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O corpo editorial da Revista da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (RESBCAL) tem a enorme satisfacdo de apresentar a todos os envolvidos na
ciéncia de animais de laboratdrio o primeiro nimero do volume 2 da nossa publicagao.

O principal objetivo desta revista € incentivar aos pesquisadores da ciéncia de
animais em laboratdrio (incluindo, manipuladores, estudantes, técnicos e professores) a
descreverem e compartilharem seus conhecimentos. Desta forma, acreditamos que o relato
das experiéncias, durante a rotina de cuidados aos animais, possui a fun¢do de estimular o
exercicio de escrever um manuscrito ¢ de promover a difusdo de informagdes que estardo
auxiliando seus pares em todo o pais.
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Neste nimero os leitores poderdo informar-se sobre assuntos como o
comportamento de camundongos, uma detalhada revisao sobre o uso de modelos animais
para o estudo das principais craniostenoses humanas. Também podem ser observados
os resultados sobre o monitoramento ambiental e a eficacia de diferentes procedimentos
para a higienizagdo das maos. Por fim, ressaltamos a iniciativa do desenvolvimento de um
software livre para o gerenciamento de um biotério no Brasil.

Acreditamos estar iniciando um novo ciclo da RESBCAL. Estamos mantendo
0s principios que motivaram a gerag¢ao da revista e buscando aumentar a visibilidade e a
acessibilidade da mesma para todos. Além da versdo impressa, foi disponibilizada no site
da SBCAL e no Portal de Revistas em Medicina Veterinaria todos os artigos (na integra)
do volume 1. Desde ja, deixamos o convite para todos os interessados enviarem seus
resultados no futuro para enriquecer a nossa publicagao.

Gabriel Oliveira
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SBCAL/COBEA: 30 ANOS NA DEFESA DOS ANIMAIS DE
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Os 30 anos de existéncia do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal, atualmente
chamada de Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/
COBEA) estdo retratados neste artigo. Lutando contra as adversidades fisicas das
instituicdes e a falta de conscientizacdo da comunidade cientifica sobre a necessida-
de de modelos biologicos adequados para o ensino e a pesquisa, o fundador, Prof.

Dr. Fernando Sogorb Sanchis, e os 12 presidentes da Sociedade que o seguiram,

Autor para correspondéncia: Gui Mi Ko
E-mail: guimiko.cedeme@gmail.com

Recebido para publicagao: 03/09/2013
Aceito para publicagdo: 04/09/2013

HISTORICO

Nascia em novembro de 1983 por iniciativa
do fundador, Prof. Dr. Fernando Sogorb Sanchis,
o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), com objetivo de defender o bem estar
animal e seu uso racional, capacitar profissionais
e lutar por uma legislagdo especifica. Contando
inicialmente em seu quadro de socios somente
médicos veterinarios tornou-se posteriormente
multidisciplinar, apds assembleia realizada na
Reunido Cientifica Regional do International
Council for Laboratory Animal Science (ICLAS),
ocorrida em Aguas de Lindéia-SP, em 1986.

Em 2007, na XXII Reunido Cientifica da Fe-
deracdo das Sociedades de Biologia Experimental
(FESBE) em Linddia, foi aprovado o novo estatuto
do COBEA e, em 2008, na Assembleia Geral do
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conseguiram implantar uma dindmica sempre atualizada de capacitagéo profissional,
conceitos de bem estar animal através de cursos, congressos e seminarios.

Palavras-chave: Animais de laboratorio. Cursos.

COBEA em Sao Paulo-Capital, houve a mudanga
de nome para SBCAL — Sociedade Brasileira da
Ciéncia em Animais de Laboratério, mantendo em
sua sigla SBCAL/COBEA.

Nestes 30 anos de existéncia, a SBCAL/
COBEA teve 13 presidentes (Tabela 1), reali-
zou 9 Congressos e participou de 2 congressos
internacionais, o primeiro em 1986 na cidade de
Linddia e o segundo em 1988 na cidade de Belo
Horizonte (Tabela 2). A partir de 2002 foi incluida
como sociedade integrante da FESBE. Em todos
os eventos realizados foram ministrados cursos
visando a capacita¢do de profissionais, com énfase
em fisiologia animal, genética, saude, higiene, bem
estar animal e outros.

No Congresso realizado em Foz de Iguacu, em
2012, foi langada a Revista da Sociedade Brasilei-
ra em Ciéncia de Animais de Laboratério (RESB-
CAL), na versdo impressa e online, indexada no




SBCAL/COBEA: 30 ANOS NA DEFESA DOS ANIMAIS DE LABORATORIO

Tabela 1: Periodos, presidentes e vice-presidentes do SBCAL/COBEA nos ultimos 30 anos.

Periodo Presidente
1983-1988 Fernando Sogorb Sanchis
1989-1990 Enio Cardillo Vieira
1991-1992 Tereza Kipnes
1993-1994 Ana Maria Aparecida Guaraldo
19951996  Antenor Andrade
1997-1998 Milton Oliveira Amado
1999-2000 Luiz Edmundo Magalhdes
2001-2002 . .
2003-2004 Ekaterina A. B. Rivera
2005-2006 Silvia Collete Barreto da Costa Ortiz
2007-2008 Silvia Collete Barreto da Costa Ortiz
2009-2010 Marcel Frajblat
2011-2012 Valderez Bastos ValeroLapchik
2013-2014 Vera Maria Peters

Tabela 2: Congressos realizados por SBCAL/COBEA.

Ano Cidade

1986 Aguas de Linddia*
1988 Belo Horizonte - MG**
1994 Guaruja — SP

1996 Rio de Janeiro - RJ
1998 Porto Alegre - RS
2000 Campinas - SP
2002 Goiania - GO

2004 Rio de Janeiro - RJ
2007 Sé&o Paulo - SP
2009 Sé&o Paulo - SP
2012 Foz do Iguacu - PR

* Assembléia Geral Extraordinaria do COBEA em 21 de novembro de 1986,
na Reunido Cientifica Regional do Internacional Council for Laboratory Animal
Science (ICLAS), no Hotel Magestic, em Aguas de Lindoia — S&o Paulo.

** Congresso Internacional de Gnotobiologia.

Guia Vetlndex (www.bvs-vet.org.br). Na Tabela
3 estdo representados o numero de artigos publi-
cados por modalidade e instituigdes participantes,
nos quatro primeiros fasciculos do periodico.

Vice-Presidente

Jones Tadeu dos Santos Viana
Sueli Diniz Lima

Hannah Rothschild

Silvia Maria Gomes Massironi
Maria Lucia Barreto

Marilene Farias Alam

Ana Maria Aparecida Guaraldo
Benedito Luiz Figueiredo

Joel Majerowiczs

Célia Cardoso

Ekaterina Rivera

Ana Lucia BrunialtiGodart
Ekaterina A.B. Rivera

Consta no Estatuto atual que a SBCAL/
COBEA possui como objetivos programar e
estimular pesquisas na area de experimentagdo
com modelos animais; realizar reunides, jorna-
das, congressos, simposio e afins, destinados ao
ensino, intercambio e difusdo de conhecimentos
e pesquisas na area de experimentagdo animal;
promover cursos de aprimoramento e atualizagdo
em experimenta¢ao animal; proporcionar recursos
materiais para estudo e pesquisas no campo de
experimentagdo animal, pela celebracdo de con-
vénios com entidades nacionais e estrangeiras;
proporcionar informagdes cientifica e de cultura
geral especializada a seus membros associados;
assessorar e colaborar com entidades culturais,
educacionais, técnicas e cientificas de direito
publico ou privado nacionais e internacionais,
que executem no seu todo ou em parte, pesquisa
em experimentacao animal.

Estamos convictos em afirmar que desde a
criacdo da SBCAL/COBEA todas as diretorias e
equipes esforcaram-se a0 maximo para a evolu-
¢do da ciéncia de animais de laboratorio. Partici-
pacdes importantes, como na aprovacao da Lei
11.794/2008 que estabeleceu os procedimentos

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 7-9, 2013



Gui Mi Ko, Rosalia Regina de Luca, Sueli Blanes Damy, Vania Gomes de Moura Mattaraia e Gahriel Melo de Oliveira

do uso cientifico de animais e na participagdo com  (CONCEA) demonstram o carater atuante da nos-
representantes da SBCAL/COBEA no Conselho  sa sociedade na busca pela protecao e o bem estar
Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal  de animais de laboratorio.

Tabela 3: Numero de artigos publicados por modalidade e instituigdes participantes em 2012.

N? g Modalidade Instituigdo participante
artigos
04 Memorias Centro Universitario Metodista IPA- RS
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
15 Artigos Originais Faculdade de Ciéncias Farmacéutica da USP
Faculdade de Medicina da USP
12 Breve comunicagdes  Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP
Fundagdo Oswaldo Cruz - RJ

08 Revisbes Hospital Universitario da USP
Instituto Butantan — SP
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP
Instituto de Farmacologia da UNIFESP
Instituto Oswaldo Cruz — RJ
Institute Pasteur de Montevideo
Instituto de Quimica da USP
Qualitécnica Empresa Nacional de Servigos Ltda.
Universidade de Campinas
Universidade Federal de Sao Paulo
Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Metodista de Sdo Paulo

SBCAL / COBEA: 30 YEARS IN DEFENSE OF LABORATORY ANIMALS

The 30-year-old Brazilian College of Animal Experimentation / Brazilian Society of
Science in Laboratory Animals are portrayed in this article. Struggling against adversity
physical institutions and lack of awareness of the scientific community on the need for
adequate biological models for teaching and research, the founder, Prof. Dr. Fernando
Sogorb Sanchis, and the 12 Society presidents who followed, succeeded in deploying
a dynamic always updated professional training, concepts of animal welfare through
courses, conferences and seminars.
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Keywords: Laboratory animals. Courses.
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AVﬂI\LIA(}I\U DE DIFERENTES TECNICAS DE H]GIENIZA(}I\O DAS
MAOQS PARA MANIPULADORES DE UM BIOTERIO DE CRIAGAO E
EXPERIMENTAGAO DE CAMUNDONGOS

Danielle Cristina Gomes Chagas
Juliane Pereira Afonso

Luiz Pereira da Silva

Sandra Regina Alexandre

O presente estudo teve como objetivo quantificar, identificar e avaliar a carga microbiana
veiculada pelas maos de nossos manipuladores, bem como a correta utilizagéo de
equipamentos de prote¢ao individual (EPIs). Foram analisadas 188 amostras colhidas

Biotério de Criagao e Experimentacao,
Departamento de Parasitologia, Instituto de
Ciéncias Biomédicas/USP

das méos dos manipuladores durante o processo de troca dos microambientes dos

camundongos nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Foram testados trés diferentes
métodos de lavagem e assepsia das méos. Nossos dados indicam que a pratica da
lavagem das médos com sab&o bactericida e posterior desinfec¢do com alcool gel a
70% previne a disseminagéo de agentes promotores de surtos infecciosos em areas de
biotério. Outro fator relevante avaliado foi o tempo de utilizagdo das luvas, ndo sendo

recomendado o uso de um mesmo par por mais de 30 minutos.

