,01 

G1 representa o grupo controle positivo (enriquecimento frequente); G2 representa o grupo controle 

negativo (sem nenhuma exposição); G3 representa exposição ao enriquecimento na fase púbere (fêmeas 

de 3 a 4 semanas); e G4 representa exposição ao enriquecimento na fase materna. Dados com “*” indicam 

diferença significativa (<0,05) para as comparações entre Duração Centro com Duração Periferia e 

Frequência Centro com Frequência Periferia. 
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A Tabela 4, a seguir, apresenta os dados de média da duração e frequência 

relativa nas áreas mais (braço aberto) e menos (braço fechado) aversivas no teste de 

labirinto em cruz elevado das fêmeas LG/J, nas fases púbere, reprodutiva, materna e 

pós-desmame, em todos os grupos investigados. 

 
Tabela 4.  Dados médios de duração e frequência nos braços abertos do teste de labirinto em cruz 

elevado. 

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

FASE GRUPO 
Duração 

Aberto 

Duração 

Fechado 

Frequência 

Aberto 

Frequência 

Fechado 

PÚBERE 

G1 0,2976 ± 0,08* 0,5049 ± 0,08 0,2712 ± 0,07* 0,5799 ± 0,07 

G2 0,2556 ± 0,06* 0,4694 ± 0,07 0,2492 ± 0,05* 0,5628 ± 0,06 

G3 0,4085 ± 0,05* 0,5915 ± 0,05 0,3409 ± 0,04* 0,6591 ± 0,04 

G4 0,2336 ± 0,05* 0,5509 ± 0,06 0,2333 ± 0,05* 0,6001 ± 0,05 

REPRODUTIVA 

G1 0,0134 ± 0,01* 0,8832 ± 0,03 0,0164 ± 0,01* 0,8761 ± 0,02 

G2 0,0333 ± 0,01* 0,7833 ± 0,05 0,0371 ± 0,01* 0,8214 ± 0,03 

G3 0,1760 ± 0,04* 0,8240 ± 0,04 0,1291 ± 0,02* 0,8709 ± 0,02 

G4 0,0192 ± 0,01* 0,9015 ±0,02 0,0214 ± 0,01* 0,8733 ± 0,02 

MATERNA 

G1 0,0142 ± 0,01* 0,9111 ± 0,02 0,02 ± 0,01* 0,8803 ± 0,02 

G2 0,0181 ± 0,01* 0,854 ± 0,04 0,0193 ± 0,01* 0,85 ± 0,02 

G3 0,1027 ± 0,02* 0,8973 ± 0,02 0,1286 ± 0,02* 0,8714 ± 0,02 

G4 0,0186 ± 0,01* 0,8923 ± 0,02 0,0198 ± 0,01* 0,8811 ± 0,01 

PÓS-

DESMAME 

G1 0,0266 ± 0,01* 0,8629 ± 0,04 0,0318 ± 0,01* 0,845 ± 0,03 

G2 0,0213 ± 0,01* 0,8019 ± 0,04 0,0246 ± 0,01* 0,8275 ± 0,02 

G3 0,1142 ± 0,02* 0,8858 ± 0,02 0,1268 ± 0,01* 0,8732 ± 0,01 

G4 0,0257 ± 0,01* 0,9171 ± 0,02 0,0338 ± 0,01* 0,8673 ± 0,02 

G1 representa o grupo controle positivo (enriquecimento frequente); G2 representa o grupo controle 

negativo (sem nenhuma exposição); G3 representa exposição ao enriquecimento na fase púbere (fêmeas 

de 3 a 4 semanas); e G4 representa exposição ao enriquecimento na fase materna. Dados com “*” indicam 

diferença significativa (<0,05) para as comparações entre Duração Aberto com Duração Fechado e 

Frequência Aberto com Frequência Fechado. 

 

Campo aberto e Labirinto em Cruz Elevado são testes comportamentais que 

avaliam a ansiedade dos animais (HALL, 1934, LISTER, 1987). Ao contrastar os dados 

de visitas às áreas mais aversivas e as menos aversivas em ambos os aparatos, os dados 

indicam que as fêmeas, em todas as fases da vida, permaneceram e frequentaram 

significativamente (p < 0,05) mais as áreas menos aversivas dos testes campo aberto e 

labirinto em cruz elevado do que as áreas mais aversivas. Esses dados sugerem que as 

fêmeas LG/J exploraram mais a região cetral do que a periferia enquanto púberes.  

Na Tabela 5 são apresentados os dados de média da duração e frequência 

relativa de imobilidade e mobilidade no teste de nado forçado, para avaliar possíveis 

traços depressivos das fêmeas LG/J.  
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Tabela 5. Dados médios de duração e frequência nos braços abertos do teste de nado forçado. 

NADO FORÇADO 

FASE GRUPO 
Duração 

Imobilidade 

Duração 

Mobilidade 

Frequência 

Imobilidade 

Frequência 

Mobilidade 

PÚBERE 

G1 0,0883 ± 0,03* 0,7797 ± 0,04 0,1781 ± 0,03* 0,4645 ± 0,03 

G2 0,1764 ± 0,03* 0,7376 ± 0,03 0,24 ± 0,03* 0,431 ± 0,02 

G3 0,1283 ± 0,03* 0,8717 ± 0,03 0,3939 ± 0,03* 0,6061 ± 0,03 

G4 0,176 ± 0,03* 0,7111 ± 0,04 0,2741 ± 0,03* 0,4197 ± 0,03 

REPRODUTIVA 

G1 0,5622 ± 0,06 0,4002 ± 0,05 0,4027 ± 0,03 0,4267 ± 0,02 

G2 0,5961 ± 0,05* 0,3803 ± 0,05 0,4212 ± 0,02 0,4181 ± 0,02 

G3 0,5891 ± 0,04* 0,4109 ± 0,04 0,4926 ± 0,02 0,5074 ± 0,01 

G4 0,6188 ± 0,03* 0,3693 ± 0,03 0,468 ± 0,01 0,478 ± 0,01 

MATERNA 

G1 0,4826 ± 0,08 0,4333 ± 0,06 0,346 ± 0,04 0,4733 ± 0,07 

G2 0,5865 ± 0,06* 0,3613 ± 0,05 0,3776 ± 0,04 0,3944 ± 0,02 

G3 0,6489 ± 0,05* 0,3511 ± 0,05 0,5129 ± 0,01 0,4870 ± 0,01 

G4 0,4222 ± 0,07 0,5131 ± 0,06 0,3519 ± 0,04 0,4342 ± 0,02 

PÓS-

DESMAME 

G1 0,6827 ± 0,05* 0,2873 ± 0,04 0,4611 ± 0,02 0,4469 ± 0,01 

G2 0,6438 ± 0,06* 0,3409 ± 0,06 0,4849 ± 0,04 0,4266 ± 0,03 

G3 0,7845 ± 0,04* 0,2155 ± 0,04 0,5554 ± 0,02* 0,4446 ± 0,02 

G4 0,7049 ± 0,06* 0,2821 ± 0,06 0,4988 ± 0,02 0,4565 ± 0,01 

G1 representa o grupo controle positivo (enriquecimento frequente); G2 representa o grupo controle 

negativo (sem nenhuma exposição); G3 representa exposição ao enriquecimento na fase púbere (fêmeas 

de 3 a 4 semanas); e G4 representa exposição ao enriquecimento na fase materna. Dados com “*” indicam 

diferença significativa (<0,05) para as comparações entre Duração Imobilidade com Duração Mobilidade 

e Frequência Imobilidade com Frequência Mobilidade. 

 

Os resutados de NF revelam que as fêmeas permaneceram significativamente 

mais tempo móveis na fase púbere (p<0,05), mas nas outras fases de vida (reprodutiva, 

materna e pós-desmame) esse comportamento se inverte: as fêmeas permanecem 

significativamente mais tempo imóveis (p<0,05).  

De maneira geral, sugere-se que as fêmeas da linhagem LG/J podem apresentar 

padrões comportamentais diferentes durante as fases de vida. É interessante notar aqui 

que em análises de outros trabalhos de nosso grupo, quando campáramos os animais 

LG/J com outra linhagem de camundongos, a SM/J, eles apresentaram comportamentos 

tipo-ansiosos e tipo-depressivos (SANTANA, PERIPATO, ROSA, 2016; LAU 

JÚNIOR, 2017; CONSTANTINO, 2018), porém esses estudos não avaliaram a variação 

comportamental entre as linhagens em diferentes fases do desenvolvimento.  

  

4.2.1.1 Campo Aberto (CA) e Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O CA e o LCE são aparatos que apresentam áreas aversivas e mais expostas, 

consequentemente, desprotegidas, as quais são a região central do CA e os braços 

http://lattes.cnpq.br/6856379013323103
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abertos do LCE. Em vista disto, espera-se que os animais mais ansiosos evitem essas 

regiões e explorem menos os ambientes (CHOLERIS et al., 2001; RODGERS et al., 

1997). Os resultados das análises dos testes foram comparados intragrupo e entre 

grupos.  

Nas Figuras 4 e 5 estão apresentados dados intragrupos de comportamento das 

fêmeas LG/J, em diferentes fases da vida, no CA e LCE, respectivamente.  

 

 

 

 

Figura 4. Diferença dentro dos grupos, entre as fases de vida, na duração e frequência de 

ambulação na região aberta do teste de emocionalidade Labirinto em Cruz Elivado. (A) resultados 

referentes ao G1 (exposição frequente ao eriquecimento), (B) resultados referentes G2 (não 

exposição a enriquecimento), (C) resultados referentes ao G3 (exposição ao enriquecimento na 

puberdade), e (D) resultados referentes ao G4 (exposição ao enriquecimento na fase materna). As 

letras iguais indicam diferença significativa, minúsculas para dados de duração e maiúscula para 

dados de frequência. 
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Os resultados intragrupos revelaram que fêmeas de todos os grupos 

apresentaram significativamente maior tempo de ambulação e frequência de visitas à 

região central (mais aversiva do aparato) do CA na fase púbere (p=<0,05). Resultados 

semelhantes foram observados nos dados de LCE, os quais mostraram que as fêmeas de 

todos os grupos apresentaram significativamente maior tempo de ambulação e 

frequência de visitas à região dos braços abertos (mais aversiva do aparato) na fase 

púbere (p=<0,05). Esses dados sugerem uma menor ansiedade nas fêmeas na fase 

púbere do que nas demais fases. À priori, esses dados já corroboram a ideia discutida 

anteriormente de que as fêmeas púberes apresentam maior atividade locomotora ou 

maior agitação do que em outras fases de vida, o que possivelmente teve reflexo nos 

resultados de maior mobilidade no nado forçado.  

A puberdade é marcada pela indução da maturação sexual, devido a secreção de 

hormônios gonadais (OJEDA, URBANSKY, 1994), também pela organização de vias 

neurais (CLOUGH, RODRIGUEZ-SIERRA, 1983) e pela ativação de comportamentos 

não sexuais dependentes do sexo (BEATTY, 1979). Geralmente, animais em fase 

púbere diferem-se dos adultos por seu comportamento espontâneo, mais lúdico e 

afiliativo (LAVIOLA et al., 1999; SPEAR, 2000), bem como buscam por novidades 

Figura 5. Diferença intragrupo entre as fases de vida, na duração e frequência de ambulação na 

região central do teste de emocionalidade Campo Aberto. (A) resultados referentes ao G1 

(exposição frequente ao eriquecimento), (B) resultados referentes G2 (não exposição a 

enriquecimento), (C) resultados referentes ao G3 (exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

(D) resultados referentes ao G4 (exposição ao enriquecimento na fase materna). As letras iguais 

indicam diferença significativa, minúsculas para dados de duração e maiúscula para dados de 

frequência. 
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(PALANZA, MORLEY-FLETCHER, LAVIOLA, 2001). Em humanos, adolescentes 

apresentam maior envolvimento com comportamentos imprudentes do que quando 

adultos (BERNT, 1979), apresentando assim menor preocupação em evitar danos e 

menores níveis de ansiedade (ARNETT, 1922; MAGGS et al., 1995). Os resultados 

aqui encontrados indicam um aumento na resposta comportamental com características 

tipo ansiosas em idades mais avançadas, revelando que as fêmeas responderam a fatores 

que influenciaram a emocionalidade ao decorrer das fases de sua vida. Esses resultados 

podem ser reflexo do envelhecimento dos animais, já que mudanças cognitivas e 

emocionais estão relacionadas, assim como foram observados em estudos de Meyza et 

al. (2011) e Inta et al (2013), que mostraram aumento dos níveis de comportamento tipo 

ansioso conforme o envelhecimento. Pensando nisso, podemos distinguir a ansiedade 

patológica e a adaptativa, em que a primeira pode ser considerada uma doença com 

efeitos de distúrbios cognitivos, emocionais e fisiológicos, e a segunda pode ser 

considerada útil, pois gera estratégias de sobrevivência, constituindo um mecanismo de 

alerta/alarme (GUTIÉRREZ-GARCIA, CONTRERAS, 2013). Neste quesito, o aumento 

de respostas ansiosas conforme a idade do animal podem estar relacionadas com o valor 

adaptativo desta emoção ajudando a lidar com situações ameaçadoras, refletindo no 

comportamento natural de busca por rotas de fuga de potenciais predadores por 

exemplo, visando sucesso reprodutivo dos filhotes (BECERRA-GARCÍA et al., 2007; 

SPIELBERGER, 2010; GUTIÉRREZ-GARCIA, CONTRERAS, 2013; MORRIS, 

2019).   

Ademais, os animais púberes, passam por um período crítico do 

desenvolvimento comportamental (MACRÌ et al., 2002). A exploração de novos 

ambientes está frequentemente associada à ansiedade e é potencialmente utilizada para 

busca de novos nichos, como fontes de alimentos e parceiros sexuais (MACRÌ et al., 

2002) É na puberdade que roedores começam a explorar locais mais afastados do ninho 

e posteriormente começam a se dispersar (GALEF JR., 1981). A dispersão apresenta 

função adaptativa, pois nesse período de vida tal comportamento pode evitar os riscos 

de endocruzamentos e de competição instraspecífica (MACRÌ et al., 2002). No entanto, 

essa busca também pode ser perigosa devido à presença de diferentes riscos, como 

conspecíficos agressivos e predadores (BLANCHARD et al., 1990; LAVIOLA, 

ADRIANI, 1998). 

As mudanças na exploração do ambiente também podem estar relacionadas com 

a idade do indivíduo devido ao desenvolvimento cerebral não ser linear (CHOI, 
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KELLOGG, 1996; CHOI, WEISBERG, KELLOGG, 1997), ou seja, existem períodos 

no ciclo de vida dos animais que são críticos para a aquisição de conhecimentos e 

aprimoramento de habilidades (BARTOSZECK, BARTOSZECK, 2007). De forma 

implícita, esse desenvolvimento não linear pode refletir no comportamento de 

camundongos adolescentes (fase de vida que abrange períodos de tempo antes e após a 

puberdade (SPEAR, BRAKE, 1983) que sofrem nessa fase de vida, por exemplo, um 

declínio no sistema cerebral serotonérgico, mediador de respostas ao estresse (DILLON 

et al., 1991).  

Dessa forma, os resultados das análises intragrupo sugerem que há uma 

diferença no padrão comportamental das fêmeas enquanto púberes e essa característica 

parece ser inata e fundamental para o desempenho das atividades espécie-específicas. 

Outro resultado que foi observado apenas nas fêmeas do grupo 4 (enriquecidas na fase 

materna) foi a indicação de menor ansiedade na fase materna do que na pós-desmame, 

pois as fêmeas frequentaram mais vezes o centro do aparato quando em fase materna 

(p=0,0033).  

Esse resultado, embora significativo, pode apenas refletir o padrão 

comportamental desses animais e que provavelmente não foi encontrado nos outros 

grupos devido aos tratamentos e tamanho amostral. Interessantemente, o conjunto de 

comportamentos desempenhados por mamíferos durante a fase materna pode diferir 

daqueles exibidos em outros períodos de seus ciclos reprodutivos (FERREIRA et al., 

2002). Essa mudança depende, principalmente, das alterações hormonais que 

caracterizam a gestação, o parto e a lactação (BITRAN, HILVERS, KELLOGG, 1991; 

HANSEN, FERREIRA, 1986). O cérebro em fase materna, passa por diversas 

modificações fisiológicas e comportamentais para lidar com as necessidades da prole 

(BOSCH, 2010). Também estão incluídos nas adaptações do cérebro materno, 

mecanismos neurobiológicos da ocitocina, arginina-vasopressina e prolactina que são 

importantes sistemas envolvidos na mediação da ansiedade e comportamento materno 

(BOSCH, 2010). No entando, esta discussão será retomada posteriormente. 

A mobilidade dos animais representa um fator importante a ser considerado nos 

testes comportamentais. Na Figura 6, observamos mobilidade por meio da distância 

percorrida entre os quadrados no teste de Campo Aberto.  
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É possível observar que em todos os grupos de estudo as fêmeas púberes 

percorrem mais quadrados do que nas outras fases de vida (p<0,0001). Para os grupos 1 

e 3 também foram encontradas diferenças significativas (p<0,05) entre as fases 

reprodutiva e materna, de modo que as fêmeas na fase reprodutiva apresentaram maior 

locomoção.  

Os parâmetros avaliados no teste de CA, incluindo a locomoção, podem 

apresentar variações conforme a linhagem, sexo e idade dos animais (VALLE, 1970; 

ELIAS, 1975; VAN WAAS, SOFFIÉ, 1996; LEITE-ALMEIDA et al., 2009). Além 

disso, a locomoção, enquanto característica essencial da exploração de ambientes pode 

estar associada a dispersão dos animais nas idades mais jovens (como mencionado 

anteriormente) (KELLEY, 1993). Também se sugere que a diminuição de locomoção 

das fêmeas em fase materna seja reflexo da necessidade de ficar próxima ao ninho e dos 

filhotes. 

