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RESUMO

O adensamento dos individuos ou o isolamento social sdo fatores que podem desencadear
uma condicdo estressora durante a manutencdo de roedores em cativeiro. Assim, 0 objetivo
deste projeto foi avaliar o efeito do isolamento social e do tamanho do grupo em respostas
fisioldgicas e comportamentais indicadoras de estresse em ratos Wistar, Rattus novergicus.
Para isso, os individuos foram submetidos, por 15 dias, a cinco tratamentos experimentais: 1-
Grupo maior- grupo formado por seis animais (n=5); 2- Grupo menor- grupo formado por
trés animais (n=6); 3- Isolado com contato visual- animal mantido em isolamento fisico e
com contato visual com coespecifico (n=4); 4- Isolado sem contato visual- animal mantido
em isolamento fisico e visual (n=5); 5- Isolado com espelho — animal mantido em isolamento
fisico e visual na presenca de um espelho (n=4). No inicio e final do experimento foram
realizadas medidas biométricas de cada animal do grupo para avaliar a taxa de crescimento
em cada tratamento experimental. Ndo houve diferenca nas taxas de ingestdo alimentar
(ANOVA de uma via, F= 0,851; p= 0,522) e hidrica (ANOVA de uma via, F=1,44; p=0,280)
entre os tratamentos experimentais. A taxa de crescimento especifico- TCE (ANOVA de uma
via, F=0,41; p=0,79), pardmetros hematolégicos (ANOVA de uma via, F< 1,46, p> 0,25),
bioquimicos (ANOVA de uma via, F< 3,64; p> 0,07) e o comportamento exploratorio
(ANOVA de uma via, F< 1,40 e p> 0,27) também foram semelhantes entre os grupos. Os
resultados evidenciam que o contato com coespecificos e o isolamento social ndo induzem
respostas estressoras em roedores (Rattus novergicus), durante o periodo de 15 dias. Assim, a
auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos sugere os machos da linhagem
Wistar podem ser mantidos em isolamento ou adensamento social, desde que limites minimos
de espaco, alimentacédo, ingestdo hidrica e condi¢des ambientais abiodticas sejam oferecidos

conforme recomendado para a manutengdo em cativeiro.



1 INTRODUCAO

Fatores que geram alteracbes na condicdo homeostatica dos animais sdo
considerados agentes estressores, pois afetam o equilibrio bioldgico e interferem no bem
estar, comprometendo a sobrevivéncia desses organismos (Masood et al., 2003; Masood et al.,
2004; Contarteze et al., 2007). Convencionalmente, as respostas ao estresse sdo classificadas
em primarias, secundarias e terciarias, de acordo com a natureza, a duracdo e o tipo do agente
estressor.

As respostas primarias representam a percepcdo de uma alteracdo e o inicio das
respostas neuro-enddcrinas, incluindo a rapida liberacdo de catecolaminas e glicocorticdides
para a circulacdo sistémica (Contarteze et al., 2007; Shoji e Mizoguchi, 2010; Hall, 2011). As
respostas secundarias incluem alteracdes em indicadores metabdlicos e cardio-respiratorios,
tais como, glicemia, acido lactico, glicogénio hepatico e muscular, indice hepatossomatico,
parametros hematoldgicos e pressdo arterial (Faria et al., 2006; Nandi et al., 2006). As
respostas terciarias sao caracterizadas pelas alteracBes comportamentais, diminuicdo do
crescimento, da capacidade reprodutiva e aumento da suscetibilidade as doencas (Selye, 1998;
Box, 2006). Assim, 0s animais apresentam respostas generalizadas frente a estimulos
estressores, caracterizadas por aumento dos horménios de estresse e mudancas fisiologicas.