Autor Correspondéncia:
Sandra Regina Alexandre
E-mail: sanreale@gmail.com

Recebido para publicagao: 16/01/13
Aceito para publicagao: 25/04/13

Palavras-chave: Lavagem das maos. Antissepsia. Controle de infecgdes.

1 HISTORICO

A preocupagdo com a necessidade de higieniza-
¢ao das maos na area da saude iniciou-se no século
XI, com Maimonides defendendo a lavagem das
maos pelos praticantes da medicina. Durante os
séculos que se seguiram, os héabitos de higiene ndo
passaram de rituais de purificagao sem muita rele-
vancia. No entanto, a importancia da transmissao
de patdgenos através das maos foi demonstrada
ha mais de 150 anos por Ignaz F. Semmelwesis,
quando o mesmo produziu a primeira evidéncia
de que a higienizagdo das maos poderia evitar a
transmissdo da febre puerperal'. Atualmente, ape-
sar de todas as constatagdes quanto a eficacia da

higienizacao das maos como método preventivo
na disseminag¢ao de doengas, ainda nos deparamos
com a dificuldade de sua implantagdo nas diversas
areas da saude. No geral, os microrganismos sao
transmitidos por contato direto ou indireto por
meio de goticulas de secregdes respiratorias e pelo
ar. E consenso que a transmissdo de microrganis-
mos por contato desempenha o papel mais impor-
tante na diniAmica das infec¢des?. A importancia da
higienizacao das maos na prevengao de infecgoes
¢ baseada na capacidade da pele em abrigar mi-
crorganismos e transferi-los de uma superficie a
outra por contato direto ou contato indireto, por
meio de objetos e insumos>*-.

A microbiota da pele é constituida por bactérias
residentes e transitorias. A primeira formada por

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 10-19, 2013
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microrganismos que se multiplicam e se mantém
em equilibrio com as defesas do hospedeiro,
sendo os mais comuns Staphylococcus coagulase
negativo, micrococos e certas espécies de cori-
nebactérias. Estes microrganismos apresentam
alta resisténcia a remog¢ao mecanica ou quimica.
Contudo, a producao de calor, suor e a propria
descamagdo das maos, faz com que estes sejam
removidos para as camadas mais superficiais da
pele tornando-se assim capazes de se propagar por
contato direto. A microbiota transitoria, composta
por microrganismos normalmente depositados
na pele através de fontes externas, colonizam
temporariamente os extratos corneos, sendo nor-
malmente formada por bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas esporuladas, fungos e virus>%7.

A ciéncia de animais de laboratdrio vem sendo
cada vez mais explorada, observando-se um au-
mento do uso de animais na pesquisa biomédica.
Ou seja, nos biotérios o trabalho com animais de
experimentagao deve manter um elevado nivel
sanitario a fim de evitar infec¢des tanto no profis-
sional de biotério, como nos animais®.

Considerando que o meio ambiente e os in-
sumos nao sao os unicos veiculos de infecgdes
nas areas de criagdo e experimentagao animal,
devemos voltar nosso olhar ao comportamento
dos manipuladores, ao cuidado com a higiene
pessoal e a adequada utilizacao dos EPIs, sendo
este um fator intrinseco nao menos importante
que os citados anteriormente. Neste contexto, as
maos dos manipuladores de animais de laboratorio
apresentam grande importancia na disseminagdo
de patdgenos nas areas de criacdo, experimentagao
e manuten¢do animal®.

As transformagdes ocorridas nas ultimas dé-
cadas na ciéncia de animais de laboratorio t€ém
levado os bioteristas a adotarem politicas educa-
cionais quanto a prevengao e controle de infec-
¢oes bem como a implantacdo de uma filosofia
de educacao continua, viabilizando a atualizacao
permanente de seus profissionais. Com a produgao
cada vez maior de linhagens de camundongos
transgénicos e knockout e o avango da pesquisa
biomédica observa-se que mesmo com o decli-
nio da prevaléncia de infecg¢des, estas nao estao

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 10-19, 2013

completamente eliminadas®. Portanto, o controle
e a padronizagao de protocolos operacionais
instituidos no manejo de animais de laboratdrio
requerem um constante acompanhamento e ava-
liagdo. De maneira a detectar riscos intrinsecos ¢
extrinsecos de contaminagao, este monitoramento
sugere melhorias e implantacdo de novas técnicas
para conter a entrada de patdgenos nas areas de
criacdo e manutencao animal perpetuando assim,
coldnias higidas.

O presente estudo teve como objetivo quan-
tificar, identificar e avaliar a carga microbiana
veiculada pelas maos de nossos manipuladores,
bem como a correta utilizacdo de EPIs de ma-
neira a elaborarmos estratégias mais efetivas que
minimizem a propagac¢do de patdogenos nas areas
de criagdo e manutencao de animais.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado em um Biotério
de Camundongos considerado integral quanto
suas atividades, que compreendem a manutencao
e criagdo de animais SPF acrescendo-se aquelas
de experimentacao, mediante instalacdes e labo-
ratorios adequados as pesquisas, bem como area
de alojamento para animais inoculados, NB2
(CQB0046/98).

As amostras foram coletadas mediante termo
de consentimento dos manipuladores, e aprovada
pelos Comités de Etica Animal e Humana do ICB/
USP Protocolo N2494/2011. Foram analisadas 188
amostras colhidas das maos dos manipuladores
durante o processo de troca dos microambientes
dos camundongos (gaiolas) nos tempos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos. A coleta foi efetuada seguindo
o protocolo elaborado pelo biotério, no qual a
técnica utilizada foi a de esfregagco de superficie
através de swab estéril suavemente passado na
palma das maos por 15 vezes em sentidos opostos
e entre os espagos interdigitais.

No Grupo Controle (GC) efetuou-se a ava-
liagdo da carga microbiana através do seguinte
processo: Lavagem das maos por tempo nao deter-
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minado, categorizado de acordo com a conduta de
cada tratador, com 4gua e sabao neutro, sem troca
de luvas durante todo o procedimento de troca
das gaiolas. J& nos grupos experimentais foram
avaliados trés diferentes protocolos:

Método 1 (M1) - Lavagem das maos com agua
e sabao neutro, com tempo variando entre 1 a 2
minutos (orientagdo da técnica preconizada pela
ANVISA)®; desinfecgdo com éalcool gel 70% e
troca das luvas a cada 60 minutos.

Método 2 (M2) - Lavagem das maos com agua
e sabao neutro, com tempo variando entre 1 a 2
minutos; desinfec¢do com alcool gel 70% e troca
das luvas a cada 30 minutos.

Método 3 (M3) - Lavagem das maos com agua
e antibactericida, com tempo variando entre 1 a 2
minutos; desinfec¢do com alcool gel 70% e troca
das luvas a cada 30 minutos.

ApOs coleta, as amostras foram semeadas em
placas de Petri contendo meio Miieller-Hinton,
pelo método quantitativo, identificadas e incuba-
das a 37°C por um periodo de 24 horas. Transcor-
rido o tempo de incubacao, procedeu-se a leitura
das placas, sendo o resultado expresso de acordo
com a morfologia macroscopica das colonias (cor,
dimensao, elevagao e bordas) bem como pelo
numero de unidades formadoras de colonias/placa
(UFC/Placa). As colonias com maior frequéncia
de isolamento e semelhanga morfoldgica macros-
copica foram isoladas e identificadas pela colora-
¢do de Gram, em microscopio optico. Os cocos
Gram-positivos foram identificados pelo teste de
producdo de catalase. Os bacilos Gram-negativos
foram identificados pelo teste EPM-Mili (Rugai).
As diferentes cepas bacterianas de bacilos Gram-
-negativos foram submetidas ao teste de sensi-
bilidade frente a antibioticos por meio de discos
incubados em aero e anaerobiose a temperatura de
35°C e 42°C, respectivamente, para os seguintes
antibidticos: Amicacina, Azetreonam, Cefepime,
Cefoxitina, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Gen-
tamicina, Imipenem, Meropenem, Piperaciclina
Tazobactan, Nitrofurontoina e Polimixina. O re-
sultado dos testes de sensibilidade aos antibioticos
permitiu a interpretacdo e categorizagdo das bac-
térias frente aos mesmos compostos em sensivel

(S) e resistentes (R), auxiliando na identificacao
fenotipica das colonias isoladas.

3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados es-
tatisticamente no programa GraphPad Prism,
utilizando o teste de variancia (One-Way ANO-
VA) que permite detectar diferencas entre duas
médias ou mais. Foi estabelecido o valor de 0,05
como nivel de rejeicao da hipotese de nulidade
(p=<0.05).

4 RESULTADOS

Inicialmente nossa avaliacdo foi comparar a
média de UFC/placa, nos trés manipuladores, entre
as maos esquerda e direita. Neste experimento
nao foram observadas diferengas estatisticamente
significantes (ANOVA p>0,05) nos quatro tempos
analisados (Figural).

Na analise do grupo controle, onde ndo houve
orientagdo prévia da técnica de lavagem das maos,
preconizada pela ANVISA, bem como a necessida-
de da utilizagdo do alcool gel 70% em sua assepsia,
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Figura 1. Médias de crescimento bacteriano,
nas maos direita e esquerda de cada
manipulador.
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observamos um crescimento bacteriano superior a
2 x 10> UFC/placa para todos os manipuladores,
em todos os tempos de coleta (Figura 2).