Quanto aos grupos 1 e 4, esses animais apresentaram diferença significativa 

(p<0,05) entre as fases materna e pós-desmame, sendo possível observar um aumento 

na ambulação na fase pós-desmame. Nota-se que, na fase pós-desmame, as fêmeas 

foram desmamadas de seus filhotes e alocadas com outras fêmeas de mesmo grupo e 

que passaram pelo mesmo processo. Existe um déficit de estudos que avaliem o 

Figura 6. Distancia total de quadrados percorridos no teste Campo Aberto em todas as fases 

avaliadas comparados intragrupo. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 ( grupo 1: 

exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: 

exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase 

materna). 
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comportamento de fêmeas pós-desmame, sendo que a maioria da literatura disponível 

avalia o comportamento dos filhotes frente aos impactos do desmame até a vida adulta e 

seus reflexos. No entanto, nosso estudo mostrou um aumento na atividade locomotora 

pós-desmame. Algumas variáveis podem interferir neste resultado como: o estresse do 

desmame, o enriquecimento social, e também esse resultado pode ser apenas parte do 

comportamento normal das fêmeas.  

De fato, o estresse pode aumentar a atividade locomotora nos animais (LEE, 

TSAI, CHAI, 1986). O enriquecimento social não parece ser o fator fundamental para o 

aumento na atividade locomotora das fêmeas, já que em estudo de Elliot e Grunberg 

(2005), foi demonstrado que a socialização reduz a locomoção nos animais. Ou, pelo 

menos, o tempo de exposição a outros conspecíficos não fora o suficiente para impactar 

nos resultados obtidos. Isso nos leva a crer que a variação encontrada possa ser devido 

as modificações comportamentais serem muito evidentes na fase materna, sugerindo 

que a locomoção das fêmeas no pós-desmame seja parte de seu comportamento padrão 

nessa fase. 

Nos resultados entre grupos, ao analisarmos a fase púbere (4 semanas de vida) 

quanto a estarem expostas ao EA continuamente (G1), na ausência de interação com o 

EA (G2), na exposição atual com o EA (G3-EA na fase púbere), na exposição ao EA na 

fase materna (G4 – portanto nessa fase ainda sem exposição ao EA, como o G2), 

verificamos os desempenhos no CA e LCE na Figura 7.  

Figura 7. Resultados de duração e frequência dos testes de emocionalidade Campo 

Aberto e Labirinto em Cruz Elevado na fase púbere. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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Na ocasião dos testes, apenas as fêmeas do grupo 1 e 3 estavam expostas ao EA. 

Observa-se que as fêmeas do grupo 3 permaneceram significativamente (p=0,0069) 

mais tempo no centro do CA do que as fêmeas do grupo 4. Já os resultado do LCE 

mostram que as fêmeas do grupo 3 permaneceram mais tempo nos braços abertos do 

que as fêmeas do grupo 2 (p=0,0087) e 4 (p=0,0101). 

Conforme discutido anteriormente, a fase púbere confere aos animais uma 

resposta comportamental aos estímulos ambientais menos ansiosa do que nas outras 

fases de vida. No entanto, as fêmeas do grupo 3 que acabaram de ser expostas a um 

ambiente enriquecido apresentaram amenização de respostas tipo ansiosas em relação a 

fêmeas dos grupos 2 e 4, sugerindo influência do EA. O enriquecimento ambiental é 

capaz de diminuir a ansiedade dos animais e influenciar na plasticidade cerebral 

(SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2013; HÜTTENRAUCH, SALINAS, WIRTHS, 2016). 

Inclusive, no estudo de Benaroya-Milshtein e colaboradores (2004), o enriquecimento 

ambiental influenciou não só na diminuição da ansiedade como também atenuou a 

resposta ao estresse em que os animais foram submetidos.  

Na Figura 8 estão apresentados os resultados de CA e LCE da fase materna (12 

semanas de vida) contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 

 

 

 

Figura 8. Resultados de duração e frequência dos testes de emocionalidade Campo 

Aberto e Labirinto em Cruz Elevado na fase materna. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 



49 

 

 

Neste momento de testes em fase materna, apenas as fêmeas do grupo 1 e 4 

estavam expostas ao EA, sendo que para as fêmeas do grupo 4, o objeto era novidade, 

enquanto que o EA estava sendo oferecido continuamente para as fêmeas do grupo 1; as 

fêmeas do grupo 3 haviam sido expostas ao EA apenas nas 3ª e 4ª semanas de vida. 

Observa-se que as fêmeas do grupo 4 frequentaram significativamente mais vezes a 

região central do CA do que as fêmeas do grupo 1 (p=0,0385) e 3 (p=0,0196).  

A partir dos resultados de CA, observa-se que as fêmeas do grupo 4 que estavam 

enriquecidas na fase materna apresentaram uma diminuição de comportamentos tipo 

ansioso bastante evidente devido às altas taxas de exploração do centro do CA. Esses 

dados corroboram que mudanças da fase materna parecem influenciar no seu padrão 

comportamental. Por exemplo, ratas em fase de lactação também apresentaram menores 

níveis de ansiedade no CA (FLEMING, LUEBKE, 1981;) e no LCE (BITRAN, 

HILVERS, KELLOGG, 1991, KELLOG, BARRET, 1999; NEUMANN, TORNER, 

WIGGER, 1999; LONSTEIN, 2005). Além disso, o contato com os filhotes também 

está relacionado com a diminuição de ansiedade nessa fase (LONSTEIN, 2005). 

Ferreira e colaboradores (2002) sugeriram que os comportamentos exibidos na fase 

materna são condição necessária para a expressão de ansiólise, agressão e redução de 

medo. Neste mesmo estudo, ratas lactantes, sensibilizadas (tratadas com esteroides para 

simular o perfil endócrino do final do período gestacional e parto) e ovariectomizadas 

foram contrastadas no teste LCE e também observaram que as fêmeas lactantes (em fase 

materna) apresentaram menores níveis de ansiedade no teste do que as outras fêmeas. 

As fêmeas sensibilizadas apresentaram, mesmo que em menores níveis do que as 

lactantes, ataques contra intrusos. E ambas as fêmeas sensibilizadas e lactantes 

apresentaram menores níveis de medo do que as ovariectomizadas. Dessa forma, além 

do comportamento materno, fatores endócrinos parecem alterar o padrão 

comportamental tipo ansioso das fêmeas, como a progesterona e seus metabólitos que 

exercem papel fundamental nos efeitos ansiolíticos (FERNANDEZ-GUASTI, PICAZO, 

1993; BITRAN, PURDY, KELLOG, 1993). Como já discutido anteriormente a 

presença de enriquecimento ambiental é capaz de atenuar comportamentos tipo ansiosos 

e nossos resultados indicam a possibilidade do EA realçar os efeitos ansiolíticos das 

mudanças hormonais naturais que já ocorrem na fêmea desde a fase gestacional ao pós-

parto.  

Neste resultado de CA, também foi interessante o aparecimento de diferença 

significativa entre o grupo 4 que acabara de ser exposto ao EA e o grupo 1 que esteve 
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exposto ao mesmo EA durante toda a sua vida. Nesse caso, um dos motivos pode estar 

relacionado à provável habituação do animal ao EA. A habituação é um fenômeno que 

ocorre quando o animal é exposto a um objeto de enriquecimento a longo prazo e nesse 

caso, o EA passa a ser menos interessante e parte de um ambiente padrão (KUCZAJ, 

2002). Uma das formas mais comuns de verificar a habituação em roedores é o 

decréscimo de comportamentos exploratórios em resposta a exposição repetida a um 

novo ambiente (LESSUIS, BOLIVARB, 2006).  

Na Figura 9 estão apresentados os resultados de CA e LCE da fase pós-desmame 

(15 semanas de vida) contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 5.   

 

No momento em que tais testes foram realizados, nenhuma das fêmeas estava 

em contato com o EA. Apenas as fêmeas dos grupos 1 (EA-contínuo), 3 (EA-

puberdade) e 4 (EA-Fase materna) tiveram contato com o rolo de papelão nas fases de 

vida pré-estabelecidas. Observa-se que as fêmeas do grupo 2 frequentaram 

significativamente mais vezes a região central do CA do que as fêmeas do grupo 3 

(p=0,0373). Interessantemente, este resultado mostra que aqueles animais expostos ao 

enriquecimento ambiental apenas no início da vida (duas semanas após o desmame –

grupo 3) apresentaram aumento de respostas tipo ansiosas na fase adulta. Indicando que 

condições de vida positivas nas fases iniciais da vida, se não forem mantidas até/na 

idade adulta, podem ter consequências emocionais negativas como baixos níveis de 

Figura 9. Resultados de duração e frequência dos testes de emocionalidade Campo 

Aberto e Labirinto em Cruz Elevado na fase pós-desmame. As letras iguais indicam 

diferença significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: 

não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na 

puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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exploração do centro do aparato, consistente com altos níveis de ansiedade (NADER et 

al., 2012). Dessa forma, os efeitos do EA relacionados à ansiedade são perdidos quando 

a exposição é interrompida. Contudo, no estudo de Nader e colaboradores (2012) foi 

observado que estes efeitos positivos podem ser rapidamente readquiridos quando o EA 

é novamente implementado.   

No teste de CA também é possível avaliar a locomoção dos animais verificando 

a distância percorrida em quadrados. Na Figura 10 estão apresentados os resultados de 

locomoção no teste de CA e os contrastes entre os grupos 1, 2, 3 e 5. 

 

Observa-se que, na fase púbere, as fêmeas do grupo 3 percorreram mais 

quadrados do que as fêmeas do grupo 2 (p=0,0027). Já na fase reprodutiva, as fêmeas 

do grupo 3 percorreram significativamente mais quadrados do que as fêmeas do grupo 2 

(p=0,0014) e 5 (p=0,0035). Na fase materna, as fêmeas do grupo 3 percorreram mais 

quadrados do que as fêmeas do grupo 5 (p=0,0046). E por fim, na fase pós-desmame, as 

fêmeas do grupo 3 percorreram mais quadrados do que as fêmeas do grupo 5 

(p=0,0381). Neste resultado, pode-se observar que as fêmeas do grupo 3 se 

sobressaíram na locomoção no aparato do CA. No entanto, apenas a avaliação da 

atividade locomotora pode não refletir o estado emocional dos animais. Os efeitos 

positivos esperados pela exposição ao EA foram percebidos na fase púbere das fêmeas 

do grupo 3, porém, a descontinuação dessas fêmeas em um ambiente enriquecido não 

Figura 10. Resultados distancia total de quadrados percorridos no teste Campo Aberto 

em todas as fases avaliadas. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: 

exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), 

G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao 

enriquecimento na fase materna). 
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atenuou respostas comportamentais tipo ansiosas. Dessa forma, as fêmeas do grupo 3 

apresentam maior atividade locomotora do que as fêmeas dos outros grupos, porém esta 

atividade parece ter se concentrado nas áreas mais protegidas/menos aversivas do 

aparato; dessa forma, diminuindo a exploração do ambiente, já que a exploração é um 

resultado da combinação da curiosidade, medo e ansiedade provocados pelos novos 

estímulos do CA (LEE, TSAI, CHAI, 1986). 

Em resumo, a análise dos dados de ansiedade sugere que esse comportamento é 

uma característica natural dos camundongos e parece estar evidente nas fases de vida 

mais tardias. A puberdade e a fase materna parecem ter alterações no padrão de resposta 

comportamental tipo ansiosa. Além disso, a atividade locomotora dos animais não 

parece refletir a emocionalidade dos mesmos. O enriquecimento ambiental, enquanto 

novidade, parece ter papel fundamental na atenuação de comportamentos tipo ansiosos. 

No entanto, a habituação das fêmeas ao enriquecimento transforma o mesmo em parte 

do alojamento padrão e anula os efeitos positivos desejados. Por fim, a descontinuidade 

do enriquecimento na fase púbere parece refletir na fase adulta em estados emocionais 

indesejados. 

 

4.2.1.2 Nado Forçado (NF) 
 

O NF permite avaliar traços tipo-depressivos dos animais porque o teste expõe o 

animal à um ambiente completamente aversivo, sem possibilidade de escape, e aqueles 

que se apresentarem imóveis podem ser considerados deprimidos (PORSOLT et al. 

1977; CRYAN, MOMBEREAU, 2004). Os resultados das análises dos testes foram 

comparadas entre e intragrupo.  

Os resultados de indícios de depressão intragrupos, apresentados por fase de 

desenvolvimento (púberes, reprodutiva, materna e pós-desmame), podem ser 

visualizados na Figura 11.  
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Observa-se que as fêmeas de todos os grupos apresentaram menor duração de 

imobilidade no teste de nado forçado na fase púbere (p<0,05). As fêmeas do grupo 1 e 3 

apresentaram diferenças significativas no tempo e frequência de imobilidade (para o 

grupo 1, p=0,0094 para duração e p=0,0268 para frequência e para o grupo 3, p=0,0007 

para duração), nesse caso, as fêmeas em fase pós-desmame permaneceram mais tempo e 

mais vezes imóveis do que na fase reprodutiva. As fêmeas em fase de pós-desmame 

também permaneceram mais tempo e mais vezes imóveis do que as fêmeas em fase 

materna. Essas diferenças foram significativas para os grupos 1 (p=0,0052 para duração 

e p=0,0044 para frequência) e para o grupo 4 (p=<0,0001 para duração e p=0,0002 para 

frequência). 

De acordo com os resultados intragrupo, no desempenho no NF, os animais 

apresentaram aumento na resposta comportamental com características ansiosas e 

depressivas conforme as fases de vida, indicando que as fêmeas responderam a fatores 

que influenciaram a emocionalidade nestas fases. Esses resultados podem ser reflexo do 

envelhecimento dos animais, já que mudanças cognitivas e emocionais estão 

relacionadas com o amadurecimento.  Resultados semelhantes foram observados em 

estudos de Meyza et al. (2011) e Inta et al (2013), que mostraram aumento dos níveis de 

Figura 11. Resultados de duração e frequência de imobilidade do teste de emocionalidade Nado 

Forçado contrastado entre as fases de vida. (A) resultados referentes ao grupo 1 (G1), (B) 

resultados referentes ao grupo 2 (G2), (C) resultados referentes ao grupo 3 (G3) e (D) resultados 

referentes ao grupo 4 (G4). As letras iguais entre as barras dos gráficos indicam diferença 

significativa, minúscula para duração e maiúscula para frequência. 
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ansiedade com o envelhecimento (como observado na discussão anterior) e depressão 

(ANISMAN, MATHESON, 2005). 

Foi sugerido que a imobilidade pode ser reflexo do isolamento social 

(PANKSEPP et al., 1991), pensando nisso, as diferenças encontradas entre a fase 

púbere (na qual as fêmeas ficaram alocadas com até 3 por caixa) e a fase materna 

quando elas permaneceram isoladas da detecção da prenhez até o nascimento dos 

filhotes poderiam responder por esse resultado. No entanto, a diferença entre a fase 

púbere e reprodutiva também foi significativa e em ambas as fases as fêmeas tiveram 

contato social direto. Dessa forma, sugere-se que os resultados encontrados estejam 

relacionados com a idade dos animais.  

Diferente de resultados já encontrados no nosso grupo de estudo (observações 

não publicadas) e outros trabalhos com camundongos machos avaliados pelo teste NF, 

estes animais permaneceram menos tempo imóveis em idades mais avançadas (SHOJI 

et al. 2016). No entanto, a forma de avaliação dos testes é subjetiva: um dos estudos 

avaliou a imobilidade em duas sessões do teste de NF, uma no início e outra ao final e 

durante a última metade da sessão os camundongos idosos apresentaram maior 

imobilidade do que os camundongos de meia idade (SHOJI, MIYAKAWA, 2019).  

É importante observar que as fêmeas do grupo 1 e 4 apresentaram uma queda na 

imobilidade da fase materna, sendo evidentes os resultados encontrados no grupo 4 em 

que as fêmeas apresentaram menor duração e frequência de imobilidade na fase materna 

do que na fase reprodutiva (p=0,0211 para duração e p=0,0250 para frequência). A 

linhagem LG/J, utilizada neste trabalho, apresentou mais comportamentos tipo-

depressivos do que as fêmeas da linhagem SM/J em outro estudo do grupo (dados não 

publicados), caracterizando-a com mais traços depressivos. Os animais com tendência a 

comportamento depressivo apresentaram maior imobilidade no teste NF durante a fase 

materna, indicando a presença de depressão pós-parto (DPP) (LAVI-AVNON et al., 

2005). A DPP pode estar associada à hiperatividade neuroendócrina, levando alterações 

no cuidado materno e também na própria nutrição e auto-cuidado (MAGUIRE, MODY, 

2008; FERNANDEZ et al., 2014). Contudo, nossos resultados do grupo 4 não condizem 

com a hipótese de DPP. Indicando que as características biológicas que regem a 

experiência materna nesse caso, não foram suficientes para induzir respostas tipo 

depressivas nas fêmeas e sugere-se que algum componente ambiental pode ter 

influenciado sobre nossos resultados.  
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No contraste da imobilidade relativa das fêmeas entre grupos, o desempenho das 

fêmeas na fase púbere (4 semanas) pode ser visualizado naa Figura 12. 

 

 

Vale ressaltar que no momento do teste NF, apenas as fêmeas do grupo 1 e 3 

estavam expostas ao EA. Observa-se que as fêmeas do grupo 1 permaneceram menos 

tempo imóveis do que as fêmeas do grupo 2 (p=0,0061) e 4 (p=0,0058). Além disso, as 

fêmeas do grupo 1 apresentaram menor frequência de imobilidade do que as fêmeas do 

grupo 4 (p=0,0217). 