A escassez de recurso, as mudancas bruscas de temperatura, 0 aumento da atividade
fisica, as injarias (choques, ferimentos e infeccBes) e o espaco fisico limitado sdo algumas das
situacbes que podem desencadear mudancas fisioldgicas e psicoldgicas nos animais (Faria et
al., 2006; Contarteze et al., 2007; Shoji e Mizoguchi, 2010). Essas condi¢bes sao
potencialmente agravadas em animais utilizados em experimentacdo, pois os individuos séo
submetidos & manutencdo, a0 manejo e a procedimentos laboratoriais estressantes que
interferem no estado de salde, desempenho reprodutivo e capacidade de aprendizagem

(Frisone et al., 2002; Balcome, 2006; Box, 2006).
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O adensamento dos individuos, por exemplo, é um dos fatores que deve ser
considerado durante a manutencdo de animais em cativeiro (Hurst et al., 1999; Arakawa,
2005). Espécies gregarias devem ser alojadas em grupos, pois o isolamento impede a exibicéo
de comportamentos sociais tipicos (Baumans, 2005). Os ratos (Rattus novergicus) e 0s
camundongos (Mus musculus) estabelecem hierarquia de dominéancia entre os coespecificos e,
portanto, a superpopulacdo ou o isolamento social podem desencadear situacdes estressoras.
Além disso, o estresse social pode ter profundas consequéncias no cérebro (Blanchard,
Mckittrick e Blanchard, 2001). Ratos mantidos isolados apresentam alteracdes no
desenvolvimento cerebral, na liberacdo de neurotransmissores e no perfil comportamental
(Lapiz et al., 2003; Weiss et al., 2004; Schubert et al., 2009; Yorgason et al., 2013).

De acordo com Hole (1991), a privacdo de contato social entre o periodo de pos
desmame e o término da fase juvenil inibe o desenvolvimento do comportamento reprodutivo
no adulto. O isolamento social também aumenta a atividade locomotora e a resposta a
ambientes ou objetivos novos (neofobia), afetando diretamente o sistema nervoso autbnomo
(Reboucas e Schmidek, 1997; Weiss et al., 2000). Além disso, grupos muito numerosos estdo
sujeitos ao aumento da agressividade - devido a disputa por territério -, a reducdo da
comunicagdo entre os animais e a maior incidéncia de doengas (Valzelli e Garattini, 1972;
Arakawa, 2005; Burman et al., 2008).

A socializacdo em roedores é importante, evitando manté-los isolados ou em grupos
com um grande numero de individuos. Essa condicdo permitira a manutencdo de padrdes
comportamentais e de indicadores fisioldgicos adequados. Dessa forma, deve ser analisada a
densidade populacional maxima por gaiola, propiciando espaco fisico suficiente que permita
respostas dos individuos frente a estimulos sociais ou ambientais. Alternativamente, pode-se
fornecer aos animais 0 enriquecimento sem contato social, caracterizado pela comunicagéo

visual, auditiva e/ou olfatoria entre coespecificos (Neves et al., 2013). Neste contexto, 0s
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animais sdo alojados isoladamente, no entanto, as vias sensoriais permitem interacdo social
sem contato fisico, 0 que pode atenuar o estresse associado ao isolamento e ao adensamento.
Assim, o objetivo deste projeto foi avaliar o efeito do isolamento social e do tamanho do
grupo em respostas fisioldgicas e comportamentais indicadoras de estresse em ratos Wistar,

Rattus novergicus.

2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a condicdo de estresse estd associada a mudanca no equilibrio
biolégico do organismo, faz-se necessario perceber as respostas mediante as alteracGes de
diversos fatores enddgenos e exdgenos que podem interferir no estado de salde e no bem
estar do animal. Essa condigdo é particularmente relevante em animais de experimentacéo que
estdo sujeito a uma variedade de procedimentos laboratoriais estressantes.

Os roedores sdo comumente utilizados em experimentos de estudos cientificos em
diversas areas, pois sdo facilmente manipuldveis e apresentam respostas fisioldgicas
semelhantes as esperadas em humanos. Portanto, o uso desses animais deve ser de forma ética
e de cunho cientifico. Assim, é necessario proporcionar a animais mantidos em cativeiro
condic¢des que promovam o seu bem-estar e reduzam a exposicao a situacdes estressoras.

Dentro deste contexto, perceber o comportamento fisioldgico dos ratos frente as
condi¢cdes de adensamento e isolamento social € importante para buscar alternativas de
manipulacdo e acomodacdo que minimizem os efeitos causados pelo confinamento desses

animais em laboratério, e, consequentemente, promover o seu bem-estar.



3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

- Avaliar o efeito do isolamento social e do tamanho do grupo em respostas
fisioldgicas e comportamentais indicadoras de estresse em ratos alojados no Biotério Central

da UFAM.