No método 1, ap0s orientagdo da lavagem das
maos e da necessidade de utilizagdo do alcool gel
70% como antisséptico antes da colocacdo das
luvas, para assim dar inicio ao procedimento de
trocas das gaiolas dos animais, observou-se signi-
ficativa redu¢do do niimero de UFC/placa quando
comparado ao grupo controle (Figura 3), reduzindo
em 95,0% a populagdo bacteriana. Observou-se
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Figura 2. Média de crescimento bacteriano entre
os tempos 0 e 120 minutos para os trés
manipuladores no grupo controle.
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Figura 3. Numero de UFC/Placa quantificados no
Grupo Controle, sem orientacdo sobre a
correta lavagem e assepsia das maos.
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que, decorridos 60 minutos do procedimento inicial
de lavagem e assepsia das maos os manipuladores
1 e 2 apresentaram aumento da microbiota de 0
para 102 UFC/placa. Na quarta coleta, realizada 90
minutos apds o inicio da rotina de troca, apenas o
tratador 1 ndo apresentou crescimento bacteriano;
os demais manipuladores apresentaram crescimen-
to inferior a 25 UFC/placa (Figura 4).

No M¢étodo 2 observou-se no ponto inicial
que somente o manipulador 1 demonstrou cres-
cimento bacteriano inferior a 50 UFC/Placa. Na
coleta realizada apds 30 minutos o manipulador
1 apresentou crescimento proximo a 100 UFC/
placa enquanto que os demais manipuladores ndo
apresentaram crescimento bacterianos em ambas
as maos. Na terceira coleta o manipulador 3 apre-
sentou crescimento de 29 UFC/Placa enquanto que
os outros manipuladores nao observamos cresci-
mento bacteriano. Na quarta coleta, realizada 90
minutos apos a assepsia das maos, quantificou-se
a média de 56,33 UFC/placa para todos os mani-
puladores, ndo havendo crescimento bacteriano
na coleta subsequente nas amostras coletadas dos
trés manipuladores, indicando que a metodologia
aplicada continua sendo eficaz (Figura 5).

Na tultima etapa de nosso estudo Método 3,
onde utilizamos um sabonete antibacteriano para
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Figura 4. Crescimento Bacteriano, no Método 1
(Correta lavagem das méos, desinfeccéo
com alcool gel 70% e troca de luvas a
cada 60 minutos).
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a lavagem das maos por um periodo de 1 a 2 mi-
nutos e, posterior desinfec¢cao com alcool gel 70%,
observamos em todas as amostras coletadas dos
manipuladores um crescimento bacteriano médio
de 2 UFC/placa entre os tempos 0 e 120 minutos
(Figura 6).

Em uma analise mais representativa, vemos
que a partir da orientagdo e treinamento dos ma-
nipuladores em relagdo a lavagem de maos e o uso
do 4lcool gel antes do inicio de suas atividades,
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Figura 5. Crescimento Bacteriano, no Método 2
(Correta lavagem das maos, desinfec¢éo
com alcool e troca de luvas a cada 30
minutos).
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Figura 6. Crescimento Bacteriano, no Método 3
(Correta lavagem das maos com sabao
antisséptico, desinfecgdo com alcool gel e
troca de luvas a cada 30 minutos).
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ocorreu uma diminuic¢ao da carga microbiana em
todos os profissionais envolvidos no trabalho.

Quanto a classificagao bacteriana, os resultados
foram expressos por sua morfologia, divididos
em Bacilos Gram-negativos (BGN) identificados
como: Proteus mirabilis, Pseudomonas aerugino-
sa, Escherichia coli, Cocos Gram-positivos (CGP)
identificados na sua maioria como Sthapylococcus
aureus, Bacilo Gram-positivo (BGP) nao identifi-
cado e Leveduras apresentando maior incidéncia
no Grupo Controle conforme Figura 7.

No M¢todo 1 observou-se diminui¢cdao do
numero de colonias independente de sua morfo-
logia para todos os manipuladores em média de
93,4%, observando-se de forma recrudescente nos
métodos seguintes. Em repeticao do protocolo 3,
observamos crescimento €scasso proximo a zero
para todos os manipuladores conforme demons-
trado no Quadro 1.

Seguidamente, realizamos o teste de sensibili-
dade destas bactérias, no intuito de avaliarmos o
grau de resisténcia das cepas envolvidas nas maos
dos manipuladores conforme Tabela 1. Observa-
mos que as cepas possuem semelhangas, porém
tornam-se distintas quando observamos suas
resisténcias intrinsecas que sabidamente influen-
ciam na confirmagio da identificacdo fenotipica!’

250097 —
= Controle

i Il Método 1
3 2000 EMétodo 2
L) [m Método 3
a 1500
g
> 1000+
=

500 H
0 _—

Sthapylococcus BGN (Proteus /
aureus Pseudomonas)

Figura 7. dentificacdo fenotipica e contagem de
UFC/placa no Controle e nos Métodos
Desenvolvidos.
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Quadro 1. Crescimento de BGN, CGP, BGP E LEVEDURAS GRUPO CONTROLE, METODOS 1, 2 E 3.

Controle Método 1
2000 ® 30
s 1500 - ©
(&) i
é 1000 - g 25
E | . E 20 A
=) 30 + D 15+ a A
8 ©
S 20 - S 10+
‘O N
= 10 4 = 5 -
0 . . : & 0 A . : &
CGP BGN LEV BGP CGP BGN LEV BGP
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® Tratador 1 Tratador2 A Tratador 3

BGN=Bacilos Gram negativos CGP = cocos Gram positivos BGP = Bacilos Gram positivos LEV = leveduras.

Sendo importante ressaltar que em todas as cepas
encontradas ndo detectamos nenhum tipo de re-
sisténcia bacteriana importante, que comprometa
futuramente o tratamento de uma possivel infecgao
através de antibioticoterapia.

A etapa de troca do microambiente dos animais
e o fornecimento de insumos foram identificados
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como o ponto critico para a entrada de patogenos,
uma vez que nesta fase, ocorre o contato entre
as maos do tratador e os insumos fornecidos aos
animais (dgua e ragao).

As maos s3o a principal via de transmissao
de infecgdes cruzadas, tornando-se contamina-
das no contato com fomites, equipamentos ou
superficies contaminadas®. A lavagem das maos,
¢ reconhecidamente a melhor medida na preven-
¢ao de infecgoes, entretanto, € realizada menos
da metade das vezes em que seria indicada e,
habitualmente efetuada com técnica incorreta,
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manipuladores.

Tabela 1. Sensibilidade aos antibiéticos competentes aos micro-organismos encontrados nas maos dos

Antibiético P. aeroginosa Proteus spp.
Amicacina Sensivel (38mm) Sensivel(15mm)
Azetreonam Sensivel(12 mm) Sensivel(20mm)
Cefepime Sensivel (25mm) Sensivel(20mm)
Cefoxitina Resistente(Omm)* Sensivel(38mm)
Ceftazidima Sensivel(32mm) Sensivel(22mm)
Ciprofloxacina Sensivel(40mm) Sensivel(30mm)
Gentamicina Sensivel(35mm) Sensivel(30mm)
Imipenem Sensivel(40mm) Sensivel(30mm)
Meropenem Sensivel(20mm) Sensivel(25mm)
Pip. Tazob. Sensivel(20mm) Sensivel(32mm)
Polimixina Sensivel (12mm) Resistente(0mm)*

* Resisténcia Intrinseca.

principalmente no que se refere ao tempo de
duragio®. Diante do risco de infecgdo nas areas
de criagdo e manutencao animal, a higienizacao
das maos representa inquestionavelmente uma
medida individual de prevengdo simples e de
baixo custo>6:10:11,

Para a desinfeccdo das maos, buscamos um
produto com atividade germicida de amplo es-
pectro mesmo na presenga de matéria organica,
minimo tempo de inativa¢do dos microrganismos,
toxicidade “in vivo” nula ou minima, tolerancia as
variacoes de temperatura e pH, presenca de agao
residual, odor agradavel ou inodoro, facilidade de
aquisi¢do e preparo além de baixo custo, dentre
outras qualidades®. Neste intuito, nossa escolha
para a antissepsia foi o dlcool gel a 70%. Esta
escolha baseou-se nao s6 na formulagcao como no
baixo custo. Em relagdo a formulagao, a consistén-
cia em gel aumenta o tempo de contato do alcool
com a superficie e os microrganismos, retardando
assim seu tempo de evaporagdo, quando compa-
rado com a forma liquida!. Esta ultima apresenta
menor tempo de contato, visto que o processo de

evaporacao acontece de maneira mais rapida. Sua
utilizacdo vem sendo estabelecida como padrao
mundial contra a transmissao de patdgenos em
ambientes nosocomiais!'2.

Sabe-se que a populagdao microbiana das maos
varia de pessoa para pessoa e que sao dependentes
de determinados fatores como: dieta, condi¢des
sanitarias, polui¢do do ar e habitos de higiene'.
A dose infectante, ou numero de unidades for-
madoras de colOnias para a maioria dos micro-
-organismos, capaz de induzir infeccdo ainda
ndo esta estabelecida, mas sabe-se que quanto
maior a carga microbiana, maior sera o risco de
contaminagdo/infec¢io'?. A analise da média de
colonias de micro-organismos detectados variou
possivelmente pelo mecanismo de resisténcia que
cada bactéria pode desenvolver frente ao desafio.

Com relacao a avaliagdo quantitativa do nume-
ro de bactérias presentes nas maos dos manipula-
dores, observamos que quando estas se apresentam
pesadamente contaminadas, principalmente por
estafilococos, nem mesmo sucessivas lavagens
ou friccdes com diferentes antissépticos sao sufi-
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cientes para erradicar completamente os micror-
ganismos, confirmando os resultados obtidos por
Santos e colaboradores em 200713,

A avaliagdo do grupo controle demonstrou que
normalmente os micro-organismos reconhecem
ndo s6 o ambiente como seus nutrientes, levando-
-0s a se replicarem. Acredita-se que quando
o ambiente apresenta-se rico em nutrientes o
crescimento exponencial se dd em curto periodo,
levando-o a sua replicagdo maxima entre 30 a 40
minutos, fase conhecida como exponencial de
duplicagdo. Observamos que na analise realizada
no tempo 60 minutos tivemos um declinio no nu-
mero de colonias, provavelmente pela escassez de
nutrientes, fase conhecida como estacionaria onde
o niimero de bactérias mortas € igual ao nimero de
bactérias novas. Logo ap0s este evento na coleta
realizada aos 90 minutos observamos uma nova
curva de crescimento bem delineada que acompa-
nha uma nova populagao bacteriana.