A puberdade é um período crítico de desenvolvimento dos animais, já que é 

caracterizado por aumento das interações sociais, respostas a estressores (SPEAR, 2000) 

e rearranjos neuroanatômicos (CLOUGH, RODRIGUEZ-SIERRA, 1983; ZEHR et al., 

2006). Embora as diferenças hormonais tenham sua contribuição, sua influência sobre a 

depressão é mínima quando comparada com experiências sociais negativas (BROOKS-

GUNN, EARREN, 1989). Por exemplo, em estudo, Sheperd e colaboradores (2018) 

mostraram que uma separação mínima de 24 horas dos filhotes de suas mães foi capaz 

de aumentar a imobilidade no teste NF em ratos adolescentes. Os animais avaliados 

nessa fase haviam sido desmamados da mãe há duas semanas e apenas os do grupo 1 e 3 

foram expostos ao EA logo no dia do desmame. Embora não tenha sido significativo 

para o grupo 3, os animais dos grupos 1 e 3 apresentaram menor duração de imobilidade 

Figura 12. Resultados de duração e frequência de imobilidade no teste de 

emocionalidade Nado Forçado na fase púbere. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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do que os grupos não enriquecidos. Indicando possível influência do enriquecimento 

sobre a emocionalidade das fêmeas, mais precisamente na atenuação de 

comportamentos reflexo de traços tipo-depressivos. 

O EA foi capaz de reduzir comportamentos tipo depressivos em roedores 

estressados (SHILPA et al., 2017; SEONG et al., 2018) e pode causar diversos 

benefícios ao cérebro, estimulando a neurogênese, melhorando o aprendizado e 

memória, reduzindo a ansiedade (como discutido anteriormente) e influenciando nos 

sistemas de neurotransmissores (VAN PRAAG, KEMPERMANN, GAGE, 2000; 

SIMPSON, KELLY, 2011; KEMPERMANN, 2019). Borba e colaboradores (2021) 

demonstraram que o EA exerceu um efeito semelhante a um antidepressivo em machos 

e fêmeas, na adolescência e idade adulta. Além disso, mostrou que as experiências no 

início de vida desses animais podem causar, além de alterações comportamentais, 

alterações epigenéticas influenciadas pelo sexo e fase de vida, e que o EA pode reverter 

a maioria dessas alterações.  

Na Figura 13 estão apresentados os resultados de NF da fase reprodutiva (8 

semanas de vida) contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 

 

Na realização do teste de Nado Forçado na fase reprodutiva, vale lembrar que 

apenas as fêmeas do grupo 1 estavam expostas ao EA; as fêmeas do grupo 3 já haviam 

Figura 13. Resultados de duração e frequência de imobilidade no teste de 

emocionalidade Nado Forçado na fase reprodutiva. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 



57 

 

 

sido expostas ao EA apenas nas semanas 3 e 4 de vida. É possível observar que fêmeas 

do grupo 1 apresentaram menor duração (dados não significativos) e menor frequência 

de imobilidade do que as fêmeas dos grupos 3 (p=0,0115) e 4 (p=0,0490). Além disso 

as fêmeas do grupo 2 também apresentaram menor frequência de imobilidade do que as 

fêmeas do grupo 3 (p=0,0078) e 4 (p=0,0217). Os dados demonstram que as fêmeas que 

tiveram contato com EA no início da vida, mas posteriormente foram privadas dessa 

condição, apresentaram maior frequência de imobilidade do que as fêmeas que ainda 

estão com o EA e daquelas que nunca tiveram contato com o enriquecimento. Este 

resultado reforça que benefícios do EA, como os efeitos antidepressivos, são perdidos 

com a interrupção da exposição as novidades, inclusive, estudos mostraram que além do 

desenvolvimento de emoções negativas, pode aumentar comportamentos indesejados, 

como o vício em drogas (NADER et al., 2012).  

Na Figura 14 estão apresentados os resultados de NF da fase materna (12 

semanas de vida), contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 5. 

 

As fêmeas do grupo 1 e 4 estavam expostas ao EA no momento da realizaçao do 

teste de NF na fase materna, em que para as fêmeas do grupo 4, o objeto era novidade, 

enquanto que o EA estava sendo oferecido continuamente para as fêmeas do grupo 1; as 

fêmeas do grupo 3 já haviam sido expostas ao EA apenas na semana 3 e 4 de vida. A 

Figura 14. Resultados de duração e frequência de imobilidade no teste de 

emocionalidade Nado Forçado na fase materna. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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análise dos dados revela que as fêmeas do grupo 4, apresentaram menor tempo de 

imobilidade do que as fêmeas do grupo 2 e 3 (p=0,0367 e p=0,0006, respectivamente). 

Como mencionado anteriormente, algumas linhagens de camundongos podem 

ser mais sensíveis a alterações de diversas naturezas e responder com comportamentos 

tipo depressivos frente ao teste NF. A linhagem utilizada neste trabalho já mostrou 

traços tipo-depressivos em outros estudos do grupo quando comparada à outra linhagem 

(dados não publicados). Os dados que obtivemos referentes às fêmeas enriquecidas na 

fase materna (grupos 1 e 4) corroboram a sugestão de que a ausência de comportamento 

tipo-depressivo pós-parto teve relação com a presença de algum componente ambiental: 

nesse caso, o enriquecimento ambiental. 

Na Figura 15 estão apresentados os resultados de NF da fase pós-desmame (15 

semanas de vida) contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 

 

Na realização do teste de NF na fase pós-desmame, nenhuma das fêmeas estava 

em contato com o EA. Apenas as fêmeas dos grupos 1, 3 e 4 tiveram contato com o rolo 

de papelão nas fases de vida pré-estabelecidas. Observa-se que as fêmeas do grupo 3 

apresentaram maior tempo de imobilidade do que as fêmeas dos grupos 1 (p=0,0073) e 

2 (p=0,0078). Já as fêmeas do grupo 1 apresentaram menor frequência de imobilidade 

do que as fêmeas do grupo 3 (p=0,0320). As fêmeas do grupo 3 também apresentaram 

Figura 15. Resultados de duração e frequência de imobilidade no teste de 

emocionalidade Nado Forçado na fase pós-desmame. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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comportamentos tipo-depressivos na fase materna (ver Figura 15), quando comparadas 

às fêmeas do grupo 1 (p=0,0233 e p=0,0342, respectivamente) e do grupo 4 (p=0,0391). 

Este resultado reforça as ideias discutidas anteriormente. Como as fêmeas do grupo 3 

apresentaram maior imobilidade, infere-se que apresentaram mais comportamentos tipo-

depressivo do que as fêmeas dos outros grupos. Os efeitos do estresse em ratos adultos 

são geralmente transitórios (PAVIDLES, NIVÓN, MCEWEN; 2002), mas no caso de 

estresse no início da vida, evocado por exemplo pelo manejo diário e separações 

maternas, podem causar alterações neuroendócrinas e causar reflexos na vida adulta 

incluindo depressão e transtornos de estresse pós-traumático (CUI et al., 2006).  

Dessa forma, nossos dados sugerem que a exposição do EA na puberdade parece 

ter auxiliado as fêmeas a lidar com o estresse do desmame. Contudo, interromper o uso 

do enriquecimento gerou impactos negativos sobre a emocionalidade desses animais, 

que refletiram na emocionalidade da idade adulta. Em suma, a depressão é uma resposta 

comportamental que parece estar mais evidente nas fases de vida mais tardias. O EA 

parece ter efeitos antidepressivos. No entanto, a descontinuidade do EA na adolescência 

tem impactos negativos até a fase adulta dos camundongos.  

 

4.2.2 Cuidado materno 
 

 

O cuidado materno é uma característica complexa desempenhada pela fêmea e 

está relacionado a comportamentos nas fases, pré-gestacional, gestacional e pós-parto 

(PERIPATO; CHEVERUD, 2002). Neste estudo, os dados de cuidado materno 

coletados foram contrastados entre os grupos e intragrupo. Os resultados estão 

separados entre dados de comportamento materno e de teste de recuperação dos filhotes. 

Vale ressaltar que as fêmeas caracterizadas como “boas mães” foram aquelas que 

mantiveram vivo pelo menos um dos filhotes nascidos.  

 

4.2.2.1 Comportamento materno 
 

 

O comportamento materno foi avaliado na fase materna das fêmeas dos grupos 

1, 2, 3 e 4 e contrastados entre eles. Vale ressaltar que, no momento da avaliação, 

apenas as fêmeas do grupo 1 e 4 estavam expostas ao EA, sendo que para as fêmeas do 

grupo 4, o objeto era novidade, enquanto o EA estava sendo oferecido continuamente 

para as fêmeas do grupo 1. Os comportamentos avaliados foram: tamanho de ninhada, 
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aspectos da contrução de ninho/temperatura do ninho, peso dos filhotes (oferta de leite 

pelas mães), placentofagia e agressividade contra intrusos.  

Na Figura 16 estão apresentados os resultados de tamanho de ninhada 

contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram verificados no dia do parto 

(tamanho de ninhada ao nascimento) e no sétimo dia pós-parto (tamanho de ninhada 

viável, pois a perda de filhotes geralmente ocorre nos primeiros dias de vida).  

 

 

Observa-se que as diferenças significativas encontradas foram entre os dados de 

tamanho de ninhada viável (ou seja, quantos filhotes sobreviveram). Nesse caso, as 

fêmeas que estavam enriquecidas, grupo 1 (EA-contínuo) e 4 (EA- fase materna) 

apresentaram, significativamente, maior tamanho de ninhada viável do que as fêmeas 

que não estavam enriquecidas nessa fase (grupo 2 e 3, p<0,05). 

O enriquecimento ambiental parece ter influenciado na sobrevivência dos 

filhotes. No entanto, apenas a presença do material no ambiente não é o suficiente, as 

discussões posteriores serão em torno dos efeitos do enriquecimento em diversas 

características que podem ter culminado na sobrevivência dos filhotes. Por exemplo, o 

desempenho da mãe em manter seus filhotes vivos depende de fatores diretos e 

indiretamente ligados à prole. No caso daqueles relacionados à mãe, nota-se a 

capacidade de reconhecer os filhotes (NOIROT, 1972); a aprendizagem e memorização, 

Figura 16. Resultados do tamanho de ninhada ao nascimento e tamanho de ninhada 

viável das fêmeas classificadas como boas mães. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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avaliada em diversos estudos comparando fêmeas primíparas e multíparas (SEEGAL, 

DENENBERG, 1974; DWYER, LAWRENCE, 2000; GUARDINI et al., 2015) e a 

emocionalidade das fêmeas, incluindo estudos sobre ansiedade, depressão e medo 

(MAYER, ROSENBLATT, 1987; BRUNNER et al, 1999). Há também os 

comportamentos diretamente ligados à prole, que envolvem a disponibilidade de leite 

(MCLEAN, SPEAKMAN, 1997; GOÉS, SAUCE, PERIPATO, 2012) e construção de 

ninhos por exemplo (BULT, LYNCH, 1997).  

Na Figura 17 estão apresentados os resultados de altura do ninho contrastados 

entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram verificados durante os sete dias pós-parto. 

 

 

Figura 17. Resultados referentes à altura do ninho das fêmeas analisadas. As letras iguais 

indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 

2: não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e 

G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

É possível observar que os ninhos das fêmeas do grupo 4 foram mais altos do 

que as fêmeas dos grupos 1, 2 e 3 (p<0,05) em todos os dias avaliados. Já as fêmeas do 

grupo 1 apresentaram ninhos mais altos do que as fêmeas do grupo 2 e 3 (p<0,05) nos 

dias 1, 2 e 4. Nos dias 3, 4, 5 e 6 os ninhos das fêmeas do grupo 1 foram mais altos do 

que as fêmeas do grupo 2 (p=0,0158, p=0,0183, p=0,0248 e p=0,0356, 

respectivamente); no dia 7 os ninhos das fêmeas do grupo 1 foram mais altos do que os 

das fêmeas do grupo 3 (p=0,0211). 
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Tanto camundongos machos, quanto fêmeas adultas, constroem ninhos, cujas as 

principais vantagens são: ser um local para repouso e potencializarem a termorregulação 

(LYNCH, POSSIDENTE JR, 1978; WEBER, OLSSON, 2008). Em ambiente natural, 

os ninhos são construídos utilizando materiais como pelos, gramas e outras plantas 

(LISK et al., 1969; ALCOCK, 2001) e em laboratório, são construídos com os materiais 

de nidificação oferecidos. Os ninhos também protegem contra possíveis predadores e, 

no caso de ambiente laboratorial, os protegem contra coespecíficos agressivos e também 

fornecem abrigo contra superexposição à luz (VAN DE WEERD, 1997). As fêmeas 

também constroem o ninho para receber seus filhotes, já que nos primeiros dias de vida, 

os filhotes necessitam do auxílio da mãe inclusive para a manutenção da temperatura 

corporal, já que em ambientes de temperaturas baixas eles logo ficam comatosos, param 

de vocalizar e em casos extremos param de respirar (NOIROT, 1972). Dessa forma, o 

ninho da fase materna apresenta outras funções, como proteção dos filhotes contra 

predadores e manutenção da temperatura (WEBER, OLSSON, 2008). Além disso, 

mantém os filhotes agrupados facilitando o cuidado materno (FLEMING, O’DAY, 

KRAEMER, 1999) e otimiza o intercâmbio de água corporal dos filhotes (FRIEDMAN, 

BRUNO, 1976). A construção do ninho nessa fase também pode variar conforme as 

influências hormonais, principalmente da progesterona, que influenciam na variação de 

tamanho do ninho (aumenta na fase gestacional e diminui gradualmente após o 

nascimento dos filhotes (BROIDA, SVARE, 1982) com principal objetivo de preparar 

as melhores condições para a prole (LISK et al., 1969).  

Estudos com camundongos e ratos de laboratório mostraram que o uso de 

materiais para construção de ninhos reduziu a mortalidade dos filhotes pré-desmame e 

também aumentou o número de ninhadas (PORTER, LANE-PETTER, 1965; NOLEN, 

ALEXANDER, 1966). Dessa forma, a ideia de que o enriquecimento teve influência na 

sobrevivência dos filhotes é reforçada. Nos resultados observados durante o trabalho, as 

fêmeas também apresentaram diferentes formas de utilização do rolo de papelão para 

construírem seus ninhos e essas diferenças podem estar associadas com a fase de vida 

em que foram expostas ao EA. Essas observações são apresentadas nas Figuras 18 e 19, 

e também podem explicar as diferenças encontradas nas alturas dos ninhos do grupo 1 e 

4. 
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Como pode ser observado na Figuras 19, as fêmeas do grupo 4 manipularam de 

forma diferente o material de nidificação disponível, nesse caso, foi o único grupo que 

utilizou a estrutura do rolo de papelão como parte do ninho e não totalmente roído como 

no caso dos outros grupos (Figura 18). Dessa forma, os ninhos das fêmeas do grupo 4 

foram mais altos inclusive do que os ninhos das fêmeas do grupo 1 que também 

estavam enriquecidas.  

Além da utilização do EA para construção de ninho pela mães, foi observado 

que o rolo de papelão, dependendo da fase, foi utilizado de diferentes formas (Figura 

20).  

 

Figura 18. Tipos de ninhos avaliados: (A) ninho aberto construído sem a utilização do EA, apenas 

com a maravalha disponível. (B) ninho fechado construído com a utilização do EA (rasgado). (C) 

ninho aberto construído com a utilização do EA (rasgado). 

Figura 19. (A, B e C) ninhos construídos com a utilização do EA sem que estivesse totalmente 

rasgado. Esse tipo de ninho foi apresentado apenas por fêmeas do grupo 4. 
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Observa-se que a utilização do rolo de papelão pelas fêmeas púberes (Figura 

20.A) envolvia abrigo/proteção e atividades exploratórias como subir na estrutura do 

objeto e passar pelo “túnel”; as fêmeas adultas virgens utilizaram parcialmente como 

abrigo/proteção e como ninhos (Figura 20.B) e as fêmeas em fase materna utilizaram o 

rolo de papelão essencialmente como material para construção de seus ninhos (Figura 

20.C). Isto também mostra sobre a versatilidade do enriquecimento escolhido, já que o 

mesmo pode ser utilizado de diferentes maneiras: como refúgio, abrigo para as 

condições de luminosidade, permite exploração como escalar o tubo, se locomoverem 

por dentro e além disso, permite ser roído/rasgado para a construção de ninhos mais 

estruturados. Dessa forma, estes dados podem embasar novos estudos na área (ROSA; 

MASUKI: PERIPATO, submetido). 

Na Figura 21 estão apresentados os resultados de temperatura do ninho 

contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram coletados no segundo (D2), 

quarto (D4) e sexto (D6) dia pós-parto. 

 

Figura 20. Diferentes métodos de utilização do enriquecimento e fases de vida. 
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Figura 21. Resultados referentes à temperatura do ninho das fêmeas classificadas como 

boas mães. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: exposição 

frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 

3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao 

enriquecimento na fase materna). E D2, D4, e D6 significam respectivamente: dia 2, dia 

4 e dia 6 pós-parto. 

 

Observa-se que no segundo dia pós-parto a temperatura dos ninhos das fêmeas 

enriquecidas (grupos 1 e 4) foi maior do que àqueles das fêmeas não enriquecidas neste 

momento (grupos 2 e 3, p<0,05). Já no quarto dia pós-parto a temperatura dos ninhos 

das fêmeas enriquecidas foi maior do que a de ninhos das fêmeas do grupo 3 (p=0,0104 

para contraste com grupo 1 e p=<0,0001 para contraste com grupo 4). Neste mesmo dia, 

as fêmeas do grupo 5 também apresentaram ninhos mais quentes do que o de fêmeas do 

grupo 2 (p=0,0001). No sexto dia pós-parto a temperatura dos ninhos das fêmeas do 

grupo 1 foi maior do que o das fêmeas do grupo 3 (p=0,0128). 