3.2 ESPECIFICOS

- Comparar os parametros hematolédgicos (hematdcrito, hemoglobina, nimero de
eritrécitos e indices hematimétricos) nos animais submetidos a isolamento ou adensamento
populacional.

- Testar se o isolamento social altera os niveis de glicemia, colesterol, triglicerideos e
proteinas totais, a taxa de crescimento, o indice hepatossomatico e o desenvolvimento gonadal
dos animais.

- Quantificar o comportamento exploratorio (teste do campo aberto) nos animais

submetidos a diferentes condicdes sociais.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Manutencao dos animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM. Esses animais foram alojados em gaiolas
de polipropileno (16,5 x 40 x 33 cm) sobre cama de maravalha que foi trocada duas vezes por
semana para evitar o excesso de umidade e acimulo de excretas. As gaiolas foram dispostas
em estantes abertas, com grade aramada em aco inoxidavel, comedouro e bebedouro

acoplados (sistema open cage; Neves et al., 2013). A temperatura foi mantida em torno de 25
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°C, o fotoperiodo em 12 horas de luz (07:00-19:00 h) e os animais receberam alimentacédo

(racdo com 23% de proteina bruta) e agua a vontade.

4.2 Delineamento experimental

Foram avaliados parametros comportamentais e fisiologicos associados ao estresse
de individuos submetidos por 15 dias a quatro tratamentos experimentais: 1- Grupo maior-
grupo formado por seis animais (n=5); 2- Grupo menor- grupo formado por trés animais
(n=6); 3- Isolado com contato visual- animal mantido em isolamento fisico e com contato
visual com coespecifico (n=4); 4- Isolado sem contato visual- animal mantido em
isolamento fisico e visual (n=5); 5- Isolado com espelho — animal mantido em isolamento
fisico e visual na presenca de um espelho (n=4).

Foram utilizados animais pds-desmame (21 a 28 dias) com peso entre 60g a 100g.
Para evitar o efeito da disponibilidade de espaco fisico e atender as recomendac¢des minimas
de éarea disponivel por animal (Neves et al., 2013), em todos os tratamentos foram
disponibilizados 120 cm?/animal (Tabela 1). No grupo isolado com contato social, duas
gaiolas de mesma dimensdo foram separadas por acrilico transparente, 0 que permitiu o
contato visual entre os animais. Todos os individuos em isolamento ndo foram privados de
estimulos quimicos e auditivos. As condicdes de fotoperiodo, temperatura e limpeza das

gaiolas foram semelhantes as descritas na manutencao dos animais.

Tabela 1. Tamanho das gaiolas utilizadas em cada tratamento experimental.

Tratamento Tamanhq da Gaiola
(altura X comprimento x largura)
Grupo maior 20x40x 18 cm
Grupo menor 20x 24 x15cm
Isolado com contato visual 20x10x12cm
Isolado sem contato visual 20x10x12cm
Isolado com espelho 20x10x 12 cm




9

No inicio e no término do experimento foram realizadas medidas biométricas
(comprimento naso-anal e peso corporal) de cada animal do grupo para avaliar a taxa de
crescimento em cada tratamento experimental. O consumo de racdo total foi verificado a cada
sete dias, pela diferenca entre o alimento oferecido e o residual. Além disso, a ingestédo hidrica
foi medida utilizando-se garrafas preenchidas com 500 mL de &gua, nas quais a variagdo de
volume foi verificada semanalmente, por meio de provetas graduadas (SANTOS et al., 2010).
No final do experimento os animais foram anestesiados com cetamina (0,1 ml /

100g)- xilazina (0,01 ml / 100g) por via intraperitoneal e mortos por deslocamento cervical
(Neves, et al., 2013). Em seguida, foram dissecados para a realizacdo de coleta de sangue
(MONTERO et al., 1994) e retirada do figado e das gonadas. O tempo de anestesia e coleta de
sangue foi medido para detectar possivel influéncia dessas manipulagbes nas variaveis
fisioldgicas. O sangue foi coletado por puncéo cardiaca (0,3 ml aproximadamente por coleta),
utilizando-se seringa de 1 ml com anticoagulante (EDTA). Em seguida, o material (com
excecdo do destinado aos parametros hematolégicos) foi centrifugado para coleta do plasma

(3000 rpm / 15 min), o qual foi congelado a -70° C para anélises bioquimicas.