Nossos dados indicam que a utilizagao do alco-
ol gel a 70% na antissepsia de maos, com tempo
de contato entre 1 a 2 minutos antes da colocacao
das luvas, foi eficaz na reducdo das UFC. Segundo
Mazzola (2006) a pratica da lavagem das maos
com posterior desinfeccdo com alcool previne
a disseminacdo de agentes promotores de surtos
infecciosos em 4reas de satide!. Nesta medida,
acreditamos que o alcool gel apresentou signifi-
cativa importancia na diminui¢ao da populagdo
microbiana, agindo de forma antisséptica e redu-
zindo em aproximadamente 99,5% o crescimento
de microrganismos.

Outro fator relevante avaliado foi o tempo de
utiliza¢ao das luvas, nao sendo recomendado o uso
de um mesmo par por mais de 30 minutos, pois
além de aumentar as chances de perfuracao, estas
perdem sua capacidade de impermeabilidade, além
de provocarem irritagdo da pele tanto pela sudore-
se, como pela multiplicagdo bacteriana, este fator
se da levando em consideragao que este tempo de
utilizacao das luvas promove a esfoliagao da pele e
com a sudorese estima-se a temperatura ideal para
bactérias mesofilas e mesmo termdfilas iniciarem
o processo de replicagdo!”. Preocupagdes econd-
micas tem assumido uma importancia crescente
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no controle de infec¢ao, uma vez que a criagdo e
manutengdo de animais de alta qualidade sanita-
ria e a diversidade de linhagens de camundongos
transgénicos e knockout tem estimulado a pressao
sobre a administracao dos biotérios a investir
pesadamente ndo s6 em equipamentos como auto-
claves, estantes e racks ventiladas!®!°. Além disto,
devemos considerar que a higiene das maos ¢ uma
das principais medidas no controle da transmissao
bacteriana e que ainda ocorre a necessidade de um
programa sistematico de pesquisa que permitird
o desenvolvimento de novos procedimentos, bem
como o refinamento das abordagens existentes
para a limpeza da mao.

6 CONCLUSAO

O alcool gel a 70% como citado em outras
literaturas mostrou-se eficiente na diminuicao da
carga microbiana em até 95% quando associado
a correta lavagem das maos!-220,

A necessidade de elaborarmos recomendagoes
de treinamento e educagdo, como as da Sociedade
Americana para Doengas Infecciosas (IDSA) na
melhoria das praticas de controle de infecgdes e
prevencdo da transmissao de patogenos, influen-
ciou de forma incisiva na reducdo microbiana
veiculada por nossos manipuladores na criagdo
animal.

A contagem de unidades formadoras de co-
lonias (UFC) variou de pessoa para pessoa, de
acordo com os parametros de idade, sexo, tempera-
tura de cada sala, animais manipulados, costumes
entre outros. Esta premissa pode ser observar na
resisténcia, por parte do manipulador de nimero
3, em aderir aos procedimentos de assepsia em-
pregados nos diferentes métodos analisados, onde
por diversas vezes observamos um crescimento
bacteriano aumentado quando comparado aos
demais manipuladores. Isso certamente promoveu
uma falha no processo e ressaltou a importancia
do treinamento e conscientizacao por parte dos
trabalhadores no combate a infec¢des e promogao
de medidas preventivas.
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Quanto ao tempo de utilizagdo das luvas para
as atividades pertinentes ao biotério, observou-
-se que o tempo maximo de utilizagdo ndo deve
ultrapassar 30 minutos, pois além de aumentar as
chances de perfuragao e diminui¢ao da capacida-
de de impermeabilidade ocorre um aumento na
transpiracao local, o que pode favorecer o aumento
de UFC.

O método 3 demonstrou ser a melhor técnica
devido aos trés fatores analisados: 1) uso de sabao
bactericida; 2) assepsia com alcool gel a 70%;
3) troca de luvas com intervalos de 30 minutos,
repetindo a assepsia com alcool gel a 70% antes
da colocagdo de um novo par.

Nao observamos resisténcia bacteriana aos
principais antibioticos utilizados na clinica medica

e veterinaria.

EVALUATION OF DIFFERENT HAND HYGIENE TECHNIQUES FOR
HANDLERS A LABORATORY ANIMALS HUSBANDRY

1. Andrade D, Beraldo CC, Watanabe
E, Oliveira BA, Ito I'Y. Atividade
antimicrobiana in vitro do alcool gel
a 70% frente as bactérias hospitalares
e da comunidade. Medicina (Ribeirao
Preto). 2007; 40(2): 250-4.

2. Pittet D. Infection control and
quality health care in the new
millennium. Am J Infect Control.

2005; 33(5):258-67.

3. Almeida RC, Kuaye AY, Serrano
AM, Almeida PF. Avaliagdo e
controle da qualidade microbiologica
de maos de manipuladores de
alimentos. Rev Saude Publica. 1995;
29(4):290-4.

1374158y

This study aimed to quantify, identify and assess the microbial load conveyed by the
hands of our handlers as well as the correct use of personal protective equipments
(PPE). We analyzed 188 samples collected from the hands of handlers during the
exchange of the mice microenvironments at 0, 30, 60, 90 and 120 minutes. We tested
three different methods of washing and disinfecting the hands. Our results showed that
the practice of hand washing with antibacterial soap, then alcohol 70% with subsequent
disinfection with alcohol gel prevents the spread of infectious outbreaks in our facility.
Another relevant factor evaluated was glove time using. We found that wearing the
same pair of gloves for over 30 minutes is not recommended.

Keywords: Hand washing. Antiseptic. Infection control.

4. Lucet JC, Rigaud MP, Mentret F,
Kassist N, Deblangy C, Andremont
A, Bouvet E: Hand contamination
before and after different hand
hygiene techniques: a randomized
clinical Trial. J Hosp Infect. 2002;
(50):276-80.

5. McLaughlin AC, Walsh F. Self-
reported reasons for hand hygiene in
3 groups of health care workers. Am J
Infect Control. 2012; 40:653-8.

6. Brasil. Ministério da Saude.
Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Higienizagdo das maos em
servicos de saude. Brasilia: ANVISA;
2007. [citado 22 abr 2008]

Disponivel em: http://anvisa.gov.br/
hotsite/higienizacao_maos/manual
integra.pdf .

7. Mundy LM. Contamination,
acquisition, and transmission of
pathogens: implication for research
and practice of infection control.
Infect Control Hosp Epidemiol. 2008;
29(7):590-2.

8. Alexandre SR. Principais
Ectoparasitos das Espécies
Convencionais de Animais de
Laboratorio 2011.

[citado 22 agosto 2011]
Disponivel em:
http://www.bioterios.com .

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 10-19, 2013



9. Bjerke NB. The evolution: hand
washing to hand hygine guidance.
Crit Care Nurs Q. 2004; 27(3):
295-307.

10. Boyce JM, Pittet D. Guideline for
hand hygiene in health-care settings:
recommendations on the healthcare
infection control practices advisory
committee and the HICPAC/SHEA/
APIC/IDSA hand hygiene task force.
Infect Control Hosp Epidemiol. 2002;
23 (ss12):S3-5S40.

11. Pittet D, Hugonnet S, Harbart S
ET AL. Effectiveness of a hospital-
wide program to improve compliance
with hand hygiene. Lancet. 2000;
356:1307-13.

12. Kampf G, Kramer A.
Epidemiologic background of hand
hygiene and evaluation of the most
important agents for scrubs and rubs.
Clin Microbiol Rev. 2004, 17: 863-893.

13. Oliveira DGM, de Souza PR,
Watanebe E, Andrade D. Avaliagdo

Danielle Cristina Gomes Chagas, Juliane Pereira Afonso, Luiz Pereira da Silva e Sandra Regina Alexandre

da higiene das maos na perspectiva
microbioldgica. Rev Panam Infectol.
2010; 12(3):28-32.

14. Martins MJ. Tipos de microbiota,
2002. [citado em 12 abril 2013]
Disponivel em:

http://www.marcasaude.com.
br/pdf/microbiologia/tipos_de
microbiota.pdf

15. Santos LR, Scalco Neto JF, Rizzo
NN, Bastiani PV, Oliveira VM,
Boscardin G, Rodrigues LB, Barcello
14. HHA, Brum MV. Eficacia

de desinfetantes e anti-sépticos
empregados no hospital veterindrio
da UPF (HV-UPF) Brasil. Rev FZVA
Uruguaiana. 2007; 14(2):156-64.

16. Mazzola Pg, Penna TCV, Martins
MAS. Escolha do agente esterilizante/
Desinfetante I — Concentracdo
Inibitoria minima (CIM ou MIC)
IN:NAROGATO SL & PENNA TCV.
Desinfeccdo e Esterilizagdo. Sdo
Paulo: Ed. Atheneu 2006. p.181-201.

ERRATA

17. Ferreira AM, Andrade

D. Avaliagdo da seguranca
microbioldgica das luvas de latex
para procedimentos em uma unidade
de terapia intensiva. Esc. Anna Nery
Enferm 2008; 12(2):370-3.

18. Carissimi AS. Dimensionamento
de equipamentos. IN:-LAPCHIK
VBV, MATTARAIA VGM, KO GM.
Cuidados e manejo de animais de
laboratorio. Sdo Paulo:Ed Atheneu
2009. p.87-99.

19. Passos LAC. Tecnologias
empregadas no alojamento de animais
de laboratorio. IN:-LAPCHIK VBY,
MATTARAIA VGM, KO GM.
Cuidados e manejo de animais de
laboratorio. Sao Paulo:Ed Atheneu
2009. p.113-34.

20. World Health Organization
(WHO). Guidelines on hand hygiene
in health care, 2005. Disponivel em:
http://www.who.int/mediacentre/
news/releases/2005/pr50/en/.