A construção de ninhos, de fato, é de suma importância para a sobrevivência dos 

filhotes, e já foi positivamente correlacionada com o número de filhotes nascidos e 

desmamados (LYNCH, POSSIDENTE JR, 1978; BULT, LYNCH, 1997). A 

manutenção da temperatura corporal dos filhotes é fundamental, pois os camundongos 

nascem ectotérmicos e apresentam baixas habilidades termorregulatórias até 2 a 3 

semanas de idade (LYNCH, POSSIDENTE JR, 1978). Dessa forma, ninhos com 

temperaturas mais altas nessas primeiras semanas de vida dos filhotes são fundamentais 

para a diminuição da mortalidade pré-desmame dos mesmos. Nossos resultados 

sugerem que a utilização do EA para a construção de ninhos foi importante para 

estruturação de ninhos termorregulatórios. O tamanho de ninhada maior dos grupos 
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enriquecidos também pode ter influenciado na temperatura do ninho. Além disso, 

embora o ninho influencie diretamente a sobrevivência e bem-estar dos filhotes, a 

possibilidade de satisfazer a motivação para construir o ninho também afeta diretamente 

o bem-estar das fêmeas (WEBER, OLSSON, 2008). 

Do mais, devido ao fato de não serem encontradas diferenças significativas entre 

os grupos 1 e 4 (enriquecidos), a diferença de manipulação do EA não parece não ter 

influência sobre a temperatura dos ninhos. De fato, a construção de ninhos aumenta o 

sucesso reprodutivo e é uma ferramenta termorregulatória essencial (BULT, LYNCH, 

1997). A emocionalidade dos animais também influencia na construção dos ninhos, por 

exemplo, animais ansiosos parecem apresentar redução ou ausência na construção dos 

mesmos (KALUEFF, 2006; BELFORTE, 2010; JIRKOF, 2014). Segundo nossos dados 

e os aspectos discutidos até o momento, o EA parece influenciar em diversas 

características emocionais e comportamentais dos animais. E essas ainda estão 

interligadas de forma que o bem-estar gerado pela introdução do enriquecimento na fase 

materna atua realçando as propriedades ansiolíticas e antidepressivas dessa fase que por 

sua vez, também impactam sobre os ninhos e o sucesso reprodutivo.  

Na Figura 22 estão apresentados os resultados de pesagem diária dos filhotes 

contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram verificados durante os sete 

dias pós-parto. 

 

 

Figura 22. Resultados referentes à pesagem diária dos filhotes. As letras iguais indicam 

diferença significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 

2: não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na 

puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 
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É possível observar que os filhotes das fêmeas do grupo 1 foram mais pesados 

nos dias 2 (p=0,0039), 3 (p=0,0100), 4 (p=0,0078), 5 (p=0,0413) e 6 (p=0,0650) pós-

parto. Os resultados encontrados sobre o peso dos filhotes podem indicar que, ao 

nascimento, o tamanho dos filhotes é semelhante, mas a partir do segundo dia pós parto 

os filhotes de fêmeas G1 enriquecidas se apresentaram mais pesados do que os do G2. 

Um ponto a ser considerado é a oferta de leite, fonte de energia que contém 

componentes essenciais para a nutrição e crescimento dos filhotes (SILVER, 1995).  A 

presença de leite no estômago dos filhotes (Figura 23) permite verificar a oferta de leite 

pela mãe.  

 

Embora os filhotes dos grupos 3 e 4 (fêmeas dos grupos que foram enriquecidas 

nas fases púbere e materna, respectivamente) tenham se apresentado um pouco maiores 

do que os filhotes do grupo 2, todos os animais viáveis foram amamentados, assim não 

foram encontradas diferenças significativas em relação ao peso e a oferta de leite. 

Contudo, já foi observado que mães enriquecidas se envolvem em amamentação de 

forma mais ativa (SPARLING; BARBEAU; BOILEAU; KONKLE, 2020).  

Figura 23. Observa-se, na região destacada, o leite no estômago do 

filhote. 
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Também foram coletados e analisados alguns dados qualitativos (categóricos 

binários tipo sim/não) sobre o cuidado materno, envolvendo as variáveis placentogia e 

agressividade contra intrusos.  

A placentofagia foi verificada, pela ingestão da placenta pela fêmea, na ocasião 

do parto. Os resultados significativos mostraram que menos fêmeas do grupo 3 

apresentaram placentofagia do que as fêmeas dos grupo 1 (p=0,0407) e grupo 2 

(p=0,0079). A placentofagia pode ser definida como o comportamento de comer o 

cordão umbilical, as membranas amnióticas e coriônicas, e os fluidos amnióticos. É um 

comportamento encontrado em diversos grupos de mamíferos, mas ainda não está 

evidentemente claro se há uma vantagem ou múltiplos benefícios pela ingestão da 

placenta (KRISTAL, 1980). Existem algumas hipóteses das vantagens da placentofagia 

como, por exemplo, limpar o local do ninho para evitar ataques de predadores ou para 

nutrir as fêmeas pós-parto (KRISTAL, 1980; JOHNSON, 2019), no entanto, os 

benefícios desse comportamento são específicos para o grupo de animais que esteja em 

estudo.  

No comportamento relativo a agressividade contra o manuseador da gaiola dos 

animais (pesquisadores) durante os sete dias pós-parto, verificamos que as fêmeas do 

grupo 4 apresentaram-se significativamente mais agressivas do que as fêmeas dos grupo 

2 (p=0,0016) e grupo 3 (p=0,0255). Depois, também foi verificado se havia diferença 

significativa na agressividade no primeiro dia pós-parto e nesse caso, as fêmeas do 

grupo 4 também se apresentaram mais agressivas do que as fêmeas do grupo 2 

(p=0,0020). O termo agressão materna refere-se àquelas fêmeas lactantes que 

demonstram comportamento agressivo frente a fatores hostis, visando defender a 

ninhada (WEBER, OLSSON, 2008).  Em ambiente natural, uma das maiores ameaças 

para roedores neonatos são machos coespecíficos (OSTERMEYER, 1981).  Uma das 

grandes vantagens para machos infanticidas em matarem filhotes sem parentesco é que 

a fêmea retorne seu ciclo estral normal permitindo uma oportunidade de acasalamento 

mais rápida e aumentando suas chances de reprodução (HRDY, 1979). Da mesma 

forma, as fêmeas protegem seus filhotes e consequentemente todo o investimento e 

gasto energético que elas já tiveram e garantem seu sucesso reprodutivo 

(OSTERMEYER, 1981).  À vista disso, as fêmeas do grupo 4 (enriquecido na fase 

materna) parecem proteger mais seus filhotes do que as fêmeas que não estavam 

expostas ao EA nessa fase.  
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De maneira geral, a presença de enriquecimento ambiental do tipo físico parece 

auxiliar no desempenho do cuidado materno das fêmeas LG/J, corroborando estudos 

que avaliaram comportamentos de cuidado materno frente à exposição de 

enriquecimentos do tipo físico e social e avaliaram tendência positiva do uso de EA para 

aumento dos cuidados maternos (SPARLING, BARBEAU, BOILEAU, KONKLE 

2020). Ademais, nossos resultados permitem inferir que a importância da exposição de 

fêmeas em fase materna não está apenas na melhoria de aspectos isolados do cuidado 

materno, como construir ninhos maiores, mas também, na melhora do bem-estar dessas 

fêmeas para que o desempenho desses comportamentos seja positivamente acentuado.   

  

4.2.2.2 Teste de Recuperação dos Filhotes (RF) 
 

 

Os testes de recuperação de filhotes foram realizados nos dias 3 (TR1) e 7 (TR2) 

pós-parto. Esse teste permite avaliar o comportamento materno de proteção contra 

intrusos, pelo qual a fêmea promove a segurança dos filhotes agrupando-os no ninho 

(WEBER, OLSSON, 2008). A diferença entre esse teste e a análise de agressividade 

contra intrusos é que o primeiro foi realizado pela filmagem da interação da mãe com os 

filhotes por seis minutos, e o segundo, relatado anteriormente na sessão 

“Comportamento Materno,” foi apenas o relato de esquiva ou não da mãe no manuseio 

dos filhotes pela pesquisadora. No teste RF, as análises foram diferenciadas em 

comportamentos relacionados à mãe (self grooming) e comportamentos de interação 

mãe-filhotes (licking, nursing e tempo de resgate da ninhada). 

Na Figura 24 e 25 estão apresentados os resultados de duração e frequência de 

self-grooming, respectivamente, contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 
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Figura 24. Resultados de duração de self-grooming coletados do primeiro e segundo 

Teste de Recuperação dos Filhotes. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 

(grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a 

enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 

4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

 

Figura 25. Resultados de frequência de self-grooming coletados do primeiro e segundo 

Teste de Recuperação dos Filhotes. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 

(grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a 

enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 

4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

Quanto à duração do self-grooming, observa-se que as fêmeas do grupo 1 

permaneceram mais tempo se autolimpando do que as fêmeas do grupo 4 (p=0,0292) no 

TR1. Porém, as fêmeas do grupo 1 permaneceram mais vezes realizando o self-

grooming do que as fêmeas do grupo 3 e 4 (p=0,0007 e p=0,0069, respectivamente) no 
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TR1; ainda, as fêmeas do grupo 2 também apresentaram maior frequência deste 

comportamento do que as fêmeas do grupo 3 (p=0,0160). No TR2, as fêmeas do grupo 

3 apresentaram menor frequência de self-grooming do que as fêmeas dos grupo 1 e 2 

(p=0,0437 e p=0,0147, respectivamente). Também foi comparado o tempo de 

desempenho do self-grooming do primeiro teste de recuperação com o segundo teste. 

Embora tenha se mantido o padrão entre as fêmeas dos diferentes grupos, em que elas 

aumentaram o tempo desse comportamento no TR2, apenas os resultados do grupo 4 

foram significativos (p=0,0004). 

O self-grooming é um comportamento inato e uma parte importante, complexa e 

ordenada, do conjunto comportamental de roedores (BERRIDGE, FENTRESS, PARR, 

1987; ALDRIDGE, BERRIDGE, 1998). Neles, essa ação é particularmente sensível ao 

estresse e pode aumentar em duas situações opostas: em baixos ou altos níveis de 

estresse (KALUEFF, TUOHIMAA, 2004a). No primeiro caso, o comfort grooming é 

um ritual de cuidado corporal normal que ocorre, geralmente, na transição do descanso 

para a atividade (FENTRESS, 1977). Já em altos níveis de estresse, esse 

comportamento difere do habitual por se apresentar em atividades frequentes de 

escovação rápida, de curta duração, progressão anormal e episódios 

incompletos/interrompidos (FENTRESS, 1977), indicando também pela ligação entre 

os sistemas GABAérgico, ansiedade e self-grooming (KALLUEFF, TUOHIMAA 

2005). A microestrutura que organiza o desenvolvimento do self-grooming é bastante 

complexa para ser compreendida apenas com os dados do RF, no entanto, os dados de 

duração e frequência, em conjunto, indicam que as fêmeas que haviam acabado de ser 

expostas ao enriquecimento (grupo 4) permaneceram menor tempo e menos vezes se 

limpando do que aquelas que não foram enriquecidas (grupo 2) ou já estavam 

habituadas ao EA (grupo 1). Os longos períodos desempenhando a autolimpeza e 

diversos interrompimentos podem estar associados à respostas ansiosas (KALUEFF, 

TUOHIMAA, 2004b) reforçando que as fêmeas enriquecidas na fase materna 

responderam de forma menos ansiosa do que as outras. Nessa fase, as fêmeas do grupo 

3 (enriquecidas apenas na fase púbere) apresentaram-se mais ansiosas do que as do 

grupo 4, no entanto, os resultados de self-grooming são divergentes e indicariam baixos 

níveis de ansiedade. Contudo, a diferença encontrada pode ser devido ao tempo que 

essas fêmeas despenderam com a lambedura dos filhotes, o que será discutido 

posteriormente.  
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Na interação mãe-filhote, verificamos na Figura 26 a duração de licking, nursing 

e resgate, contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 

 

 

Figura 26. Resultados de duração de licking, nursing, e resgate coletados do primeiro e 

segundo Teste de Recuperação dos Filhotes. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), 

e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

Observa-se que em relação aos dados de licking, as fêmeas do grupo 3 se 

sobressaem às fêmeas dos grupo 1, 2 e 4, apresentando maior tempo de realização deste 

comportamento no TR1 (p<0,0001 para grupo 1, p<0,0001 para grupo 2 e p<0,0001 

para grupo 4) e no TR2 (p<0,0001 para grupo 1, p<0,0001 para grupo 2 e p<0,0001 para 

grupo 4). No entanto, as fêmeas do grupo 3 apresentam menor tempo de nursing do que 

as fêmeas do grupo 1 (p=0,0008), 2 (p=0,0232) e 4 (p<0,0001) no TR1. No TR2 o 

mesmo resultado é encontrado para as fêmeas do grupo 3 (p=0,0010 para grupo 1, 

p=0,0006 para grupo 2 e p<0,0001 para grupo 4), e também, as fêmeas do grupo 4 se 

sobressaíram apresentando maior tempo de nursing do que as fêmeas dos outros grupos 

(p=0,0259 para grupo 1, p=0,0401 para grupo 2 e p<0,0001 para grupo 3).  

Na duração de resgate, ou seja, tempo em que as fêmeas permaneceram 

carregando os filhotes pelo ambiente, as fêmeas do grupo 3 se sobressaíram do que as 

fêmeas dos grupos 1 (p=0,0273) e 2 (p=0,0011) no TR1 e do que as fêmeas do grupo 2 

(p=0,0393) no TR2. Ainda no TR1, as fêmeas do grupo 4 permaneceram mais tempo 

resgatando os filhotes do que as fêmeas do grupo 2 (p=0,0214). 
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Na Figura 27 estão apresentados os resultados de frequência de licking, nursing 

e resgate contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4. 

 

 

Figura 27. Resultados de frequência de licking, nursing, e resgate coletados do primeiro 

e segundo Teste de Recuperação dos Filhotes. As letras iguais indicam diferença 

significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não 

exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), 

e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

Observa-se que, em relação aos dados de licking, as fêmeas do grupo 3 se 

diferenciam na frequência deste comportamento em relação a fêmeas dos grupo 1, 2 e 4 

no TR1 (p<0,0001 para grupo 1, p= 0,0002 para grupo 2 e p=0,0001 para grupo 4) e no 

TR2 (p<0,0001 para grupo 1, p<0,0001 para grupo 2 e p<0,0001 para grupo 4). Além 

disso, no TR2, as fêmeas grupo 1 (p=0,0492) e 4 (p=0,0477) realizaram mais vezes o 

licking do que as fêmeas do grupo 2. No entanto, as fêmeas do grupo 3 apresentam 

menor frequência de nursing do que as fêmeas do grupo 1 (p=0,0001), 2 (p=0,0180) e 4 

(p<0,0001) no TR1. No TR2 o mesmo resultado é encontrado para as fêmeas do grupo 3 

(p<0,0001 para grupo 1, p<0,0001 para grupo 2 e p<0,0001 para grupo 4), e também, as 

fêmeas do grupo 4 se sobressaíram apresentando maior frequência de nursing do que as 

fêmeas dos outros grupos (p=0,0465 para grupo 1 e p=0,0285 para grupo 2).  

A frequência de resgate, ou seja, número de vezes em que as fêmeas carregaram 

os filhtoes ao ninho, as fêmeas do grupo 3 se sobressaíram do que as fêmeas dos grupo 

2 (p=0,0005) TR1 e TR2 (p=0,0495).  No TR1 o grupo 4 também se sobressaíram do 

que as fêmeas dos grupo 2 (p=0,0085). 
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Os dados dos testes de resgate 1 e 2 também foram comparados intragrupo a fim 

de verificar se havia mudança de comportamento entre os dois testes. Foi observado que 

as fêmeas do grupo 2 e 4 diminuíram significativamente a duração (p=0,0425 e 

p=0,0003, respectivamente) e frequência (p=0,0469 e p=0,0112, respectivamente) que 

desempenharam o licking nos filhotes quando comparados os TR1 e TR2. As fêmeas do 

grupo 4 também apresentaram aumento na duração do self-grooming (p=0,0004) no 

TR2. 

A lambedura/licking em roedores, geralmente se inicia logo após o parto com o 

consumo da placenta, e pela limpeza de todo o corpo dos neonatos com ênfase na região 

anogenital. A lambedura dessa região é de extrema importância, pois estimula a micção 

dos filhotes que geralmente não urinam até completarem uma semana de vida 

(PERIPATO, CHEVERUD, 2002). Por outro lado, a lambedura é vantajosa para a mãe, 

pois ao consumir a urina dos filhotes, ela consegue recuperar parte da água perdida pela 

produção do leite e também elimina odores atrativos para predadores (FRIEDMAN, 

BRUNO, 1976). Além de processos fisiológicos, esse comportamento está associado 

com o desenvolvimento comportamental individual dos filhotes e de suas respostas ao 

estresse (FRANCIS et al., 1999; FISH et al., 2004). As fêmeas do G1 sempre expostas 

ao enriquecimento e G3 que foram expostas apenas na fase púbere parecem 

desempenhar mais esse comportamento do que as que nunca foram expostas ou 

expostas apenas na fase materna.  

Além dos resultados encontrados entre os grupos analisados, foi possível 

observar que o desempenho deste comportamento diminui tanto em duração quanto em 

frequência nos dois testes de recuperação (p=0,0425 para duração e p=0,0469 para 

frequência de G2; e p=0,0290 para duração e p=0,0112 para frequência de G4), 

sugerindo que este comportamento se torna menos frequente com o amadurecimento 

dos filhotes.  