4.3 Crescimento

O crescimento individual dos animais foi avaliado pela taxa de crescimento
especifico (TCE), que é a taxa instantanea de crescimento obtida de uma unidade de peso em
um periodo de tempo definido. TCE = [In Pf - In Pi / At] x 100 , onde: Pi= peso inicial do

animal; Pf= peso final do animal; At= tempo do experimento.

4.4 Parametros hematologicos

A contagem de eritrocitos (RBC, milhdes/mm? sangue) foi realizada por meio de

contagem manual em cdmara de Neubauer. A concentracdo de hemoglobina sanguinea (Hb,
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g/dL) foi analisada pelo método da cianometahemoglobina (Kampen e Zijlstra, 1964). O
hematocrito (Ht, %) foi determinado pelo método do microhematocrito (Goldenfarb et al.,
1971), onde os tubos capilares foram centrifugados a 13000 rpm por 6 minutos. Os indices
hematimétricos absolutos, ou seja, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

foram calculados de acordo com Wintrobe (1934).

4.5 Parametros bioguimicos

As concentracdes de colesterol total, glicose, proteinas totais e triglicerideos
plasmaticos foram determinadas por método colorimétrico com o uso de Kits comerciais

(Labtest ou Invitro).

4.6 Indice hepatossomatico

O indice hepatossomatico (IHS; %) representa a proporc¢do do peso corporal alocado
em figado. Com base no peso corporal e hepéatico obtidos ap6s a morte do animal foi
calculado o IHS através da formula: IHS = (peso fresco do figado / peso fresco corporal) x

100, conforme realizado por Ceolin (2010) e Santos et al. (2010).

4.7 Indice gonadossomatico

O indice gonadossomatico (IGS; %) representa a propor¢do do peso corporal alocado
em gobnadas. Com base nos peso corporal e das génadas obtidos apos a morte do animal foi
calculado o IGS através da formula: IGS = (peso das gbnadas / peso corporal) x 100,

conforme realizado por Morais et al. (2009) e Ceolin (2010).
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4.8 Comportamento exploratorio

No setimo dia de experimento, os animais foram submetidos (10 minutos/dia) ao
teste do campo aberto para analise do comportamento exploratério (ex. Burman et al., 2008;
Arruda et al., 2011). Este ambiente foi constituido por uma arena de acrilico opaco (60 x 30
cm) subdivida em seis quadrantes de 20 x 15 cm cada (Figura 1). O registro da atividade
locomotora foi feito por uma filmadora portatil (Sony Hanby-CAM DCR-FX 63) posicionada
a pelo menos 40 cm de altura em relacdo ao sistema de teste. As andlises das filmagens
permitiram a quantificacdo da frequéncia e da duracdo da locomocao. Foi considerado um
campo deslocado quando o animal coloca trés membros na area demarcada, conforme
utilizado por Arruda et al. (2011). Antes do inicio do experimento, foi realizado um teste
preliminar (experimento piloto) para adequacdo do teste do campo aberto da filmagem do

comportamento.

Figura 1. Ambiente para a avaliacdo da atividade exploratéria (teste do campo aberto).

Extraido de Arruda et al. (2011).
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4.9 Analise dos dados

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade da variancia pelo teste F max (Zar, 1999). De acordo com essas analises, as
taxas de ingestdo alimentar e hidrica, a TCE, os parametros hematologicos e bioquimicos, o
IHS, 0 IGS e o comportamento exploratorio foram comparados por ANOVA de uma via (teste
paramétrico). Foi considerado a < 0,05 para significincia estatistica. Todas as analises séo

baseadas em Zar (1999) e Siegel e Castellan Jr. (2006).

4.10 Nota ética

Este estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi submetido a

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM, Manaus, AM.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca nas taxas de ingestdo alimentar (ANOVA de uma via, F=0,851;
p=0,522) e hidrica (ANOVA de uma via, F=1,44; p=0,280) entre os tratamentos
experimentais (Figura 2). A taxa de crescimento especifico- TCE (ANOVA de uma via,
F=0,41; p=0,79; Figura 3) também foi semelhante entre os grupos, evidenciando que o
adensamento e o isolamento social ndo interferem na alimentacdo e, consequentemente, no

ganho de peso dos animais.