O corpo editorial da Revista da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio, conforme requisitado pela autora Marilda Spinelli, vem por meio
desta, comunicar a alteragao no "Estudo comparativo dos valores hematolégicos
entre sexo e categorias sanitarias de camundongos C57BI/6 e BALB/c". Este artigo
publicado no N1/V1 da respectiva revista na pagina 67, na tabela 2, onde se &
C57BI/6 pedimos a corregdo para a linguagem BALB/c para melhor compreensao
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dos resultados.
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O comportamento de camundongos em biotérios € uma importante area da ciéncia de 1. Laboratdrio de Biologia Celular — Instituto
animais de laboratério. Apesar de a literatura descrever inimeros modelos de estudo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ — Rio de Janeiro;
comportamentais com diversas abordagens (depressao, ansiedade, agressividade e 2. Centro de Experimentacao Animal — Instituto
outros), estes modelos caracterizam-se por induzir o fen6tipo comportamental dese- Oswaldo Cruz/FIOCRUZ — Rio de Janeiro;
jado. Em nosso trabalho, buscamos determinar o padréo de comportamento sadio de 3. Lahoratdrio de Inovacdes em Terapias,
camundongos desde 0 seu desmame até a idade adulta e comparar os dados entre duas Ensino e Biofilmes — Instituto Oswaldo
linhagens: Swiss Webster e BALB/c. Baseamos nossa metodologia na observagao de Cruz/FIOCRUZ — Rio de Janeiro.
agrupamentos, mantendo suas interagdes, sem induzir ou interferir na dindmica social.

Estruturamos um etograma através das atividades prevalentes como: explora¢éo do am- Autor para correspondéncia:

biente, busca por alimento, auto-higienizagao, contato fisico e repouso. Quantificamos Gabriel Melo de Oliveira

aincidéncia destas atividades demonstradas por cada individuo em seu agrupamento E-mail: gmoliveira@ioc.fiocruz.br

durante o periodo de 60 minutos. Nossos resultados demonstram que em ambas as

linhagens ha maior incidéncia de repouso em camundongos jovens e uma alteracéo Recebido para publicagao: 26 de abril de 2013
no perfil no amadurecimento. A linhagem Swiss Webster prevalece a busca pelo ali- Aceito para publicagdo: 06 de junho de 2013

mento, seguida de exploragéo do ambiente. Na linhagem BALB/c ha a prevaléncia da
exploracéo do ambiente e do repouso. Além disso, a linhagem BALB/c apresenta baixa
prevaléncia para auto-limpeza e alta para o contato fisico quando comparada com a
linhagem Swiss Webster. Outro ponto importante é que além da mudanga do perfil de
atividade durante as idades, cada agrupamento apresenta um perfil de incidéncia de
atividades diferente, sendo peculiar a cada dindmica do agrupamento. Desta maneira,
podemos concluir que estes parametros sdo importantes para o estabelecimento de
padrdes sadios de comportamento.

Palavras-chave: Camundongos. Comportamento animal. Etograma.

: rinae, da ordem Rodentia e género Mus. O seu

1 HISTORICO RPN 1,2
nome cientifico ¢ Mus musculus'->. Apresenta
um corpo fusiforme e flexivel, permitindo a sua

O camundongo usado em biotérios € um  passagem em pequenos espacos. Seus pelos po-
mamifero da familia Muridae, sub-familia Mu-  dem apresentar diversas coloragdes (da albina a
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preta) sdo geralmente finos, retos e com padrao
de distribui¢ao uniforme por todo o corpo. Cau-
da e orelhas relativamente grandes permanecem
descobertas de pelos durante toda a sua vida. O
seu pequeno tamanho e sua area de superficie
por grama de peso corporeo relativamente grande
suscetibilizam o animal as altera¢des das condi-
¢Oes ambientais. A temperatura corporal (35,2
a 37,9°C) ¢ facilmente afetada por pequenas
oscilagdes modificando gravemente a fisiologia
do animal. Também possui maior sensibilidade a
perda de dgua e desidratagdo devido ao seu alto
metabolismo (batimentos cardiacos: 500 a 780
bpm, em atividade; frequéncia respiratoria de
aproximadamente 163 por minuto) e a0 mecanis-
mo de regulagdo térmica. Sua expectativa de vida
média ¢ de dois anos, podendo chegar em alguns
casos até quatro anos>>.

A ciéncia de animais de laboratorio ¢ uma es-
pecialidade direcionada para o desenvolvimento
de modelos experimentais pelo uso de animais
de laboratorio que promova conhecimento capaz
de melhorar a qualidade de vida do ser humano
e do proprio animal®. Dentro dessa modalidade,
podemos descrever os ensaios pré-clinicos. Esse
modelo experimental define-se por ensaios in-vitro
(em laboratorio) e in-vivo (em animais), que Vvi-
sam definir o perfil farmacolédgico e toxicoldgico
de novos medicamentos. A farmacocinética ndo
favoravel, toxicidade do composto, eficacia nao
comprovada, aparecimento de efeitos adversos
sa0 os principais problemas detectados nos testes
pré-clinicos e responsaveis pelo insucesso no de-
senvolvimento de medicamentos>%”-3. Segundo o
OECD - Guidelines for testing of chemicals®, em
relacdo aos ensaios de toxicidade aguda, apds a
administracao do farmaco recomenda-se realizar
uma criteriosa observacao de sinais de intoxica¢ao
em pele e pelos, olhos e mucosas. Descreve tam-
bém a observacao de sinais alterados no sistema
respiratério, circulatério e nervoso autondmico
e central. Dentre alguns exemplos de alteracdes
sao destacados: tremores, convulsdes, salivacao,
diarreia, letargia, sono e coma. Ressaltamos que,
segundo o respectivo manual, as alteragdes nos
padrdes comportamentais também devem ser
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observadas, porém nao especificam qual (quais)
parametro(s) deve(m) ser(em) utilizado(s)*'°.

Na busca por esses parametros determinamos
em camundongos machos da linhagem Swiss We-
bster agrupados na 3* semana de vida as principais
atividades individuais realizadas na gaiola durante
sua interacao social. Dentre clas destacamos: EA:
explora¢ao do ambiente; P4: procura de alimento;
AH: auto-limpeza; RE: inatividade ou repouso e
Mo: montagem ou ato de encostar-se um no outro.
A partir da observagdo de diferentes agrupamentos
determinamos a incidéncia dos tipos de atividade
assim como a diferenga da sua prevaléncia entre
os grupos ¢ as idades. Nossos resultados demos-
traram que um numero maior de animais recém
desmamados (4* semana de vida, ou seja infantos)
mantiveram-se em repouso, principalmente dur-
mindo. Conforme amadureceram a curiosidade
demonstrada pela £4 e a necessidade da busca pela
alimentacao, descrita pela atividade (P4), tornou-
-se mais prevalente entre os individuos dos grupos.
A prevaléncia de AH foi relativamente constante
para cada agrupamento e entre as idades. A Mo
apresentou niveis muito reduzidos durante todo
ensaio, porém constante. Outro importante fato a
ser destacado foi que observamos diferenga entre
a incidéncia e atividades entre os agrupamentos
e idades. Por exemplo, houve agrupamentos que
apresentaram maior prevaléncia de animais dor-
mindo com 4 semanas de vida do que os outros
grupos, porém durante o amadurecimento modi-
ficou esse perfil, com maior incidéncia para £4 e
mesmo assim apresentando diferenga para outros
agrupamentos que apresentaram maior incidéncia
de PA'!. Desta forma, acreditamos que, apesar de
serem da mesma espécie, camundongos da linha-
gem Swiss Webster (ndo isogénicos) e BALB/c
(isogénicos) podem apresentar diferenga da in-
cidéncia/prevaléncia das respectivas atividades
durante o seu amadurecimento.

Nosso objetivo nesse trabalho ¢ qualificar/
quantificar, através do etograma, as principais
atividades individuais e sociais dos camundongos
e comparar a incidéncia destas atividades entre as
linhagens Swiss Webster e BALB/c. Além disso,
sugerimos que estes resultados possam servir de
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parametros para a avaliagdo comportamental de
camundongos saudaveis e outros tipos de ensaios,
principalmente pré-clinicos.

2 MATERIAIS E METODOS

Animais: Camundongos das linhagens Swiss
Webster (n=100) e BALB/c (n=100), machos e
com trés semanas de vida. Estes animais foram
requisitados ao Centro de Criacao de Animais de
Laboratorio (CECAL/Fiocruz) e mantidos no Se-
tor de Experimentagdo Animal do Laboratdrio de
Biologia Celular (SEA/LBC) do Instituto Oswaldo
Cruz. A manuten¢do dos camundongos foi reali-
zada de acordo com os parametros descritos no
“Cuidados e Manejo de Animais de Laboratorio”!?
e sob alicenca LW 5/12 da Comissdo de Etica para
Uso de Animais (CEUA/Fiocruz).

Agrupamento: Os camundongos foram divi-
didos, para cada linhagem, na terceira semana
de idade, em grupos de até dez animais. Foram
formados 10 grupos descriminados de A1 a A10.
Estes animais foram identificados individualmente
por um sistema de cor e posi¢ao corporal. Além
disso, foi oferecido agua e racao ad libitum para
todos os agrupamentos. Todas as andlises foram
realizadas imediatamente apds a troca da gaiola e
maravalha (usada como piso).

Etograma: Estruturamos nossa analise com-
portamental pela avaliagdo dos principais ativi-
dades realizadas pelos camundongos nos seus
respectivos agrupamentos. Podemos destacar
qualitativamente as seguintes atividades: a) Ex-
ploragdo do ambiente (£A); esta atividade consiste
no levantamento vertical com ou sem apoio das
patas dianteiras na parede da gaiola; b) Procura de
alimento (PA): determinamos esta atividade pela
busca de alimento revirando a maravalha pelas
patas dianteiras; ¢) Auto-higienizagdo (4H): ato
de o animal lamber-se ou limpar-se; d) Repouso
ou descanso (RE): caracteriza-se pela atitude
de deitar-se ou dormir durante a observagao; e)

Montagem (Mo): esta atividade esté relacionada
a atitude de apoiar as patas dianteiras ou traseiras
no dorso de outro animal.

Quantificacdo das atividades: Uma vez a
cada semana, entre a 4%, 6* ¢ a 8" semana de vida
(sdv) realizamos a andlise quantitativa através
da filmagem de cada grupo (vista superior) com
uma camera Canon PowerShot SX20 IS® (Lake
Sucess, NY - EUA) por 60 minutos continuos.
Ap6s a captagdo do material, dividimos a filma-
gem de cada grupo em intervalos de 5 minutos e
“congelamos” a imagem no respectivo intervalo.
Nesta imagem fixada contamos o nimero de ani-
mais, para cada linhagem, estdo demonstrando
as respectivas atividades descritas no etograma.
Desta maneira, conseguimos avaliar os seguintes
dados: a) Dindmica e tipificagdo das atitudes do
animal durante o tempo de 60 minutos, desde a
infancia até a idade adulta; b) Prevaléncia dos tipos
de atividade observada nos grupos de camundon-
gos; ¢) Prevaléncia destas atividades em relagdo
a idade; d) Diferenca, entre cada agrupamento,
do perfil prevalente de atividades. Além disso,
comparamos 0s respectivos parametros entre as
linhagens Swiss Webster e BALB/c durante 4, 6
e 8" semana de vida.