Licking/grooming dos filhotes ocorrem mais frequentemente antes ou durante os 

períodos em que a mãe desempenha o nursing com as costas arqueadas (FRANCIS et 

al., 1999). 

Nursing é outro comportamento diretamente associado aos filhotes. Em estudo 

do grupo, foi observado que as fêmeas LG/J não demonstravam em nenhum dos dias 

analisados esse comportamento (FORTI, 2012). No presente estudo as fêmeas 

apresentaram nursing em ambos os dias analisados e também foi possível encontrar 

diferenças entre os grupos. Esse comportamento está associado à postura de proteção e 



75 

 

 

amamentação dos filhotes, e apresenta etapas para seu desenvolvimento: de início a 

fêmea se posiciona sobre os filhotes ou parte deles enquanto ainda está envolvida com 

outros comportamentos, como licking e self-grooming; com estímulos ventrais dos 

filhotes, a fêmea passa para um estado de quiecência/repouso em que seus movimentos 

de membros e cabeça diminuem; por fim, com o contínuo estímulo ventral dos filhotes, 

alguns já grudados aos mamilos, o ventre da fêmea flexiona causando arqueamento da 

coluna e suas pernas se estendem para acomodar os filhotes (STERN, JOHNSON, 

1990).  As fêmeas do grupo 4 se sobressaíram no desempenho desse comportamento.  

Também foi observado diminuição desse comportamento quando comparados a 

duração do nursing de ambos os testes. Nesse caso, os grupos G1 e G3 apresentaram 

diminuição significativa (p=0,0155 e p=0,0342, respectivamente). 

Outro comportamento analisado foi o resgate dos filhotes que consiste em a 

fêmea pegar os filhotes deslocados com os incisivos, geralmente pela região do pescoço, 

carregá-los para outra posição e depositá-los; geralmente são colocados no ninho 

(STERN, JOHNSON, 1990). Esse comportamento tem a finalidade de realocar os 

filhotes no ninho ou para carrega-los a um novo local de ninho. A recuperação dos 

filhotes é desempenhada pela mãe de forma proativa, diferentemente do nursing que 

necessita de estímulos dos filhotes. No entanto, esses comportamentos estão associados, 

pois a fêmea necessita de carregar seus filhotes até o ninho, local seguro e aquecido, 

para que a amamentação ocorra de forma adequada (BROWN et al., 1999). A melhor 

postura protetora da mãe está associada ao maior tempo em que ela passa resgatando 

seus filhotes, porém, quanto maior a frequência de resgate, pior a postura, pois indica 

que a fêmea derrubou por diversas vezes o filhote (FORTI, 2012). 

As fêmeas dos grupos 3 e 4 se sobressaíram tanto em tempo quanto em 

frequência de resgate. No entanto, é possível sugerir que as fêmeas do grupo 4 

apresentaram melhor postura de proteção, pois, mesmo com ninhadas maiores (que 

poderia responder o aumento na frequência) essas fêmeas passaram mais tempo 

resgatando e apresentaram frequência de resgate menores do que as fêmeas do grupo 2 e 

grupo 3 (embora não significativo para o último caso). 

Não foi encontrada diferença significativa entre o tempo e frequência de resgate 

dos filhotes quando comparados os valores intragrupo entre os dois testes realizados; 

indicando que o resgate é desempenhado da mesma forma pelas fêmeas, independente 

do amadurecimento dos filhotes.  
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Como já mencionado anteriormente, o cuidado materno depende de um conjunto 

de fatores neurológicos, endócrinos, anatômicos, fisiológicos, emocionais e 

comportamentais que precisam cooperar para culminarem no sucesso reprodutivo. De 

forma implícita, a falta ou pior desempenho em alguns desses fatores parecem estar 

associados ao insucesso das fêmeas. Por exemplo, fêmeas que apresentaram menor 

mortalidade dos filhotes até o desmame também se sobressaíram em realizar a 

placentofagia, limpeza, ofertaram leite, construíram melhores ninhos e protegeram a 

prole (PERIPATO, CHEVERUD, 2002).  

Das fêmeas analisadas, aquelas do grupo 4 se apresentaram na fase materna 

menos ansiosas e com traços depressivos atenuados, também se sobressaíram na 

construção e manutenção da temperatura dos ninhos, bem como, apresentaram 

desempenho favorável durante o teste de recuperação dos filhotes. De fato, as mudanças 

neuroendócrinas que ocorrem pré e pós-gestacional são de extrema importância para a 

expressão de características específicas do cuidado materno de cada espécie; no entanto, 

um ambiente enriquecido pode influenciar positivamente no desempenho desses 

comportamentos.  

 

4.2.2.3 Variáveis quantitativas relacionadas ao Enriquecimento Ambiental 

 

Os dados avaliados nas fêmeas, do período pós-parto ao desmame (ganho em 

peso) e pós-eutanasia (pesagem de gorduras corporais) e, em seus filhotes (pesagem 

semana e ganho em peso, ambos até o desmame) foram contrastados entre os grupos 

estudados (G1, G2, G3 e G4).   

Na Figura 28 estão apresentados os resultados do ganho de peso até o desmame 

das mães (fêmeas que compuseram os grupos) contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; 

esses dados foram verificados pela diferença de peso entre a primeira e terceira semana 

de vida. 

 



77 

 

 

 

Figura 28. Resultados referentes ganho de peso das mães da primeira semana até a 

terceira semana de vida. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: 

exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), 

G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao 

enriquecimento na fase materna). 

 

Observa-se que as fêmeas do grupo 4 apresentaram maior ganho de peso do que 

as fêmeas dos outros grupos (p<0,05). E as fêmeas do grupo 3 apresentaram maior 

ganho de peso do que as fêmeas dos grupo 1 e 2 (p=0,0430 e p=0,0205, 

respectivamente).  

Na Figura 29, é possível observar a pesagem das gorduras reprodutiva 

(localizada envolvendo os órgãos reprodutivos da fêmea – útero e ovários), renal 

(localizada envolvendo os rins) e mesentérica (localizada envolvendo os intestinos 

delgado e grosso).   
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Figura 29. Pesagem das gorduras reprodutiva, renal e mesentérica coletadas na necropsia 

das fêmeas estudadas. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: 

exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), 

G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao 

enriquecimento na fase materna). 
 

Os resultados demonstram que que as fêmeas do grupo 4 apresentaram 

significativamente menos massa de gordura em todos os casos verificados (p<0,05).  

Os resultados de ganho em peso e acúmulo de gordura nas fêmeas revelam que, 

embora as fêmeas do G4 tenham apresentado maior ganho de peso nas primeiras 

semanas de vida, essa característica não refletiu em maior acúmulo de gordura até a fase 

pós-desmame. A exposição ao enriquecimento pode ter influenciado nesta 

característica, já que o EA iniciado em idades tardias pode levar à diversas modificações 

fisiológicas positivas, incluindo redução da adiposidade, melhora no controle glicêmico 

sistêmico, remodelação adiposa, supressão da hepatosteatose e produção de glicose, 

promovendo um envelhecimento saudável em camundongos (MCMURPHY et al., 

2018).  

Na Figura 30 estão apresentados os resultados de pesagem semanal dos filhotes 

contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram verificados durante as três 

primeiras semanas de vida dos filhotes. 
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Figura 30. Resultados referentes à pesagem semanal dos filhotes. As letras iguais 

indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: exposição frequente ao eriquecimento), G2 

(grupo 2: não exposição a enriquecimento), G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento 

na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao enriquecimento na fase materna). 

 

Observa-se que os filhotes das fêmeas do grupo 3 são mais pesados na primeira 

semana do que os filhotes das fêmeas dos grupos 2 e 4 (p=0,0495 e p=0,0134), 

respectivamente). Na terceira semana, os filhotes das fêmeas do grupo 3 são mais 

pesados na primeira semana do que os filhotes das fêmeas dos grupos 1 e 4 (p=0,0375 e 

p=0,0340, respectivamente). 

Na Figura 31 estão apresentados os resultados do ganho de peso até o desmame 

dos filhotes contrastados entre os grupos 1, 2, 3 e 4; esses dados foram verificados pela 

diferença de peso entre a primeira e terceira semana de vida dos filhotes. 
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Observa-se que os filhotes das fêmeas que não estiveram enriquecidas na fase 

materna (grupos 2 e 3) tiveram maior ganho de peso do que as fêmeas dos grupos 1 e 4 

(p<0,05).  

Ao observar o contraste de dados sobre a pesagem dos filhotes, e visto que a 

base nutricional das mães e dos filhotes foram a mesma, pode-se sugerir que o ambiente 

que a mãe esteve exposta e as suas características de cuidado materno podem ter 

influenciado positivamente no desenvolvimento saudável dos filhotes. As fêmeas dos 

grupos enriquecidos nesta fase podem ter apresentado um cuidado materno mais ativo 

do que as outras fêmeas, por exemplo. Nesse caso, é possível que as fêmeas 

enriquecidas puderam manejar o tempo e organizar momentos para cuidado direto aos 

filhotes, como amamentação, licking, grooming, mas também para realizar tarefas do 

cuidado materno que não envolvem diretamente os filhotes, como por exemplo, 

aprimorar e/ou fazer a manutenção do ninho.    

Embora nossos dados não tiveram sido significativos para diferenças 

relacionadas à presença de leite, observa-se que os filhotes dos grupos não enriquecidos 

em fase materna parecem ser mais pesados do que aqueles que as mães estiveram 

expostas ao enriquecimento. Smart (1976) já havia mostrado que filhotes bem 

alimentados provocavam mais licking e isso pode ser devido à baixa resposta/estímulo 

Figura 31. Resultados referentes ganho de peso dos filhotes da primeira semana até a 

terceira semana de vida. As letras iguais indicam diferença significativa. G1 (grupo 1: 

exposição frequente ao eriquecimento), G2 (grupo 2: não exposição a enriquecimento), 

G3 (grupo 3: exposição ao enriquecimento na puberdade), e G4 (grupo 4: exposição ao 

enriquecimento na fase materna). 
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daqueles pouco alimentados levando a fêmea desempenhar menos este comportamento; 

ou também aqueles filhotes pouco alimentados poderiam ter dificuldade em sinalizar a 

necessidade/sofrimento. O licking também pode apresentar efeito calmante sobre os 

filhotes. Contudo, apenas as fêmeas do grupo 3 apresentaram significativamente mais 

licking do que as que estiveram enriquecidas na fase materna. Dessa forma, pode-se 

sugerir que os filhotes estarem mais pesados não indicam necessariamente que as 

fêmeas desempenharam melhor a amamentação e a lambedura como reflexo da 

alimentação dos filhotes. É possível que os tamanhos de ninhadas menores dessas 

fêmeas adicionado a um cuidado materno menos ativo e mais direto aos filhotes podem 

ter influenciado em menos competição entre os filhotes para a oferta de mamas do que 

no caso das fêmeas enriquecidas que tiveram tamanhos de ninhada maiores e um 

cuidado materno mais ativo. Essa competição ou conflito fraternal é exibida quando as 

mamas estão ocupadas e um novo filhote tenta desalojar outro que já esteja mamando e 

ocorre com movimentos de aproximação à mama associados à empurrões laterais 

(TAKAMATSU, A. T., 2007).  

Mesmo assim, o estilo de vida materno também pode afetar potencialmente o 

metabolismo da prole por meio de vários mecanismos diferentes. Por exemplo, em 

camundongos, a ingestão elevada de gordura durante a gravidez aumenta as síndromes 

metabólicas em várias gerações de descendentes (JIMENEZ-CHILLARON, J. C. et al., 

2009), e Wei et al. (2015) mostraram que a perda de peso da mãe também melhora a 

saúde geral de sua prole.  

 

4.3 Procedimentos Moleculares 

 

4.3.1 Extração de DNA 

 

A retirada do cérebro e do hipotálamo de camundongos foi padronizada antes da 

extração do DNA. Testamos a remoção do hipotálamo no momento da eutanásia tanto 

com o tecido fresco, quanto após dias após sua extração com tais tecidos armazenados 

em RNA Later à -20ºC. Durante a padronização da remoção do hipotálamo, foi 

verificado que o tecido cerebral perdia rapidamente suas características logo após ser 

colhido, por começar a se desmanchar e dificultar a identificação dos limites entre as 

regiões cerebrais, dificultando a remoção do hipotálamo. Com essa avaliação, optamos 

por retirar os cérebros dos animais estudados e imediatamente imergi-los na solução 
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estabilizadora de ácidos nucléicos e armazenados à -20ºC por 48 horas e posteriormente 

à -80ºC. Dessa forma, no dia da extração o cérebro estava mais rígido (ver Figura 32), o 

que possibilitou remover o hipotálamo com maior precisão. O restante do tecido 

cerebral permaneceu armazenado à -80ºC para análises futuras.  

 

A Extração de DNA de hipotálamo de camundongos foi padronizada com 

amostras de machos (n=20) e fêmeas (n=14) LG/J que estavam armazenadas a -80ºC e 

em RNA Later a -20ºC respectivamente. Foram utilizadas duas técnicas de extração: o 

protocolo de precipitação com Tiocianato de Guanidina (NELSON, KRAWETZ, 1992) 

e o Kit de Extração Wizard SV 96 Genomic DNA Purification System (PROMEGA). 

Também foi padronizada a melhor forma de maceração e para isso testamos o uso de 

pistilo e gilete em ambas as técnicas.  

Com a extração pelo protocolo de Tiocianato de Guanidina foram extraídos em 

média 4450ng/100uL macerados com pistilo e 5750ng/100uL macerados com gilete. No 

entanto, durante o processo, foi observado que as amostras se apresentavam turvas 

(“nuvem branca”) mesmo após a centrifugação e precipitação das proteínas. Embora o 

volume total extraído dos macerados com gilete fosse maior, o tempo de maceração 

também o era, de forma que a maceração com pistilo tornou o processo mais otimizado 

para a quantidade de amostras a serem extraídas. 

A padronização com o Kit de Extração Wizard SV 96 também fez uso das duas 

formas de maceração mencionadas acima. Utilizando o gilete para macerar, foram 

obtidos em média 5373ng/450uL de DNA extraído; e com o pistilo, 5958ng/450uL. 

Mesmo tendo observado médias semelhantes, optou-se pelo uso de pistilo para a 

Figura 32. Cérebro de camundongo durante extração da hipotálamo. Em A cérebro antes da 

remoção e em B cérebro após a extração e hipotálamo extraído à direita. 
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maceração por sua praticidade e rapidez. Testes subsequentes com o Kit de Extração 

Wizard SV 96, nesses processos renderam em média 6783,16ng/450uL de DNA. Assim, 

decidimos pela utilização do Kit de Extração Wizard SV 96. 

Pensando no objetivo deste trabalho em avaliar tanto a emocionalidade quanto o 

cuidado materno das fêmeas LG/J, avaliamos que seria interessante proceder com as 

amostras de fêmeas consideradas “boas mães” de tal forma que avaliaríamos o metiloma 

de fêmeas que tiveram sucesso reprodutivo (n=12, para os 4 grupos). Contudo, após a 

extração de DNA do hipotálamo das fêmeas via Kit de Extração Wizard SV 96, 

verificamos que em média teríamos 8294,147ng ou aproximadamente 8ug de DNA para 

cada indivíduo. Contudo, posteriormente, verificamos que as quantificações estavam 

erradas por problemas no kit, foram refeitas e tínhamos em média 1,5ug de DNA para 

cada indivíduo.  

O Sistema de Purificação de DNA Genômico Wizard SV 96 produz DNA 

genômico com alto rendimento de células e tecidos cultivados, e tecidos animais 

incluindo tecido cerebral com rendimento médio de 6ug (PROMEGA, EUA). No 

entanto não obtivemos resultados satisfatórios para extrair DNA de amostras de 

hipotálamo. Dessa forma, para continuar os estudos com amostras cerebrais, são 

necessários novos testes para verificar o melhor método de extração e aproveitamento 

do material já extraído. 

 

4.3.2 Metilação 

 

Tanto a emocionalidade (PURBA et al., 1996; TANAKA et al. 2000), quanto o 

cuidado materno (BROWN et al., 1996; LEFEVBRE et al. 1998; LI et al., 1999; 

SCOTT et al., 2015), podem ser expressos e regulados geneticamente, principalmente 

por genes com expressão hipolâmica. Tal regulação também pode ser modulada por 

fatores ambientais, como o enriquecimento ambiental que agrega ao conjunto de 

variáveis das interações gene-ambiente capazes de modificar a expressão gênica via 

metilação do DNA associadas ao comportamento exploratório (ZOCHER et al., 2020). 

Dessa forma, buscamos avaliar o perfil epigenético de metilação (metiloma) das fêmeas 

LG/J que participaram do presente estudo, contrastando fêmeas expostas ou não ao 

enriquecimento ambiental. Foi organizado um perfil de fêmeas em que seriam avaliados 

padrões de metilação daquelas consideradas “boas mães”, separando-as em quatro 

conjuntos de amostras contendo três representantes de cada grupo (G1, G2, G3 e G4). 
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Nesse delineamento buscávamos constrastar fenótipos extremos, em que cada grupo 

havia se destacado. Nesse caso, fêmeas menos ansiosas e depressivas para o grupo 4 e 

mais ansiosas para os grupos 1, 2 e 3; fêmeas com maiores tamanhos de ninhada viável, 

e ninhos mais altos e mais quentes para os grupos 1 e 4 e menores para os grupos 2 e 3. 

Isso para que obtivéssemos o melhor contraste possível em cada placa de Nanopore 

sequenciada (cada uma comportando 12 amostras, ou seja, um total de 4 placas). 