500 -+ 13
250 -
0 -
Taxa de ingestéo alimentar (g) Taxa de ingestdo hidrica (ml)
¥ grupo maior ¥ grupo menor
= Isolado com contato visual ® Isolado sem contato visual
¥ ]solado com espelho

Figura 2. Média (x DP) das taxas de ingestdo alimentar e hidrica nos cinco tratamentos

experimentais.

40 A
S
w20 A
O
|_
0 T T T T
grupo maior grupo menor Isolado com Isolado sem Isolado com
contato visual contato visual espelho

Figura 3. Média (+ DP) da taxa de crescimento especifico (TCE) nos cinco tratamentos

experimentais.
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N&o houve efeito do isolamento social e do tamanho do grupo nos parametros
hematoldgicos (ANOVA de uma via, F< 1,46, p> 0,25; Tabela 2). A contagem de eritrécitos
(RBC) variou de 3,56x10°%/uL pertencente ao grupo isolado com contato visual e 5,99x106/uL
no isolado sem contato visual. Os resultados de hemoglobina variaram de 6,35g/dL no grupo
isolado com espelho até 10,13g/dL no grupo isolado com contato visual. A média de
hematocrito foi de 38,71% do grupo de seis animais a 44,87% do grupo isolado com contato
visual.

Tabela 2. Média (£ DP) dos parametros hematologicos nos cinco tratamentos experimentais.

Grupo Grupo Isolado com contato  Isolado sem contato Isolado com
maior menor visual visual espelho
RBC (10%/uL) 3,74+0,44 4,67 1,49 3,56 £0,75 5,99 +1,89 5,56 0,77
Hemoglobina
7,43+4,64 7,94 +3,380 10,13 £ 4,55 9,75+ 3,51 6,35+ 2,37
(g/dL)
Hematocrito 38,71+ 43,00 £
44,87 + 2,95 39,00 + 8,60 41,75 + 4,27
(%) 3,16 4,04
21,44 18,35+
HCM (pg) 31,13 £ 14,82 16,66 + 5,83 11,43 £ 4,10
12,72 8,22
18,80 + 18,38 +
CHCM (%) 22,47 +9,15 26,32 £ 12,23 15,66 + 7,03
11,06 8,29
113,57 £ 91,16 +
VCM (um3) 128,09 + 38,68 53,86 + 35,76 75,89 £ 11,44
9,78 41,50

Os valores hematolégicos foram equivalentes aos valores de referéncia para
roedores, conforme descrito por Upton e Morgan (1975), Melo et al. (2012) e Branco et al.
(2011). No entanto, os indices hematimétricos (HCM e VCM) apresentaram resultados
superiores aos valores basais observados em ratos machos Wistar alojados no Biotério Central
da Universidade Federal do Sergipe (Melo et al., 2012).

Diferencas entre os resultados obtidos podem ser recorrentes do tipo de técnica
utilizada por cada metodo, haja vista que Melo et al. (2012) apresentaram valores de

referéncia diferentes dos obtidos nesse experimento, uma vez que a técnica utilizada por ele é
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automatizada. Segundo Uptone Morgan (1975), niveis de hemoglobina, hematocrito e
proteinas plasmaticas acima da média estimada indicam que os animais estdo sob condicdes
de estresse que pode ter sido causada pelo préprio procedimento. Isso indica que o
procedimento executado com o0s animais durante o experimento ndo teve influéncia sobre o
nivel de estresse dos animais, de forma que os resultados obtidos encontram-se dentro do
limite estabelecido por Upton e Morgan (1975).
O indice hepatossomatico variou de 4,31% do grupo isolado com contato visual a
4,86% do grupo formado por seis animais. J& o indice gonadossomatico variou de 1,18% do
grupo isolado com espelho a 1,32% do grupo isolado sem contato visual. Desta forma, os
resultados obtidos neste experimento apresentaram resultados semelhantes aos descritos por
Espeschit (2010), entretanto, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos

experimentais (ANOVA de uma via, IHS- F=0,69; p=0,60; IGS- F=0,54 e p=0,70).