3 RESULTADOS

Nossos resultados demonstram diferenca na
incidéncia/prevaléncia de atividades entre as
linhagens Swiss Webster e BALB/c. Na figura 1
avaliamos a incidéncia, em percentual, das prin-
cipais atividades observadas nos camundongos de
ambas as linhagens. Entre a 4* ¢ a 8" semana de
vida, avaliaram-se as principais atividades obser-
vadas nos camundongos de ambas as linhagens,
revelando que na linhagem Swiss Webster (Fig.
1A) nos periodos iniciais da avaliagao (5 a 15 mi-
nutos) demonstra maior prevaléncia dos animais
procurando alimento (P4) com aproximadamente
40%. Cerca de 20% estdo explorando o ambiente
(EA) ou realizam a sua auto-higienizagao (4H);
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1 a 10% estdo em repouso (RE) e 5% estdo em
atitude de contato fisico pela "montagem" de
outro animal (Mo). Este perfil demonstra signi-
ficativa mudanca entre o 20° ¢ o 35° minuto de
observacao. Em relacdo a E4 encontramos uma
variagao decrescente de 20 a 15% da prevaléncia
dos animais na realiza¢ao desta atitude. Também
observamos a queda entre 40 a 35% dos animais
realizando na atitude de P4. A atitude de RE
apresentou um aumento entre 10 a 30% do nu-
mero de animais. Ao final, com 60 minutos de
observacao, observamos 13% dos animais em EA,
aproximadamente 29% dos animais em PA; 13%
em AH; 41% em RE e 4% em Mo. Na linhagem
BALB/c observamos valores mais constantes para
a incidéncia de atividades. Até aproximadamente
a metade do tempo de observagdo (25 min) des-
crevemos a incidéncia das principais atividades
em 30% para EA; 15% para PA; 5% para AH;

35% para RE e 15% para Mo. No periodo final da
observacao, entre 30 ¢ 60 minutos, ha o aumento
da incidéncia da atividade £4 (40%) e P4 (20%)
mantendo os niveis constantes de AH (5%); RE
(15%) e Mo (5%). Os valores percentuais médios
entre a 4 e 8 semana de vida também demonstrou
diferenga entre as linhagens (Fig. 2). Na linhagem
Swiss Webster a PA ¢ a atividade que ¢ realizada
por um maior numero de animais quando estdo
em suas gaiolas em biotério, aproximadamente
39% dos animais estdo envolvidos nesta atitude.
Logo apds, a EA4 estd sendo realizada por 22%
dos animais. A AH e o RE sdo realizadas por 19
e 14% dos animais, respectivamente. Apenas 6%
dos animais sdo observados em atitude de Mo.
Porém na linhagem BALB/c, aproximadamente
38% dos animais estdo em repouso (RE) e 36%
estdo explorando o ambiente (EA4). Os valores sdo
iguais para os animais em P4 e Mo por volta de
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Figura 1: Tipificagdo da atividade de camundongos em relagéo ao tempo: A observag@o num periodo
de 60 minutos possibilitou descrever a dindmica das atividades em relacdo ao tempo. Na
linhagem Swiss Webster (A) e BALB/c (B) quantificamos, em escala percentual (0 a 100%), a
prevaléncia dos tipos de atividade exercida pelos camundongos. A exploragao do ambiente
(EA) a procura de alimentos (PA) a auto-higienizagédo (AH) a atividade de repouso (RE) a atividade
de montagem (Mo).
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Figura 2: A incidéncia das atividades no
agrupamento de camundongos:
Nas duas linhagens, Swiss Webster
(A) e BALB/c (B), apds trés semanas
de observagéo, calculamos a média da
incidéncia (em percentual — 0 a 100%)
de atividades exercidas pelos animais.
A procura de alimentos (PA) é a
atividade de maior incidéncia, seguida
da exploragdo do ambiente (EA). A
auto-higienizagéo (AH) e o repouso (RE)
apresentam incidéncia semelhante. O
contato fisico, pela montagem (Mo) entre
os individuos é a atividade de menor
incidéncia.

19% enquanto apenas 6% dos animais realizam a
atividade de AH.

Avaliamos também a incidéncia das ativida-
des durante o amadurecimento do animal (Fig.
3). Observamos na linhagem Swiss Webster que

os individuos com 4 semanas de vida (Fig. 3A)
apresentaram maior prevaléncia de individuos em
RE (39%); PA (21%); EA (17%); AH (16%) e Mo
(7%). Este mesmo grupo de animais entre a 6° (Fig.
3B) e a 8” semanas de vida (Fig. 3C) apresentaram
uma significativa alteragdo no seu perfil de ativi-
dade com maior prevaléncia de animais realizando
as seguintes atitudes: PA4: (6* sdv, 53% e 8* sdv,
47%); EA: (24 e 27%, respectivamente); AH (16
e 9%); RE (2 a 13%) e Mo 5% nas respectivas
semanas. A linhagem BALB/c, na 4* semana de
vida (Fig. 3D), apresentaram maior prevaléncia de
camundongos em RE (47%). Aproximadamente
32% dos individuos exploraram o ambiente (E£A)
e 31% estavam em Mo. Apenas 15% dos animais
procuraram alimento (P4) e 6% demonstraram
AH. Na 6* semana de vida (Fig. 3E) hd maior
prevaléncia de EA4 (51%); com 26% para PA; 21%
RE e apenas 7% em Mo e 2% para AH. Este perfil,
novamente modifica-se na 8" semana de vida (Fig.
3F). Cerca de 44% dos camundongos exploraram
o ambiente (EA); 32% em RE; 12% para PA e AH
e apenas 6% para Mo.

Além da avaliagdo por idade, também reali-
zamos a avaliagdo entre trés agrupamentos dife-
rentes para as linhagens Swiss Webster (Fig. 4)
e BALB/c (Fig. 5). Na linhagem Swiss Webster,
entre as idades (4* sdv: 4Aa C; 6*sdv: 4D aF e 8*
sdv: 4G aI) héd a similaridade do perfil onde obser-
vamos maior prevaléncia de animais em RE na 4*
semana de vida e conforme o amadurecimento ha
uma alteracdo prevalecendo a P4 e EA. Ressalta-
-se que o Agrupamento 3 (A3) demonstrou um
perfil constante em todas as idades, prevalecendo
PA e EA desde a 4* semana de vida. Entdo em
relacdo aos agrupamentos (Al: 4A a G; A2: 4B
e H; A3: 4C e I) podemos observar que cada um
destes apresenta perfis de atividades semelhantes
com prevaléncia de P4 e EA, porém a o nimero
de animais exercendo estas atividades ¢ diferente
entre cada agrupamento. Na linhagem BALB/c,
o agrupamento A3 (5C a I) apresentou diferen-
ca no perfil de atividade em relagdo aos outros
agrupamentos (Al: 5A a G; A2: 5B a H). H4 um
maior nimero de camundongos em repouso (RE)
e menor numero de animais em £4. Também em
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Figura 3: Incidéncia de atividades em relagdo a idade: Estes resultados demonstram, para ambas as
linhagens Swiss Webster (A, B e C) e BALB/c (D, E e F) que as atividades exploragéo do ambiente
(EA), procura de alimentos (PA), auto-higienizagao (AH), repouso (RE) e (Mo) apresentam
diferentes percentuais de incidéncia de tipos de atividade em relagdo a 4® (Ae D), 6% (BeE) e

82 (C e F) de vida.

relagdo as idades observamos diferenca no perfil
(4*sdv: 5SAaC; 6*sdv: SDaFe 8 sdv: 5Gal).
Observamos uma prevaléncia maior de individu-
os em repouso (RE) na 4* semana de vida. Na 6*
semana de vida, nos agrupamentos Al e A2 ha a
mudanga de perfil com maior prevaléncia de in-
dividuos E4 e PA. Este padrao tende a se manter
na 8 semana de vida, porém com uma discreta
diminui¢ao da P4 e aumento de RE. Além disso,
ressaltamos que a linhagem BALB/c, principal-
mente na 4* semana de vida, maior niimero de
animais em Mo.

4 DISCUSSAO

O camundongo ¢ uma espécie, extremamente
ativa, que se empenha em altos niveis nas intera-
¢Oes sociais e reciprocas’!3. Também apresenta
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marcantes comportamentos de nidificagdo, aca-
salamento, maternidade, marcacao territorial e
agressividade (principalmente entre machos em
idade adulta)'*!7. Grande variedade de ensaios
sociais tem sido encontrados na literatura para o
estudo de comportamentos individuais'®!1%2°, Os
exemplos a seguir foram concebidos e descritos
para evidenciar a relevancia dos tipos de déficits
em interagdes sociais, mais especificamente para
serem usados como modelos de autismo. Dentre
estes ensaios podemos destacar: a) avaliacao das
interacodes sociais reciprocas, € b) avaliacdo refi-
nada das interagdes entre pares (jovens ou adultos)
em gaiola padrio ou arenas especializadas®.
Contudo, um ponto que discutimos ¢ que se-
gundo Haller & Mano, aproximadamente 80% dos
estudos comportamentais em camundongos em-
pregaram testes tradicionais e considerados como
“cléassicos”. Estes testes sao: 1) Campo aberto, ii)
Labirinto em cruz elevado, iii) Teste da suspensao
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Figura 4: Diferenga dos tipos de atividade em relagdo aos agrupamentos na linhagem Swiss Webster: além
das diferengas do perfil de atividade entre as idades, também podemos observar significativa
diferenca entre os agrupamentos na mesma idade. O agrupamento A1 (Aa G) e A2 (B a H)
aproximam-se do perfil médio, onde na 4? semana de vida (A a C) prevalece a atividade de repouso
(RE) com maior incidéncia. Nesta mesma semana, 0 A3 (C a |) ja apresenta a procura de procura de
alimentos (PA) com maior incidéncia. Na 62 semana (D a F), ha semelhanca entre a prevaléncia das
atividades, porém o percentual de incidéncia entre os individuos demonstras sutis diferengas. Na 82
semana (G a l), observamos variagéo na atividade de auto-higienizagao (AH) entre os grupos. As
atividades de montagem (Mo) manteve sua baixa incidéncia entre todos os grupos e também entre

as idades.