Devido a vários fatores, entre eles as medidas adotadas para o enfrentamento da 

pandemia de COVID-19, adequamos nosso procedimento de obtenção de dados. Nesse 

contexto, como não teríamos tempo hábil para todas as adequações, buscamos aprender 

as técnicas de análises de metilação do DNA, como uma oportunidade sem precedentes 

para garantir resultados promissores para estudos futuros do nosso grupo de pesquisa. 

Diferentes metologias para análise da metilação do DNA já foram testadas e bem 

documentadas (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016). No entanto, novas tecnologias vêm 

sendo desenvolvidas, assim como o sequenciamento de quarta geração: a plataforma de 

sequenciamento Oxford Nanopore Technologies. O sequenciador de bolso, MinION, 

vem revolucionando as pesquisas que envolvem transcriptoma e genoma com sua 

capacidade de geração de dados e portabilidade. Além disso, os nanoporos são capazes 

de ler DNA ou RNA de tamanhos curtos à ultralongos (>4Mb) (ONT - 

https://nanoporetech.com/products/minion). Embora não tenha sido possível sequenciar 

as amostras de todas as fêmeas do presente estudo, demos início a um teste com 3 

amostras: hipotálamo de uma das fêmeas LG/J do grupo 4 (G4), amostra de um 

exemplar de A. fraterculus (mosca-das-frutas, espécie de estudo do Laboratório de 

Genética de Populações e Evolução) e o controle com DNA do fago Lambda. 

Inicialmente, foi feito a checagem da flow cell que indicou 1492 poros disponíveis 

(originalmente, 2048) para o sequenciamento. Durante o preparo da biblioteca 

verificamos que logo na primeira etapa de end-prep e DNA repair tivemos uma perda 

relativamente maior do que o esperado (0,7ug) para esta etapa. Nesse caso, recuperamos 

0,61ug de camundongo, 0,64ug de mosca e 1ug de DNA de Lambda. Mesmo assim, 

essa quantidade foi suficiente para dar continuidade ao protocolo com as etapas de 

ligação dos barcodes e adaptadores (necessários 0,5ug). As amostras foram então 

carregadas no sequenciador e foi possível correr a análise por pouco mais de 24 horas, 

pois o espaço de armazenamento não seria suficiente para completar as 72 horas de 

corrida. Nas Figuras 33, 34 e 35, geradas pelo software Nanoplot, estão apresentadas 

informações sobre o sequenciamento realizado.  
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A Figura 33, mostra o número de reads geradas por cada canal disponível para 

sequenciamento. Nela, os canais representados pela cor mais esbranquiçada não 

sequenciaram ou sequenciaram muito poucos nucleotídeos, o que já era esperado, pois 

durante a checagem da flow cell foi verificado que pelo menos 556 poros dos 512 canais 

(cada canal contém 4 poros) estavam inativos. Durante o processo de sequenciamento, 

muitos dos poros disponíveis podem apresentar status de indisponibilidade por estarem 

entupidos ou sequenciando sequencias muito longas, por muito tempo. Essas 

informações podem ser obtidas pela verredura MUXscan que ocorre a cada 8 horas. A 

própria empresa disponibiliza um kit de lavagem com nucleasse que permite remover da 

flow cell a biblioteca inserida e recarregá-la com uma nova biblioteca para que dessa 

forma os poros sejam limpos e mudem de status recovering/unavailable para active 

pores (ONT, https://store.nanoporetech.com/flow-cell-wash-kit-r9.html). 

 

Figura 33. Representação gráfica do número de reads geradas por canal. 
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Na Figura 34, observa-se que durante as primeiras 24 horas de sequenciamento a 

flow cell ainda apresentava rendimento acumulado em número de reads alto, indicando 

que o procedimento de geração de dados ocorria de forma consistente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Representação gráfica do rendimento em número de reads durante o processo de 

sequenciamento. 
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A Figura 35 indica que não houve uma queda considerável no processo de 

sequenciamento das amostras durante as primeiras 24 horas de corrida, o que nos 

permite inferir que o processo parecia otimizado, sendo possível gerar mais dados se 

não houvesse atingido o limite de espaço de armazenamento no disco sólido do 

computador.   

As análises do Nanoplot também permitiram avaliar a qualidade das reads 

geradas (representada na Figura 36) que estiveram acima dos cortes de qualidade: foram 

89607 leituras >Q5 (91.2%), 84416 leituras >Q7 (85.9%), 62115 leituras >Q10 (63.2%) 

e 24048 leituras >Q12 (24.5%). 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Representação gráfica da velocidade de sequenciamento em nucleotídeos/segundo 

durante as 24 horas de corrida. 
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Foram gerados 105 GB de dados brutos neste primeiro teste. As análises 

genômicas são usualmente descritas por duas estatísticas: cobertura e N50. À medida 

que os dados eram gerados, o seu processamento ocorria em tempo real pelo guppy, que 

já fazia a detecção dos barcodes que indicam a qual biblioteca a read corresponderia. 

Contudo devido à limitação do espaço de armazenamento do computador, o 

processamento dos arquivos pelo guppy também foi interrompido gerando uma grande 

quantidade de dados não processados denominados “fast5_skip”. Demos continuidade 

às análises apenas dos dados “fast5_pass”. Avaliamos número e tamanho de leituras 

geradas via Poretools (Tabela 6). 

 

Figura 36. Representação gráfica da comparação entre o comprimento das leituras (reads lengths) e média de 

qualidade das reads (average read quality). 
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 Tabela 6. Conjunto de dados gerados a partir da análise stats da ferramenta poretools. 

PORETOOLS 

Amostra M. musculus A. fraterculus Lambda 

Barcode NB01 NB02 NB03 

Total Reads 1854 2006 1230 

Total Basepairs 9793061 5035932 11352750 

Tamanho Médio 5282,13 2510,43 9229,88 

Tamanho Mediano 2842 1517 5991 

Tamanho Mínimo 119  103 127 

Tamanho Máximo 86625  45425 67663 

N25 25456 7739 27490 

N50 12072 4323 16493 

N75 5080 2390  8603 

 

O resultado demonstrado na Tabela 6 nos informa sobre o tamanho das reads 

geradas. Como é possível observar, nesse nosso primeiro teste a amostra camundongo 

teve um tamanho médio aproximado de 5,2kb (N50 = 12kb), mosca 2,5kb (N50 = 

4,3kb) e o controle Lambda teve um tamanho médio aproximado de 9kb (N50 =16,5kb).  

No histograma (Figura 37) observa-se a distribuição dos comprimentos das 

reads que foram geradas para a amostra de camundongo e é possível verificar que a 

maioria das leituras teve tamanho entre 1000 e 10000 pares de bases.   



91 

 

 

  

Essas informações indicam que os tamanhos médios dos reads altos foram as do 

controle de sequenciamento do fago Lambda, fato que valida a metodologia empregada. 

Embora os resultados da biblioteca de mosca-das-frutas tenham gerado fragmentos 

significativamente menores aos do Lambda, os de camundongo estão bastante 

próximos, o que pode ser confirmado pela proximidade dos valores de N50, que 

representa a mediana do tamanho dos fragmentos gerados (INTERNATIONAL 

HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2001). A partir desses dados é 

possível inferir que o protocolo de extração escolhido parece ter quebrado as fitas de 

DNA em pequenos fragmentos, o que interfere no resultado final do sequenciamento, já 

que a tecnologia de nanoporos tem como objetivo sequenciar fragmentos de DNA de 

tamanho maior (média de 20 kb, mas com valores comumente acima de 30 kb) (LU; 

GIORDANO; NING, 2016).  

Na Figura 38 é possível observar que o rendimento acumulado por comprimento 

das reads esteve em sua maioria reunido naquelas em comprimentos de leituras baixos. 

Essa informação nos permite inferir que possivelmente a extração de DNA pelo do Kit 

de Extração Wizard SV 96 pode ter fragmentado as amostras, gerando um DNA com 

Figura 37. Histograma referente ao comprimento das reads. 



92 

 

 

tamanho médio mais baixo do que o recomendado para esse procedimento. A Figura 39, 

a seguir, confirma que tivemos um rendimento acumulado de reads de comprimentos 

menores.  

  

O alinhamento da amostra de camundongo foi realizado utilizando o genoma de 

referência mais recente de Mus musculus da linhagem C57BL/6J (GRCm39) obtido do 

banco de dados de genomas do National Center for Biotechnology Information (NCBI: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_000001635.27/). 

Utilizamos o programa Integrative Genomics Viewer (IGV) 

(THORVALDSDÓTTIR, ROBINSON, MESIROV, 2013) para explorar visualmente os 

dados genômicos alinhados, o que é representado nas Figuras 39 e 40 com apenas uma 

pequena parte do genoma visualizado. 

 

Figura 38. Rendimento por comprimento das reads. 
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As visualização da região NT_187064.1 (Figura 39) e da região NC_005089.1 

(Figura 40) informam e expõem visualmente que o sequenciamento teste ocorreu e que 

foi possível alinhar os dados obtidos ao genoma de referência. Também é possível 

observar que o alinhamento das reads e mostra diversas regiões do genoma com 

cobertura reduzida, ou até mesmo ausente. Ao buscar informações sobre essas regiões 

no NCBI são obtidas as seguintes informações: a região NT_187064.1 é referente à um 

scaffold ainda não anotado, mas relacionado ao homólogo da proteína SFI1 e ao 

pseudogene do fator de alongamento de tradução eucariótico 2 e a região NC_005089.1 

é referente ao genoma mitocondrial completo de Mus musculus. Nesta visualização é 

interessante notar sobre a cobertura das regiões que foi posteriormente avaliada via 

Figura 39. Visualização da região NT_187064.1 pelo programa IGV. 

Figura 40. Visualização da região NC_005089.1 pelo programa IGV. 
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DeepSignal2. Foi verificado que apenas 4 reads tiveram cobertura máxima de 13X, a 

grande maioria das leituras tiveram cobertura de 1X (total de 40161 leituras), 849 reads 

tiveram cobertura maior igual à 2X e apenas 78 tiveram cobertura maior que 5X. A 

cobertura vertical indica a quantidade média leituras que cobrem cada região de um 

genoma com base no seu mapeamento (MARIANO, 2021). Embora muitos trabalhos 

envolvendo estudo da metilação do DNA apresentem cobertura média de 30X, sugere-

se sequenciamentos de genoma com coberturas médias de 5X-20X (NIELSEN et al., 

2011). Diversos métodos computacionais vêm sendo criados e são capazes de detectar 

modificações de DNA de todo o genoma de mamíferos no sequenciamento de 

nanoporos a partir de coberturas baixas, como 5X (LIU et al., 2021), apresentando 

resultados próximos aos de sequenciamento por bissulfito com cobertura profunda de 

100X (SIMPSON et al., 2017). Mesmo assim, nossos dados de cobertura parecem estar 

enviesados devido à não finalização das 72 horas de corrida, terminando o experimento 

48 horas antes.  

O processamento dos dados foi realizado pelos softwares DeepSignal2, 

NanoMethPhase e Tombo. Na Tabela 7 estão descritos os dados de chamada de 

metilação gerados por esses softwares.   

 

Tabela 7. Dados descritivos dos resultados de chamada de metilação pelos softwares DeepSignal2, 

NanoMethPhase e Tombo. 

Chamada de Metilação 

Fluxo de 

Trabalho 

Total 

Regiões 

Reads 

Forward 

Reads 

Reverse 

Regiões 

Metiladas 

Regiões 

Não-

metiladas 

Regiões 

Metiladas 

Relativas 

DeepSignal2 42504 21263 21241 28495 14009 67% 

NanoMethPhase 39120 18941 20179 25899 13221 66% 

Tombo 11 11 0 9 2 82% 

 
 

Como é possível observar na Tabela 7, os resultados das análises pelo 

DeepSignal2 e NanoMethPhase foram similares, mas os resultados obtidos pelo 

software Tombo foram bem mais baixos. É provável que as análises via Tombo sejam 

mais restritas às leituras com coberturas mais altas, em se considerando que esse 

programa faz uma análise estatística para a deteção de bases com modificações e nossos 

dados não atenderam às exigências da análise quanto à cobertura resultando em poucas 

regiões. O genoma do camundongo é de aproximadamente 2,7GB, com cerca de 22 
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milhões de sítios CpG e são encontradas no genoma haplóide de camundongos 

aproximadamente 37000 ilhas CpGs (ANTEQUERA, BIRD, 1993; MARCOLA, 2016).   

As diferenças encontradas nos resultados obtidos podem estar relacionadas com 

a cobertura dos dados. Os fluxos de trabalho para a determinação de 5mC relacionados 

ao DeepSignal2 e NanoMethPhase apresentam boa acurácia com coberturas baixas de 

10X e 1X, respectivamente (NI, et al., 2019; XU, SEKI, 2020; AKBARI, et al., 2021). 

No entanto, Tombo tem melhor acurácia com coberturas altas 

(https://github.com/nanoporetech/tombo).  

Foi avaliado o percentual de regiões potencialmente metiladas do total de reads 

e os resultados estão plotados na Figura 41.  

   

Esses resultados indicam que as porcentagens de regiões potencialmente 

metiladas entre os dados de DeepSignal2 e NanoMethPhase são bastante semelhantes e 

indicam que em média 66,5% das regiões chamadas para presença de 5mC estão 

potencialmente metiladas.  

O hipotálamo é uma das regiões cerebrais envolvidas na mediação das respostas 

emocionais e cuidado materno. Interações gene-ambiente parecem estar associados à 

mudanças no cérebro que são dependentes da experiência e podem alterar a cognição, a 

emoção e o comportamento (ROGERS; RENOIR; HANNAN, 2019). Embora não tenha 

sido possível avaliar as regiões diferencialmente metiladas nas amostras hipotalâmicas 

de todos os grupos estudados, frente a tantas limitações impostas na condução 

Figura 41. Percentual de regiões metiladas dos dados do softwares utilizados 

(DeepSignal2, NanoMethPhase e Tombo). 
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presencial das atividades do presente trabalho, os testes realizados na análise de 

metilação permitiram o treinamento utilizando diferentes softwares nos processamento 

dos dados, além fundamentar novos estudos na área validando a metodologia do 

MinION para os futuros trabalhos no nosso grupo de pesquisa. 

Um dos objetivos propostos no presente trabalho seria a busca por genes 

metilados no hipotálamo. Apesar de termos identificado regiões metiladas, não foi 

possível definir os genes metilados nessas regiões. Essa etapa será importante, pois ela 

poderá indicar marcadores epigenéticos associados ao bem-estar animal, principalmente 

associados com a emocionalidade de fêmeas da linhagem LG/J.  

 

5 CONCLUSÕES 

A utilização de enriquecimentos ambientais tem fundamental contribuição ao 

bem-estar de animais de laboratório. Apesar de diferentes modelos de enriquecimento 

poderem ser utilizados para esse fim, testes de preferência são ferramentas importantes 

para verificar a escolha dos animais frente aos tipos de enriquecimentos. Os resultados 

do projeto piloto, desenvolvido inicialmente, identificou a preferência das fêmeas Mus 

musculus LG/J pelo rolo de papelão e este foi o objeto de enriquecimento ambiental 

utilizado no presente estudo. 

A exposição dos animais ao rolo de papelão, em diferentes fases de vida, e o 

contraste com aqueles nunca expostos, permitiu investigar o papel desse enriquecimento 

sobre a emocionalidade das fêmeas. Nossos resultados sugerem que naturalmente, as 

fêmeas LG/J apresentam características tipo ansiosas e depressivas. Da mesma forma, 

esse padrão pode sofrer influências de fatores ambientais e biológicos. O 

enriquecimento ambiental, enquanto fator ambiental, parece atenuar a emocionalidade 

das fêmeas, porém fatores biológicos, determinados pelas fases de vida, também 

poderão ter influência na emocionalidade.   

A utilização de enriquecimento ambiental na fase materna sugere a melhoria na 

postura materna e desempenho das fêmeas no comportamento de resgate dos filhotes, 

sendo favorável ao bem-estar das fêmeas nessa fase. A emocionalidade de fêmeas pós-

desmame foi caracterizada, enriquecendo as informações relativas essa fase, que possui 

escassez de estudos.  

A influência do Enriquecimento Ambiental em diferentes fases de vida sobre a 

emocionalidade e cuidado materno permitiu a obtenção de fenótipos utilizados para 
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seleção de análise do metiloma dessas fêmeas. No entanto, mesmo não sendo possível 

finalizar esses procedimentos, o ato de aprender metodologias de uma tecnologia de 

sequenciamento de quarta geração foi uma oportunidade sem precedentes, e garantiu 

resultados promissores para estudos futuros com o Oxford Nanopore MinION. 

De modo geral, conclui-se que este estudo apresenta resultados relevantes para a 

área de pesquisa, gerando novas discussões, testando novas tecnologias e embasando 

novos trabalhos do grupo de pesquisa na busca de marcadores epigenéticos associados 

ao bem-estar animal.   
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RESUMO 
A experimentação animal permite 

estudos avançados na pesquisa básica e 
aplicada nas mais diferentes áreas. A utilização 
de animais ainda se faz necessária para 
obtenção de respostas biológicas 
desconhecidas, principalmente utilizando 
animais modelo como o camundongo. No 
entanto, para que a pesquisa seja realizada de 
forma satisfatória, faz-se necessário seguir 
procedimento éticos, utilizando o princípio 
humanitário dos 3 Rs: Reduce (Redução), Refine 
(Refinamento) e Replace (Substituição) e 
buscando o bem-estar animal. Nessa 
perspectiva, o presente trabalho investigou, 
por meio de teste de preferência, o 
enriquecimento ambiental selecionado por 
fêmeas de camundongos da linhagem LG/J. 
Assim, fêmeas (n=18) em diferentes fases de 
desenvolvimento (Púberes, Adultas Virgens e 
Adultas) foram submetidas a dois diferentes 
tipos de enriquecimentos ambientais: Bateria 1. 
nidificação (papel toalha e algodão); Bateria 2. 
abrigo/proteção (rolo de papelão e rolo de 
PVC). No primeiro contraste (Bateria 1), a 
preferência das fêmeas, de todas as fases, foi 
pelo material algodão. No segundo contraste 
(Bateria 2), houve consenso entre as fêmeas de 
todas as fases pela escolha do rolo de papelão. 
No contraste final (Bateria 3), foi testada a 
preferência das fêmeas pelos enriquecimento 
escolhidos nas baterias anteriores, o algodão e 
o rolo de papelão. O enriquecimento ambiental 
escolhido, pela maioria das fêmeas Púberes, 
Adultas Virgens e Adultas, foi o rolo de papelão. 
Esse enriquecimento parece oportuno, pois 
pode permitir o abrigo/proteção, 
principalmente para as fêmeas Púberes, mas 
também pode ser utilizado, quando rasgado, 
como material de nidificação, importante para 

termorregulação e na maternidade. Além de 
ser versátil e de fácil adequação para utilização 
em biotérios, o rolo de papelão é de baixo-
custo e pode proporcionar o bem-estar dos 
animais de laboratório. 
Palavras-chave: Rolo de papel; enriquecimento 
ambiental, camundongo, construção de ninho. 
 