6 -
s 3
0 -
IHS IGS
® grupos maior ¥ grupo menor = |solado com contato visual
¥ |solado sem contato visual ™ Isolado com espelho

Figura 4. Média (£ DP) do indice hepatossomatico (IHS) e indice gonadossomatico (IGS)

nos cinco tratamentos experimentais.
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N&o houve diferenca significativa nos parametros bioguimicos (ANOVA de uma via,

F< 3,64; p> 0,07). O maior e menor valor de glicose compreende de 180,03 mg/dL do grupo
isolado com espelho e 251,30 mg/dL do grupo de seis animais, de triglicerideos foi 60,70
mg/dL do grupo de seis animais e 97,37 mg/dL do grupo de trés animais, de colesterol foi
74,30 mg/dL também no grupo maior e 103,56 mg/dL no grupo isolado sem contato visual e,
por fim, de proteinas totais foi 5,67 g/dL do isolado com espelho e 7,03 g/dL do isolado com
contato visual (Tabela 3). A literatura indica que as concentracfes plasmaticas de glicose em
ratos sejam em torno de 145 mg/dL (Leahy et al., 1986; colesterol- média de 67,4 mg/dL;

triglicerideo — média de 89,9 mg/dL e proteina total- média de 6,2 mg/dL (Melo et al., 2012).

Tabela 3. Média (£ DP) dos parametros bioquimicos nos cinco tratamentos experimentais.

. Isolado com Isolado sem Isolado com
Grupo maior Grupo menor . ]
contato visual contato visual espelho
Glicose (mg/dL) 251,30 +35,84 222,08+72,12 193,59 + 75,30 194,69 + 91,33 180,03 + 73,80
Triglicerideos
60,70 £ 19,48 97,37 £ 18,27 87,23 £ 13,13 61,55 + 14,26 91,01 £ 33,57
(mg/dL)
Colesterol
74,30 £ 15,43 75,90 £ 22,02 77,97 £ 10,18 103,56 + 38,20 101,48 £ 49,40
(mg/dL)
Proteinas totais
(/dL) 5,72+ 0,36 5,88+1,18 7,03+2,18 6,67 +1,31 5,67 +£0,40
g

De acordo com Reboucas e Schmidek (1997) e Weiss et al. (2000), o isolamento
social em roedores pode atuar como um estressor e aumentar a atividade locomotora. De fato,
ratos exibem maior locomogdo quando expostos a estresse agudo e repetitivo (Shoji e
Mizoguchi, 2010). Além disso, grupos muito numerosos estdo sujeitos ao aumento da
agressividade - devido a disputa por territorio -, a reducdo da comunicagdo entre 0s animais e
a maior incidéncia de doencas (Valzelli e Garattini, 1972; Arakawa, 2005; Burman et al.,

2008). No entanto, neste estudo ndo foram observadas diferencas na frequéncia e duracdo do
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comportamento exploratério registrado com a realizacdo do teste do campo aberto (ANOVA

de uma via, F< 1,40 e p> 0,27; Figura 5).

120 -

Frequéncia sobre duaspatas Frequéncia de locomocéo Duracdo de locomogéo
(segundos)
® grupo maior H grupo menor ¥ 1solado com contato visual

¥ |solado sem contato visual ™ Isolado com espelho

Figura 5. Média (x DP) do indice comportamento exploratério nos cinco tratamentos
experimentais.

Os resultados evidenciam que o contato com coespecificos e o isolamento social ndo
induzem respostas estressoras em roedores (Rattus novergicus), durante o periodo de 15 dias.
E importante ressaltar que em todos os tratamentos foram disponibilizados 120 cm?animal, o
que evitou o efeito da disponibilidade de espaco fisico nos pardmetros fisioldgicos e
comportamentais e atendeu as recomendagdes minimas de area disponivel por animal (Neves
et al., 2013). Assim, a auséncia de diferengas significativas entre os tratamentos sugere 0s
machos da linhagem Wistar podem ser mantidos em isolamento ou adensamento social, desde
que limites minimos de espaco, alimentagdo, ingestdo hidrica e condi¢cBes ambientais

abioticas sejam oferecidos conforme recomendado para a manutengdo em cativeiro.
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