da cauda, iv) Caixa claro/escuro ¢ v) Interagao
social?!, e avaliam o individuo isolado da sua
interagdo social, ou seja apenas as caracteristicas
individuais s3o notadas. Além disso, questionamos
ndo a validade destes testes, mas a aplicabilidade
destes testes. Todas estas metodologias isolam ou
induzem o animal a um comportamento especifico

em um local diferente do qual esta sendo mantido,
principalmente o teste de labirinto em cruz eleva-
do. Importantes informagdes sdo adquiridas por
estes testes como a caracteristica de ansiedade e
depressdao dos animais, mas ndo sdo capazes de
descrever o comportamento individual dos camun-
dongos em seu agrupamento, sua dindmica social,
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Figura 5: Diferenga dos tipos de atividade em relagdo aos agrupamentos na linhagem BALB/c: além das

diferengas do perfil de atividade entre as idades, também podemos observar significativa diferenga
entre os agrupamentos na mesma idade. O agrupamento A1 (Aa G) e A2 (B a H) aproximam-se do
perfil médio, onde na 42 semana de vida (A a C) prevalece a atividade de repouso (RE) com maior
incidéncia. Nesta mesma semana, 0 A3 (C a I) ja apresenta a procura de procura de alimentos
(PA) com maior incidéncia. Na 62 semana (D a F), hd semelhanga entre a prevaléncia das

atividades, porem o percentual de incidéncia entre os individuos demonstras sutis diferengas. Na
82 semana (G a I), observamos variagao na atividade de auto-higienizagdo (AH) entre 0s grupos.
As atividades de montagem (Mo) manteve sua baixa incidéncia entre todos os grupos e também

entre as idades.

a diferenca do perfil de comportamento entre os
grupos, entre as idades e outros.

Através da metodologia proposta pelo nosso
grupo de trabalho foi possivel identificar quais
sdo as principais atividades e a sua prevaléncia
apresentadas pelo camundongos (machos) em seu
agrupamento no biotério’”!12%23 Estruturamos
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uma metodologia que tivesse minima interferéncia
no ambiente do animal (sua gaiola) e ndo induzin-
do as alterag¢des individuais ou interagdes sociais.
Acreditamos que a filmagem a distancia e a analise
do etograma através dos filmes alcangaram este
objetivo. Observamos que, na linhagem Swiss
Webster, a incidéncia dos tipos de atividade assim
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como sua prevaléncia demonstra interessantes
diferencas durante o amadurecimento dos animais
e entre os agrupamentos. Um niimero maior de
animais recém desmamados (4" semana de vida,
ou seja infantos) mantém-se em repouso, € tam-
bém apresentando maior tempo destes animais
dormindo. Conforme amadurecem a curiosidade
demonstrada pela EA4 e a necessidade da busca pela
alimentagao, descrita pela atividade (PA), torna-se
mais prevalente entre os individuos dos grupos. A
prevaléncia de AH ¢ relativamente constante para
cada entre as idades e para cada agrupamento,
porém sempre presente. A Mo apresentou niveis
muito reduzidos durante todo ensaio, porém cons-
tante. Possivelmente pela rapida movimentagao
dos animais da gaiola”!!.

Neste trabalho comparamos nossos resultados
anteriores com os dados da linhagem BALB/c.
Apesar de serem da mesma espécie, ha diferencas
significativas na prevaléncia das atividades (EA4,
PA, AH, RE e Mo) entre os individuos da mesma
linhagem, nesse caso BALB/c. Em relagdo ao tem-
po de 60 min, essa linhagem apresentou valores
percentuais mais uniformes do que a linhagem
Swiss Webster para todas as atividades estudadas.
Acreditamos que esse dado esteja relacionado ao
status genético do animal. A linhagem BALB/c
¢ isogénica, minimizando diferenca entre os in-
dividuos e pelos nossos resultados minimiza a
diferenca no proprio comportamento do animal®.
Em comparagdo com o Swiss Webster, sao menos
ativos, possuem maior prevaléncia de animais
em repouso, ¢ exploram mais o ambiente do que
procuram alimento. Interessantemente, esta ul-
tima atividade seria a mais observada em Swiss
entre a 4 e 6* semana de vida. Entre as idades, os
valores percentuais demonstram que a linhagem
BALB/c na 4* semana de vida também tende a ter
mais individuos em repouso, porém com muito
poucos animais realizando auto-limpeza. Na 6*
e 8" semana de vida, observamos que os animais
mudam sua atividade preferencial para exploragao
do ambiente, seguido de busca de alimento, porém
mantendo sempre um nimero relativamentre alto
de animais em repouso e baixo em AH. Em compa-
racdo com o Swiss Webster, podemos afirmar que

ha um perfil semelhante para ambas as linhagens
na 4* semana de vida, porém no amadurecimento
o BALB/c ¢ menos ativo e prefere explorar mais
o ambiente do que buscar alimento. Finalizando,
apesar de ser uma linhagem isogénica, também
observamos diferencas da prevaléncia das ativi-
dades entre os agrupamentos.

5 CONCLUSAO

Podemos concluir que as principais atividades
realizadas pelos camundongos em biotério, tanto
da linhagem Swiss Webster quanto da BALB/c,
sao de repouso (ou dormir) quando infantos (4*
semana de vida). Durante o seu amadurecimento,
a linhagem Swiss Webster prefere mais procurar
alimento e a linhagem BALB/c explorar o ambien-
te. Outras peculiaridades podem ser associadas
ao BALB/c, como ser menos ativa e em alguns
momentos apresentar mais individuos em contato
um com outro. Também apresentam uma baixa
incidéncia de auto-higienizagdo. Finalizando,
apesar de demonstrarem maior uniformidade
comportamental entre os seus individuos, tam-
bém apresentam diferenca entre os individuos de
outros agrupamentos, semelhante ao Swiss We-
bster. Além disso, sugerimos que estes resultados
possam servir de parametros para a avaliacdo
comportamental de camundongos, diferenciando
individuos da linhagem Swiss Webster e BALB/c
(apesar de serem da mesma espécie) e outros tipos
de ensaios, principalmente pré-clinicos.
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MICE LAB ETHOGRAM Il: WHAT ARE THE MAJOR DIFFERENCES IN
THE BEHAVIOR OF SWISS WEBSTER AND BALB/c?

The behavior of mice in animal facilities is an important area of animal laboratory
science. Although the literature describing numerous models of various approaches
to study behavior (anxiety, depression, aggressiveness, etc.), these models are
characterized by inducing the desired behavioral phenotype. In this work, we sought
to determine the behavioral pattern of healthy mice from their weaning to adulthood
and compare the data between two strains: Swiss Webster and BALB/c. We base
our methodology on the observation of clusters, maintaining its interactions without
inducing or interfering in social dynamics. Together with an ethogram cataloging
prevalent activities such as environmental exploration, search for food, self-cleaning,
physical contact and rest. We quantified the impact of these activities demonstrated
by each individual in his group during 60 minutes. Our results demonstrate that in
both strains there was no greater incidence of sleep in young mice or a change in the
maturity profile. The Swiss Webster strain prevails in the search for food, followed by
exploration of the environment. In BALB/c there is the prevalence in the use of the
environment and the home. In addition, BALB/c showed a low prevalence and high
self-cleaning to physical contact as compared to the Swiss Webster strain. Another
important point is that besides the change in the profile of activity during ages, each
group presents a profile of the incidence of different activities, and the peculiar dyna-
mics of each group. Therefore we conclude that these parameters are important for
establishing healthy patterns of behavior.

Keywords: Mice. Animal behaviour. Ethogram.
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0 campo de estudo deste trabalho é o Biotério
de criagao da Fundagao Ezequiel Dias-
FUNED, onde as identificagdes bioguimicas
dos microrganismos foram realizadas

nos Laboratdrios do Servigo de Doengas
Bacterianas e Fiingicas e Servico de Micologia
e Micatoxinas da FUNED e, as identificagoes
moleculares no Laboratério do Servigo de
Biotecnologia e Satide da FUNED.

1 INTRODUGAO

Por mais de um século, os animais de laborato-
rio vem sendo utilizados na pesquisa biomédica.
Estudos de anatomia, fisiologia, imunologia e
virologia, dentre outros, realizados em animais de
laboratdrio, permitiram um avango consideravel
no desenvolvimento da ciéncia e tecnologia!.

Os animais criados em Biotério tem como finalidade garantir a qualidade de expe-
rimentos bioldgicos que visam @ melhoria da qualidade de vida humana. Ha muito,
experimentos vem sendo testados com metodologias alternativas para a diminui¢do
da escolha pelo modelo animal, em razéo de questdes éticas. O campo de estudo
deste trabalho € o Biotério da Funed, onde s&o criados os camundongos da linhagem
Swiss webster, tendo como objetivo geral, melhorar o controle na qualidade animal
ja realizado. O monitoramento ambiental proposto por este trabalho vem contribuir
no sentido de minimizar a entrada de microrganismos através de barreiras sanitarias
mais eficientes. Sendo monitorado o ambiente da sala Piloto (colénia de fundagao).
A metodologia utilizada foi o plaqueamento da area, com exposi¢éo de 20 minutos.
Foram realizadas identificagbes das coldnias bacterianas que tiveram crescimento,
apds 48 horas de incubagédo a 35°C, através da analise bioquimica e caracteristicas
morfolégicas observadas na coloragdo de Gram. E uma segunda identificagdo molecular
foi realizada, utilizando iniciadores especificos. Colonias de fungos também foram
observadas no crescimento ap6s incubagéo a temperatura ambiente e, identificadas.
Este trabalho possibilitou observar a eficiéncia na desinfeccdo do Biotério com a
redugao significativa do nimero de microrganismos, além de avaliar a importancia do
monitoramento da saude animal e a sua relevancia na busca do alto padrao sanitario
almejado na produgao de animais utilizados em pesquisas cientificas.

Palavras-chave: Animais de laboratorio. Microbiologia. Monitoramento ambiental.
Biologia molecular.

que, “reagentes biologicos” e, os resultados dos
experimentos sdo afetados em razao da qualidade
de cada espécie utilizada'.