ABSTRACT  
Animal experimentation allows 

advanced studies in basic and applied research 
in the most different areas. The use of animals 
is still necessary to obtain unknown biological 
responses, especially using animal model such 
as mice. However, for the research to be 
carried out satisfactorily, it is necessary to 
follow ethical procedures, principally by using 
the humanitarian principle (Reduce, Refine and 
Replace) and looking for animal welfare. This 
paper investigated, by using preference test, 
the environmental enrichment selected by 
female LG/J mice. Thus, females (n=18) in 
different stages of development (Pubescents, 
Virgins Adults, and Adults) were exposed to 
two different types of environmental 
enrichment: 1. Nesting-kind (paper towel and 
cotton); 2. Shelter/Protection-kind (cardboard 
roll and PVC roll). In the first contrast, the 
preference for females, of all phases, was for 
the cotton. In the second contrast, there was a 
consensus among the females of all stages for 
choosing the cardboard roll. In the final 
contrast, the preference of females for the 
enrichment chosen in the previous batteries, 
cotton, and cardboard rolls, was tested. The 
environmental enrichment chosen by most 
Pubescent, Virgin Adults, and Adults females, 
was the cardboard roll. This enrichment seems 
appropriate, as it may allow shelter/protection, 
especially for pubescent females, but it may 
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also be used, when ripped, as nesting material, 
important source for thermoregulation and 
maternity. In addition, it is not only versatile, 
and easy to adapt for use in animal facilities, 
but also is low-cost and can provide the well-
being of laboratory animals. 
Keywords: Cardboard roll; environmental 
enrichment; mouse; nest building; nestability. 

 
 
INTRODUÇÃO 
O avanço científico em pesquisa básica 

e aplicada, na saúde animal e humana, tem 
como uma de suas peças-chave a utilização de 
experimentação animal1. Muitos animais 
modelos têm sido estudados, e o camundongo 
representa um organismo de grande interesse 
biomédico e para pesquisa em geral, uma vez 
que possui facilidade no cruzamento, intervalos 
curtos de gerações e disponibilidade de muitas 
linhagens especializadas e caracterizadas 
geneticamente, com sintenia com outros 
mamíferos2. No entanto, condutas apropriadas 
na criação e experimentação tem sido almejada 
e investigada pela comunidade científica.  

Um questionamento importante, no 
que tange a utilização de animais em pesquisa, 
seria suas barreiras éticas, ao utilizar animais 
sencientes. Apesar de diversas posições 
referentes ao termo, desde atribuições a 
capacidade de sentir dor, baseada na analogia 
com a estruturas humanas3, à capacidade do 
organismo em perceber e responder aos 
estímulos externos, possuindo algum grau de 
consciência4, essa inquietação ética delineou 
novas posturas na condução de 
experimentação animal. Vale ressaltar que, ao 
utilizar a vivissecção (“cortar vivo”) de um 
animal com finalidade de observar fenômenos 
fisiológicos ou anatômicos, surgiram 
movimentos de oposição a atividades 
envolvendo experimentação animal5. Um 
grande marco na reflexão sobre utilização de 
animais na pesquisa, foi o estabelecimento do 
princípio dos 3Rs: Reduce (Redução), Refine 
(Refinamento) e Replace (Substituição)6, em 
que sugere a redução do número de animais 
por experimento, o refinamento de técnicas e 
procedimentos e a substituição dos animais por 
modelos de experimentação não sensíveis7. No 
Brasil, em 1979 foi implementada a Lei da 
Vivissecção (Lei 6.638/79) que autorizava a 
vivissecção apenas com o uso de anestesia e 
em centros de pesquisa com supervisão 
especializada5. Revogando essa lei, foi 
elaborado um novo conjunto de regras para 
criação e utilização de vertebrados em 

atividades de ensino e pesquisa em 1995, 
sancionado em 2008, na Lei 1.153/2008, 
conhecido como “Lei Arouca”, em referência a 
seu propositor, o sanitarista e deputado Sérgio 
Arouca. Sob a vigência dessa lei, foram 
institucionalizadas Comitês de Ética no Uso de 
Animais (CEUAs) em cada centro de pesquisa, 
assim como o Conselho Nacional de Controle 
de Experimentação Animal (CONCEA), o órgão 
responsável por assuntos referentes ao uso e 
experimentação com animais na pesquisa 
científica8.   

Com o progresso das pesquisas com 
animais, surgiram novas abordagens e 
conceitos passaram a ser aprimorados. Dentre 
eles, a procura pelo bem-estar animal, cujo 
consenso entre sua definição está a 
incorporação de três questões centrais: Esfera 
física (relacionada ao desenvolvimento físico e 
biológico), comportamental/naturalidade 
(proximidade com ambiente natural para 
exercer comportamentos típicos) e mental 
(livre de estresse)9. A utilização de apenas uma 
das esferas parece inapropriada, portanto, o 
ideal seria a união das três ao se utilizar a 
experimentação animal. Assim, agrupando 
todas as esferas, a abordagem de utilização de 
Enriquecimento Ambiental (EA) pode tornar as 
condições de alojamento mais complexas10, 
proporcionar oportunidades do animal exercer 
comportamentos espécie-específicos11 e 
atender as necessidades básicas dos animais, 
de forma que amenize os efeitos indesejados 
de animais de laboratório12. Embora possa 
haver resistência ao uso do EA, em relação às 
possíveis alterações na rotina dos biotério ou 
na obtenção de resultados, a introdução de 
enriquecimento, como materiais de nidificação 
e abrigo, mostrou promover o bem-estar sem 
afetar resultados experimentais ou perda de 
comparabilidade entre estudos13. Isso sugere 
que é possível adequar o ambiente do biotério 
para que haja a complementariedade de todas 
as esferas relacionadas ao bem-estar. 

Adequando-se ao bem-estar, a oferta 
de enriquecimentos que possam ser utilizados 
não somente como desafios para desestressar 
os animais de laboratório, mas que os 
possibilite explorá-los para seu conforto ou 
enfrentamento de situações de risco, podemos 
categorizar dois tipos de Enriquecimento 
Ambiental: relacionados a nidificação e a 
abrigo/proteção. No primeiro caso, a 
construção de ninho é um comportamento de 
termorregulação usual em roedores adultos14, 
mesmo sendo típico na fase materna15 e, 
materiais para sua construção permitem 
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edificar construções elaboradas que trarão 
melhor conforto ao animal16,17. Para 
abrigo/proteção, enriquecimentos que possam 
contribuir nesse sentido podem auxiliar na 
divisão de recintos, comportamento comum 
em roedores, em que tendem a designar 
diferentes áreas em seu ambiente, como por 
exemplo espaço para alimentação e excreção18. 
Portanto, uma das estratégias para designar o 
melhor enriquecimento ambiental atribuído a 
uma linhagem/espécie animal, seria a 
apresentação de diferentes enriquecimentos 
em um teste de preferência19. Essa exposição 
pode permitir identificar objetos de EA que 
realmente funcionarão como estímulos para o 
bem-estar e que não serão possíveis fatores de 
estresse. Assim, o presente trabalho investigou, 
por meio de teste de preferência, o 
enriquecimento ambiental selecionado por 
fêmeas de camundongos da linhagem LG/J, 
para definir o melhor enriquecimento a ser 
utilizado em nosso grupo de pesquisa em 
experimentos subsequentes. O estudo verificou 
a preferência das fêmeas, em diferentes fases 
da vida (puberdade, adultas virgens e adultas 
com experiência sexual/materna), quanto a 
dois diferentes tipos de enriquecimentos 
ambientais: nidificação e abrigo/proteção.  

 
MODELO BIOLÓGICO 
No presente estudo, a experimentação 

animal teve como alvo camundongos (Mus 
musculus) da linhagem LG/J (Linhagem #: 
000675, nome comum: Large). Em 2015, a 
primeira geração dessa linhagem foi importada 
do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, EUA) e, 
a partir de então, tem sido mantida no Biotério 
do Laboratório de Genética do Comportamento 
do Departamento de Genética e Evolução da 
Universidade Federal de São Carlos campus São 
Carlos. Os camundongos são mantidos em rack 
ventilada (Alesco - SP), alimentados ad libitum 
com ração autoclavável para roedores (Nuvilab, 
Colombo - RS) e água filtrada autoclavada, em 
maravalha autoclavada (pinus – JR Maravalha, 
Paulínia-SP). As gaiolas possuem a dimensão de 
30 cm x 19 cm (comprimento x largura). A sala 
é mantida à 22ºC±2 ºC em ciclo claro-escuro de 
12 horas (luzes acesas às 6 horas da manhã).  
Todos os animais são manuseados pela manhã, 
em fluxo laminar, em ambiente com circulação 
controlada, em que o manuseador está 
paramentado com toca, máscara, luvas, jaleco 
e pró-pé.  

 
MATERIAL E MÉTODOS 
Descrição de conduta com os animais 

Para a criação/manutenção da 
linhagem LG/J, os animais foram alocados em 
gaiolas sexo-específicas, com até cinco (5) 
animais por gaiola. Os cruzamentos foram 
organizados em duplas macho/fêmea em 
animais após a sétima semana de vida. Após a 
detecção da prenhez, o macho foi separado da 
fêmea, em que foi monitorada até o 
nascimento dos filhotes. Uma semana após o 
parto, os filhotes foram pesados, identificados 
e desmamados na terceira semana de vida. Da 
primeira a sétima semana os animais foram 
pesados semanalmente. Após alcançado os 
objetivos, os animais foram eutanasiados por 
deslocamento cervical e seus órgãos (fígado, 
baço, rins, coração e cérebro) foram retirados, 
pesados e armazenados em ultra freezer, para 
utilização em procedimentos laboratoriais 
moleculares. 

 
Critérios de amostragem e formação 

de grupos 
Foram delineados três grupos idade-

específicos diferentes de fêmeas LG/J (n=18): 
G1 – Púberes (3 a 5 semanas de vida; n=6), G2 - 
Adultas virgens (8 a 10 semanas de vida sem 
experiência sexual, n=6) e G3 - Adultas (8 a 10 
semanas de vida, todas com uma experiência 
sexual, resultando em um parto com ninhada 
normal, n=6). A formação dos grupos objetivou 
investigar se havia preferência por certo tipo de 
EA em janelas específicas da fase de vida das 
fêmeas. Consequentemente, o EA que fosse de 
fácil aceitação seria adotado como padrão pelo 
nosso grupo de pesquisa, que trabalha com 
cuidado materno e emocionalidade, buscando 
o bem-estar animal.  

O tamanho amostral foi determinado 
utilizando a abordagem de Equação de 
Recursos (Resource Equation Approach)20. 
Como teríamos seis opções de EA (vide Figura 
1), o resultado obtido foi de um tamanho 
mínimo de 16 e máximo de 20 animais totais a 
serem utilizados para que os objetivos do 
presente trabalho fossem alcançados. 
Utilizando o princípio humanitário dos 3Rs, 
optamos por utilizar 18 animais.  

 
Teste de Preferência pelo 

Enriquecimento Ambiental 
A avaliação da preferência dos animais 

aos enriquecimentos ambientais fez-se com a 
utilização do Sistema de Gaiolas Interligadas 
(SGI), baseado em OLIVEIRA et al.21. O 
equipamento foi construído artesanalmente, e 
consistiu em duas gaiolas/ambientes (30cm 
(comprimento)x19cm (largura), Alesco, 
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Atibaia/SP) interligados por um tubo de PVC (4 
polegadas) que permitia a passagem livre do 
animal entre os dois ambientes. O 
equipamento foi higienizado com solução à 
base de Cloreto de Benzalcônio (HerbalVet, 
Ourofino) e etanol 70% e a base das gaiolas foi 
coberta por maravalha autoclavada (pinus – JR 
Maravalha, Paulínia/SP), higienizada e 
substituída a cada uso. 

A adaptação ao equipamento e os 
testes foram realizados na área de 
experimentação do biotério, no período da 
manhã (das 07:00h às 11:00). Previamente, os 
animais foram apresentados ao equipamento 
sem os objetos de enriquecimento, somente 
com maravalha, por três dias consecutivos, 
durante 15 minutos, para adaptação. Os 
animais sempre foram colocados no ambiente à 
esquerda (ambiente A), para início da 
adaptação. No dia do teste definitivo, o animal 
foi apresentado ao equipamento, nas mesmas 
condições que no período da adaptação, 
porém, com os enriquecimentos posicionados 
em cada ambiente, e a conduta da fêmea foi 
filmada por 60 minutos. Ao final, os animais 
foram devolvidos às respectivas gaiolas. 

Foram realizadas três diferentes 
exposições em três baterias de teste de 
preferência: Bateria 1 - tipo nidificação (papel e 
algodão), Bateria 2 - tipo abrigo/proteção (rolo 
de papelão e rolo de PVC no mesmo tamanho) 
e Bateria 3 - Resultado final (resultado da 
preferência do enriquecimento tipo nidificação 
e resultado da preferência do enriquecimento 
tipo abrigo/proteção). Vale ressaltar que o 
papel utilizado foi o Inter folha natural (20cm x 
21 cm). O algodão foi o material prensado, em 
quadrados (Sussex) e o rolo de papelão foi 
utilizado os que compõe o interior do papel 
higiênico comercial (10cm (comprimento) x 4 
cm (diâmetro)). Esses itens foram esterilizados 
por autoclavagem. Os tubos de PVC tinham a 
mesma dimensão do rolo de papelão (10cm 
(comprimento) x 4 cm (diâmetro)) e foram 
higienizados por solução à base de Cloreto de 
Benzalcônio e posterior aplicação de etanol 
70%).  O delineamento final pode ser resumido 
na Figura 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Delineamento experimental. 

 
As 18 fêmeas foram agrupadas da 

seguinte maneira: G1 - Púberes (n=6), G2 -
Adultas virgens (n=6) e G3 - Adultas (n=6). A 
primeira bateria envolveu a utilização de 
escolha entre enriquecimentos envolvidos com 
a nidificação dos animais, ou seja, o papel 
toalha e algodão (Figura 2). Ela foi realizada nas 
fêmeas de todas os grupos (n=3/grupo).  

Figura 2. Disposição da bateria de testes. A: 
Enriquecimento Ambiental do tipo nidificação. Em 
todos os testes da bateria o papel toalha estava 
disposto no ambiente à esquerda e o algodão à 
direita; B: Enriquecimento Ambiental do tipo 
abrigo/proteção. Em todos os testes da bateria o 
rolo de papelão estava disposto no ambiente à 
esquerda e o rolo de PVC à direita; C: 
Enriquecimento Ambiental do tipo abrigo/proteção 
preferido pela maioria das fêmeas da Bateria 2 (rolo 
de papelão) disposto no ambiente à esquerda e o EA 
do tipo nidificação preferido pela maioria das fêmeas 
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da Bateria 1 (algodão)à direita. Os enriquecimentos 
foram mantidos no ambiente que estavam nas 
baterias prévias.  
 

A segunda bateria testou as fêmeas de 
todos os grupos (n=3/grupo) entre a escolha 
dos enriquecimentos associados com 
abrigo/proteção, o rolo de papelão e rolo de 
PVC (Policloreto de Vinila) (Figura 2).  

A terceira bateria foi delineada para 
ser realizada entre os enriquecimentos 
escolhidos de nidificação e os de 
abrigo/proteção. Assim, as seis fêmeas de cada 
grupo foram testadas para escolha entre os 
enriquecimentos selecionadas nas Baterias 1 e 
2.  

Análise dos dados 
As gravações do teste de preferência 

foram analisadas por meio do Programa de 
Registro Comportamental X-Plo-Rat, 2005 
(http://www.oocities.org/xplorat/). As 
preferências pelo ambiente e pelo 
enriquecimento ambiental foram calculadas 
baseadas em Zinck e Lima22. Resumidamente: 

 
a. O tempo/frequência de interação 

dos animais com os diferentes 
ambientes foram avaliados como:  

 
sendo ambiente A, o ambiente à 

esquerda do Sistema de Gaiolas interligadas, e 
o ambiente B o local à esquerda do 
equipamento.  

 
Vale ressaltar que para os animais 

adaptados ao equipamento é esperado que a 
frequência seja proporcional em ambos os 
ambientes A e B. No entanto, a diferença será a 
presença do Enriquecimento Ambiental (EA). 
Assim, o tempo e frequência de interação com 
o EA que irá refletir a preferência.  

 
b. O tempo e frequência de 

interação dos animais com os 
diferentes Enriquecimentos 
Ambientais (EA) foram avaliados 
como:  

 
sendo ambiente A, o ambiente à 

esquerda do Sistema de Gaiolas interligadas, e 
o ambiente B o local à esquerda do 
equipamento.  

 

O ambiente e/ou enriquecimento que 
tiveram interação do animal por no mínimo 
60% do tempo e acima de 60% das vezes foi 
considerado o escolhido por ele. Os dados para 
cada grupo foram avaliados e o enriquecimento 
com o maior número de animais que o 
escolheu foi considerado o preferido. Todas as 
atividades desenvolvidas nesse trabalho foram 
aprovadas pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais da UFSCar (CEUA nº 7096180319).   

 
RESULTADOS 
Teste de Preferência pelo 

Enriquecimento Ambiental 
Adaptação ao equipamento 
A adaptação ao equipamento foi 

importante para que os animais estivessem 
familiarizados ao ambiente e não fosse um 
fator de equívoco na obtenção da preferência 
pelo EA. Na realização do teste de preferência, 
essa adaptação pôde ser mensurada pela 
frequência similar das fêmeas em ambos os 
ambientes, independente dos enriquecimentos 
ofertados. Estes resultados podem ser 
verificados na Tabela 1.  

 
Tabela 1. Frequência relativa de ambulação das fêmeas 
pelos ambientes do Sistema de Gaiolas Interligadas. 

 
Fase Ambiente Bateria 1 Bateria 2 Bateria 3 

G1 - Púberes  
A 0,504 0,497 0,504 

B 0,496 0,503 0,496 

G2 - Adultas 
virgens  

A 0,506 0,520 0,522 

B 0,494 0,480 0,496 

G3 - Adultas  
A 0,485 0,478 0,485 

B 0,515 0,521 0,515 

Ambiente A refere-se ao ambiente à esquerda do Sistema 
de Gaiolas Interligadas e Ambiente B o ambiente à direita 
ao equipamento.  

 
Verificamos que em todos as baterias, 

as fêmeas, independente das fases de vida, 
ambularam similarmente (~50% das vezes) nos 
dois ambientes do Sistema de Gaiolas 
Interligadas.  

 
Preferências pelo Enriquecimento 

Ambiental 
Ao contrastarmos a preferência das 

fêmeas por enriquecimentos associados a 
nidificação (papel ou algodão) e 
abrigo/proteção (rolo de papelão ou rolo de 
PVC), o tempo e a frequência de interação com 
esses objetos podem ser visualizados na Tabela 
2 
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Tabela 2. Duração e frequência relativa da interação 
das fêmeas com todos os enriquecimentos 
ambientais, das Baterias 1 e 2.   

EA significa Enriquecimento Ambiental. Duração 
Relativa é o tempo que os animais interagiram com o 
EA, e a frequência é o número de vezes de interação 
com o EA. 

 
Na Tabela 2, os resultados reuniram 

todas as fêmeas de cada grupo. No entanto, 
cada fase analisada apresentava três fêmeas e 
os resultados individuais podem ser verificados 
na Figura 3.  

Figura 3. Interação das fêmeas das diferentes fases 
com os enriquecimentos relativos à nidificação: 
algodão e papel. Em A observarmos os resultados 
relativos à duração de cada fêmea com os 
respectivos enriquecimentos; em B observamos a 
frequência relativa de cada fêmea com os 
enriquecimentos. P significa Púbere, AV significa 
Adultas Virgens, e A significa Adultas. A numeração 
(1, 2 e 3) refere-se a cada fêmeas de casa grupo.  

 
Como pode ser observado na Figura 3, 

pelo menos duas em cada três das fêmeas de 

cada grupo apresentaram interação maior ou 
igual a 60% em tempo (duração) e número de 
vezes (frequência) com o algodão, 
enriquecimento de nidificação.  

Ao analisarmos a interação com o 
enriquecimento relacionado a abrigo/proteção, 
os dados gerais podem ser verificados na 
Tabela 2, e os dados individuais, por grupos, 
podem ser visualizados na Figura 4.  

Figura 4. Interação das fêmeas das diferentes fases 
com os enriquecimentos relativos à abrigo/proteção: 
Rolo de papelão e Rolo de PVC. Em A observarmos 
os resultados relativos à duração de cada fêmea com 
os respectivos enriquecimentos; em B observamos a 
frequência relativa de cada fêmea com os 
enriquecimentos. P significa Púbere, AV significa 
Adultas Virgens, e A significa Adultas. A numeração 
(1, 2 e 3) refere-se a cada fêmeas de casa fase.  

 
Os resultados de interação com 

enriquecimentos de abrigo/proteção revelaram 
a preferência de pelo menos duas em cada três 
fêmeas, em cada fases, pelo rolo de papelão. 
Assim sendo, as Baterias 1 e 2 revelaram como 
enriquecimentos preferidos na categoria de 
nidificação, o algodão e, na categoria 
abrigo/proteção, o rolo de papelão. 

Para elegermos o enriquecimento 
ambiental final de preferência, de nidificação 
ou abrigo, os enriquecimentos algodão e rolo 
de papelão foram disponibilizados no 
equipamento no mesmo ambiente que 
ocupavam no teste prévio (Figura 2) e foi 
realizada a Bateria 3 do teste de Preferência. 

No contraste final entre os 
enriquecimentos escolhidos, rolo de papelão e 
algodão, verificamos a preferências das fêmeas, 
em todas as fases, para um único 

Grupos EA 
Duração 
Relativa  

Frequência 
Relativa 

G1 - Púberes – 
Bateria 1 

Algodão 0,545 0,552 

Papel  0,455 0,448 

G1 - Púberes – 
Bateria 2 

Rolo papelão 0,583 0,577 

Rolo PVC 0,417 0,423 

G2 - Adultas 
virgens -Bateria 1 

Algodão 0,608 0,608 

Papel 0,391 0,392 

G2 - Adultas 
virgens -Bateria 2 

Rolo papelão 0,664 0,676 

Rolo PVC 0,335 0,324 

G3 - Adultas -
Bateria 1 

Algodão 0,535 0,483 

Papel 0,464 0,517 

G3 - Adultas -
Bateria 2 

Rolo papelão 0,753 0,670 

Rolo PVC 0,247 0,330 
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enriquecimento, conforme pode ser verificado 
na Tabela 3 e Figura 5.  

 
Tabela 3. Duração e frequência relativa da interação 
das fêmeas com os enriquecimentos ambientais 
finais, algodão e rolo de papelão (Bateria 3) 

 
EA significa Enriquecimento Ambiental. Duração 
Relativa é o tempo que os animais interagiram com o 
EA e a frequência é o número de vezes que os 
animais interagiram.  

Figura 5. Interação das fêmeas das diferentes fases 
com os enriquecimentos selecionados nas Baterias 1 
e 2: Rolo de papelão e Algodão. Em A observarmos 
os resultados relativos à duração de cada fêmea com 
os respectivos enriquecimentos; em B observamos a 
frequência relativa de cada fêmea com os 
enriquecimentos. P significa Púbere, AV significa 
Adultas Virgens, e A significa Adultas. A numeração 
(1, 2, 3, 4, 5 e 6) refere-se a cada fêmeas de casa 
fase.  

  
Tanto a duração quanto a frequência 

relativa indicam que as fêmeas, independente 
das fases, ambularam e permaneceram mais 
tempos interagindo com o enriquecimento 
ambiental associado a abrigo/proteção. Ao 
verificarmos os dados individuais, as fêmeas 
púberes, adultas virgens e adultas, em sua 
maioria, interagiram mais que 60% do tempo e 
das vezes com o enriquecimento de rolo de 
papelão.  

 

DISCUSSÃO 
A experimentação animal requer 

critérios rígidos para que possa ser conduzida e 
mesmo replicada por diferentes grupos de 
pesquisa. Ambientes novos tendem a gerar 
alterações emocionais em animais, e para que 
os resultados possam ser confiáveis, todos os 
elementos que não são esperados precisam ser 
controlados. A habituação indica que a 
experiência passiva e recorrente de novos 
estímulos promove um processo psicológico de 
redução da resposta a esses estímulos23, sendo 
essencial em avaliações cognitivas24. No 
presente trabalho, as fêmeas foram expostas 
ao Sistema de Gaiolas Interligadas para 
adaptação ao equipamento. A redução de 
respostas à novidade do ambiente por 
aclimatação de no mínimo três dias já é 
suficiente para que os animais retornem as 
suas condições fisiológicas25. Aqui, nas baterias 
de testes de preferência 1, 2 e 3, verificamos 
que as visitas entre os dois ambientes foram 
equivalentes, sugerindo que as fêmeas estavam 
adaptadas, e que somente a interação com os 
enriquecimentos seria o elemento destoante 
para avaliar a preferência.  

A exposição aos diferentes 
enriquecimentos em ambientes já conhecidos 
permitiu avaliar a preferência das fêmeas por 
vários materiais. O EA tipo nidificação 
permitem aos camundongos construírem seus 
ninhos como se estivessem em seu ambiente 
natural. Os materiais, algodão e papel toalha, 
escolhidos para avaliar a preferência dos 
animais na Bateria 1, além de serem baratos e 
de fácil manipulação e troca durante a 
higienização das caixas, são absorventes, 
podem ser autoclavados e não oferecem risco 
aos neonatos. A oferta de material para 
construção de ninho é algo desejável em 
camundongos pois permite a criação de 
microambientes, nos quais podem construir e 
manipular seus ninhos para aconchegar-se, 
controlar sua temperatura corporal, umidade e 
condições de luminosidade16,17. Ambos os 
materiais oferecidos permitiam que fossem 
desfiados/rasgados e usados para a criação de 
ninhos e, dessa forma, que os animais 
estruturassem seus microambientes. No 
contraste entre o algodão e o papel toalha, a 
grande vantagem do algodão (material de 
nidificação preferido pelas fêmeas em todas as 
fases) frente ao papel, parece ser a capacidade 
de moldar o ninho da forma desejada. Isto 
porque, a natureza do material de nidificação 
oferecido não é tão importante quanto a sua 
estrutura, que determina a nestability, ou seja, 

Grupos EA 
Duração 
Relativa  

Frequência 
Relativa 

G1 - Púberes 
Rolo de papelão 0,596 0,564 

Algodão 0,404 0,436 

G2 – Adultas Virgens 
Rolo de papelão 0,628 0,561 

Algodão 0,372 0,439 

G3 - Adultas 
Rolo de papelão 0,680 0,631 

Algodão 0,320 0,369 
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a capacidade de encaixe e manipulação do 
material26.   

Os tubos de papelão e PVC fazem jus a 
sua categoria, proporcionando sua utilização 
como abrigo e permitindo proteção, 
principalmente, às condições de luminosidade 
do ambiente. A oferta de enriquecimentos 
como tubos pré-fabricados podem não 
melhorar o bem-estar animal se eles não forem 
motivados a realizar atividades espécies-
específicas27, principalmente a construção de 
ninhos, não sendo o caso deste trabalho, pois 
havia a presença de maravalha, material 
também usado para o preparo do ninho. 
Contudo, os tubos poderiam servir para outros 
fins como por exemplo, refúgio ou separar o 
microambiente destinado à excreção18. Mesmo 
assim, o EA preferido pelos animais foi o rolo 
de papelão. É possível que a vantagem do rolo 
de papelão sobre o de PVC tenha sido devido à 
sua nestability26, pois poderia ser rasgado e 
utilizado também para moldar seus ninhos. O 
rolo de papelão também possui a vantagem de, 
como no caso do algodão e papel toalha, serem 
de fácil manipulação e troca durante a 
higienização das caixas. Embora ambos os 
objetos oferecem a possibilidade de exploração 
como escalar e passar através, é possível que a 
versatilidade do rolo de papelão, como um 
material que também pode ser manipulado, 
tenha influenciado na escolha das fêmeas. 

As vantagens relativas ao rolo de 
papelão parecem prevalecer às do algodão. 
Como verificado na Bateria 3, entre o 
enriquecimento que possibilite abrigo/proteção 
(rolo de papelão), mas que também permita a 
utilização como material de construção de 
ninho, comparado ao que que disponibiliza 
somente material para a construção de ninho 
(algodão), as fêmeas escolheram o primeiro.  
Como os enriquecimentos ambientais são 
medidas utilizadas para prevenção de estresse 
e doenças correlatas, eles têm uma das funções 
essenciais, que é motivar os animais a 
desempenhar padrões comportamentais 
espécie-específicos, e assim, em conjunto 
podem alcançar o bem-estar animal28. O rolo 
de papelão parece alcançar esses objetivos, 
pois, além de ser material de abrigo e ninho, 
permite oportunidades para exploração e 
locomoção (como subir no tubo, por exemplo). 
Apesar de ter a disponibilidade de apenas uma 
escolha, a combinação de materiais é um dos 
comportamentos observados em animais, para 
construção de ninhos mais estruturados e 
complexos26. No presente estudo, uma das 
fêmeas (adultas) inicia a transferência de 

algodão para o ambiente com o rolo de papelão 
(Figura 6), indicando uma possível preferência 
para a combinação de materiais. Estudos 
adicionais seriam necessários para corroborar 
essa observação. Mas o fato é que todas as 
fêmeas também dispunham de maravalha para 
combinar com o material do rolo de papelão.  

Figura 6. Possível combinação de material para 
construção de ninho. Fêmea adulta transfere 
algodão para o ambiente B, no qual está presente o 
rolo de papelão. 

 
O contraste entre as fases de vida das 

fêmeas e a preferência entre os 
enriquecimentos ambientais ofertados 
revelaram que todas as fases tiveram a mesma 
preferência para o tipo de enriquecimento. 
Impreterivelmente, as fêmeas púberes, adultas 
virgens e adultas, tiveram como resultado no 
teste de preferência o rolo de papelão. Sabe-se 
que o envelhecimento apresenta efeitos em 
diversos aspectos biológicos, incluindo 
alterações no desempenho cognitivo29, e na 
emocionalidade30,31. À vista disso, era esperado 
que as fêmeas apresentassem diferenças na 
preferência com relação as diferenças de idade 
e experiências de vida, como a maternidade. 
Sabe-se muito sobre os impactos do 
enriquecimento em diferentes fases de vida e a 
influência em diversos aspectos biológicos, 
incluindo fisiológicos e comportamentais32,33, 
mas a escolha frente a diferentes fases e 
experiências de vida ainda não foi bem 
documentada. Em nosso grupo de pesquisa, 
verificamos diferenças entre a utilização do rolo 
de papelão nas diferentes fases de 
desenvolvimento das fêmeas (dados não 
publicados). Os exemplos podem ser 
visualizados na Figura 7, em que as fêmeas 
púberes utilizam o enriquecimento como 
abrigo/proteção e atividades exploratórias 
(Figura 7.a.), as adultas virgens utilizam 
parcialmente como abrigo/proteção e como 
ninhos (Figura 7.b), e a mães o utilizam para 
construção de ninho (Figura 7.c).  
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Figura 7. Utilização do rolo de papelão nas diferentes 
fases de desenvolvimento das fêmeas LG/J. Em a, 
temos as fêmeas púberes; em b as fêmeas adultas 
virgens; em c, as fêmeas em fase materna (dados 
não publicados). 

 
Dessa forma, a escolha das fêmeas 

pelo rolo de papelão parece ter sido 
influenciada pela versatilidade do 
enriquecimento, já que o mesmo pode ser 
utilizado de diferentes maneiras: como refúgio, 
abrigo para as condições de luminosidade, 
permite exploração como escalar o tubo, se 
locomoverem por dentro e além disso,  permite 
ser roído/rasgado para ser combinado à 
maravalha (sempre presente na caixa) para a 
construção de ninhos mais estruturados, além 
da versatilidade ao longo das fases de 
desenvolvimento dos animais.  

A procura pelo bem-estar animal dever 
ser prática comum na experimentação animal. 
A utilização de elementos ao ambiente do 
animal de laboratório, que busque motivação e 
outras consequências favoráveis, deve ser 
testada, para que não seja um fator estressante 
a mais a esse animal. Apesar de termos 
utilizado um tamanho amostral reduzido, pois o 
estudo tinha intuito de apontar uma escolha 
para que outros experimentos fossem 
desenvolvidos em nosso laboratório, esse 
resultado se mostrou favorável e o rolo de 
papelão tem sido utilizado como 
enriquecimento ambiental em experimentos de 
nosso grupo de pesquisa.   

 
CONCLUSÃO 
A implementação de enriquecimentos 

ambientais pode trazer grande contribuição ao 
bem-estar animal. Diversos modelos de 
enriquecimento podem ser utilizados para esse 
fim, no entanto, antes da exposição definitiva, 
é recomendado o uso de testes de preferência 
para verificar a real escolha dos animais.  Neste 
trabalho, o algodão foi o objeto de nidificação 
preferido entre as fêmeas LG/J possivelmente 
devido a sua capacidade de estruturação de 
ninhos (nestability). E o objeto de 
abrigo/proteção preferido foi o rolo de 
papelão, que quando contrastado com o 
algodão, também foi o preferido para todas as 

fêmeas nas diferentes fases analisadas (Púbere, 
Adultas virgens e Adultas). Como visto em 
trabalhos do nosso grupo de pesquisa, o rolo de 
papelão permite ser utilizado de diferentes 
formas conforme a necessidade dos animais e a 
fase de vida em que estão, por exemplo, 
podem utilizar para estruturar o recinto, ou 
também, seus ninhos. Dessa forma, além da 
versatilidade ser uma das principais 
características do rolo de papelão, pois pode 
ser usado como abrigo/proteção tanto como 
material para construção de ninhos, também é 
um objeto de fácil acesso, permite 
autoclavagem, é atóxico e de baixo custo. Os 
resultados deste trabalho também permitiram 
o desenvolvimento de novas pesquisas do 
grupo utilizando o rolo de papelão como 
enriquecimento ambiental, e principalmente 
embasar a investigação das diferenças de 
preferência e utilização de enriquecimentos em 
diferentes fases de vida.  
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