Para assegurar a producao de animais de labo-
ratorio, na qualidade que satisfaca os requisitos
para o uso nas pesquisas médicas, sao necessarias
instalacdes apropriadas, equipamentos especiali-
zados e, pessoal habilitado!.

Em 8 de outubro de 2008, foi sancionada a
Lei 11.794, conhecida como a Lei Arouca e re-

Atualmente, porém os pesquisadores exigem
que esses animais reunam condigoes ideais, isto
¢, que atendam aos parametros de qualidade
genética e sanitaria, uma vez que nada mais sao

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 31-48, 2013

gulamentada em 15 de julho de 2009 através do
Decreto 6.899, legislacdo que efetivamente regu-
lara a criacdo e o uso de animais para pesquisa €
o ensino em Ambito nacional?.
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A experimentagao animal ¢ uma atividade hu-
mana com grande conteudo ético. Os problemas
éticos da experimentacao animal surgem do confli-
to entre as justificativas para o uso de animais em
beneficio de si proprios € do homem e o ato de nao
causar dor e sofrimento aos animais. Esse conflito
¢ inevitavel, e s6 pode ser tratado equilibrando-se
os valores opostos. Quanto maior o sofrimento
que um experimento ird causar aos animais, mais
dificil € a sua justificativa'.

O principio ético de reveréncia pela vida exige
que se obtenha um ganho maior de conhecimento
com um custo menor no nimero de animais uti-
lizados € com 0 menor sofrimento dos mesmos'.

O camundongo (Mus musculus), um dos ani-
mais de laboratdrio mais utilizados na experimen-
tagdo, acompanha o homem por varios milénios.
Existem registros acerca desse animal com mais
de 4 mil anos de idade e até¢ mesmo na Biblia. Sua
introdu¢dao como animal de laboratorio, deve-se
ao fato de, ser pequeno, muito prolifero, ter peri-
odo curto de gestagdo, ser de facil domesticagdo
e manutencgdo!.

O biotério ¢ uma instalagao dotada de carac-
teristicas proprias, que atende as exigéncias dos
animais onde sao criados ou mantidos, proporcio-
nando-lhes bem estar e saude para que possam se
desenvolver e reproduzir, bem como para respon-
der satisfatoriamente aos testes neles realizados'.

b

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 1: Mus musculus (Swiss webster) - Biotério
de criagdo da Funed.

As barreiras sanitarias visam impedir que
agentes indesejaveis presentes no meio ambiente
externo, tenham acesso as areas de criacao ou
experimenta¢do, bem como agentes patdgenos em
teste venham a se dispersar para o exterior do pré-
dio. Assim sendo, barreira sanitaria compreende
todo um conjunto de elementos fisicos, quimicos,
de instalagdes, de procedimentos de pessoal € uso
de equipamentos, que tende a impedir a entrada
de enfermidades que possam afetar os animais.
Como principal barreira fisica, por exemplo,
a existéncia de autoclave para esterilizacao de
materiais'.

No estabelecimento de procedimentos opera-
cionais padronizados de higiene de um biotério,
com o intuito de prevenir contaminacao bioldgica
na area de criacdo, quatro fatores devem ser le-
vados em consideragdo: a natureza dos agentes
infecciosos; as vias provaveis de entrada de tais
agentes na drea de criagcdo; os meios pelos quais
tais agentes podem ser destruidos ou prevenidos
nas vias de entrada; e, finalmente, a validacao dos
métodos higiénicos adotados?.

A contaminagdo biologica indesejavel na area
de criagdo e manuten¢ao de animais pode ocorrer
por varias vias e materiais. As fontes mais im-
portantes de infec¢des sdao: animais e materiais
biologicos de outros laboratorios; pessoal; insetos
e roedores selvagens; materiais e equipamentos. O
risco de introducdo inadvertida de microorganis-
mos nas unidades experimentais ¢ muito maior que
nas unidades de criacdo devido a necessidade de
acesso de novos animais, materiais de experimen-
tacdo e pessoas nas instalagdes experimentais?.

A limpeza de um biotério deve ser realizada de
preferéncia imediatamente apos uso do material
ou local, para evitar o ressecamento da sujidade
que dificulta a sua remogao. Deve contemplar
todas as superficies do material, incluindo canais
e ranhuras. Na limpeza manual, a sujidade ¢
removida manualmente por meio de acao fisica
com auxilio de detergente, 4gua e artefatos, como
escova e esponja. Ja na limpeza automatizada € o
processo onde se utiliza tecnologia automatizada
que combina temperatura, produto quimico, acao
mecanica e tempo. Proporciona menor risco de
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acidente aos profissionais e melhor padronizagao
do processo?.

A desinfeccdo num biotério ¢ realizada por
meio de produtos quimicos (desinfetantes) ou por
meios fisicos.? Algumas caracteristicas importan-
tes em um desinfetante, para que se possa atingir
o nivel de desinfec¢do desejado, sdo terem amplo
espectro, acdo rapida, facil manuseio, atoxico,
baixo custo, entre outros-.

Existem varios desinfetantes que sao utilizados
em biotérios, tais como fenois, acido peracético,
perdxido de hidrogénio, compostos de amdnio
quaternario, alcoois, aldeidos (formaldeido e
glutaraldeido), halogenados (cloro e iodo), entre
outros?.

A area controlada (ou area limpa) do Biotério
possui 6 salas destinadas a criagcdo dos animais:
sala Piloto (coldonia de fundagao), sala Recria do
Piloto (coldnia de expansdo), sala da Expedicao
e 3 salas de produgdo. Sao exemplos de barreiras
sanitarias no Biotério da Funed: a autoclave (este-
rilizagdo sob calor imido), onde serao esteriliza-
dos os materiais utilizados na area de criagao dos
animais; o ultrassom, que ¢ utilizado na limpeza
dos bicos dos bebedouros e, que serdo esteriliza-
dos posteriormente em autoclave; paramentagao
dos profissionais do biotério, que consiste no

Alzira Batista Cecilio e Elizangela Cristina de Paula Donato

banho obrigatorio e uso de uniforme estéril, touca
e mascara descartaveis, uso de luvas (para mani-
pulacdo de materiais e dos proprios animais) €
calgados proprios; e, ainda a desinfecc¢ao das salas
(teto, parede, chdo), realizadas 1 vez por més, com
solucdo de hipoclorito a 0,2%. O chao ¢ limpo
com solucao de hipoclorito a 0,2% diariamente,
apos a rotina de trabalho, que ¢ realizada em
cima de carrinhos de aluminio (trocas de caixas,
desmames e pesagens). As estantes de aluminio
sdo limpas com alcool a 70%. A temperatura e
umidade das salas sdo monitoradas através de
termo-higrometro, apresentando variacdes de 18
a20°C e 50 a 60%, respectivamente. Em todas as
salas ha trocas de ar (20 trocas/hora) e as portas
possuem pressao positiva (por exemplo, enquanto
aporta de saida para a 4rea de higienizagdo estiver
aberta, a outra, de saida para o corredor da area
controlada, deve estar fechada). Os animais sao
mantidos em gaiolas, com ra¢do e d4gua a vontade,
sendo mantidas rotinas diarias de troca de caixas,
desmame, registro de nascimento (salas de pro-
ducao, sala Piloto); acasalamentos (sala recria do
Piloto); manutencdo de matrizes (sala Piloto) e
atendimento aos clientes internos da Funed, como
o controle bioldgico, o serpentario e a pesquisa
(sala Expedicao).

parede celular

membrana
citoplasmatica

material nuclear

ribossomos
citoplasma

fenol, hipoclorito de sddio e metiolate
causam lise celular (concentr. baixa)

fendis, alcool e detergentes afetam a m.c.,
causando liberacao das constituintes celulares.

hipocloritos, iodo, 6xido de etileno, glutaraldeideo, e sais
de metais pesados combinam com grupamentos -SH.

oxido de etileno, glutaraldeideo e concentracdes
de fenol coagulam as proteinas.

sais de mercurio, glutaraldeideo e concentragdes
de fenol coagulam as proteinas.

Fonte: JAIGOBIND et al., 2007.

Figura 2: Acdo dos desinfetantes na estrutura bacteriana.
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Os objetivos propostos neste trabalho sdo
monitorar o ambiente dos camundongos da sala
Piloto (colonia de fundagao) avaliando a eficiéncia
dos métodos usados na desinfec¢do como descrito
acima; possibilitar a padronizagao do controle
ambiental do Biotério da Funed; implantar o
controle da satde dos camundongos Swiss webs-
ter;, demonstrar a importancia do monitoramento
ambiental para manutengdo da qualidade dos
animais de laboratodrio através da identificacao de
possiveis espécies/géneros bacterianos e fingicos
patogénicos; além de comparar a identificagdo
bacteriana através de caracteristicas bioquimicas
e moleculares.

2 MATERIAIS E METODOS

O campo de estudo deste trabalho ¢ o Biotério
da Funed, que cria os camundongos da linhagem
Swiss webster. Esses animais sdo utilizados no
Controle bioldgico da Funed, pelo Serpentario
da Funed na alimentacao de serpentes e, também
nas experimentacoes cientificas. O ambiente mo-
nitorado foi a sala Piloto (colonia de Fundagao)
do Biotério da Funed e os métodos utilizados sao
explicados a seguir.

O estudo estatistico nao foi utilizado, pois
o objetivo deste estudo nao foi de estimar uma
quantidade ou testar uma hipdtese, e sim coletar
dados concretos.

2.1 Plagueamento

Foram utilizadas seis placas de Agar TSA
(meio de cultura que proporciona o crescimento
de varios microrganismos) antes da desinfec¢ao da
sala e seis depois da desinfec¢do. As placas foram
colocadas em trés niveis na sala de fundacao: ao
nivel do chao, sobre um carrinho, o qual ¢ utilizado
pararotina de manuteng¢ao dos animais, € em cima
da estante dos animais. O tempo de exposicao das
placas foi de 20 minutos.

As placas de TSA foram incubadas a 35°C (+-
2°C) por 48 horas.

Foram também utilizadas seis placas de Agar
Sabouraud (meio seletivo para fungos), trés an-
tes da desinfeccao e trés depois da desinfecgao,
distribuidas nos mesmos niveis €, com 0 mesmo
tempo de exposi¢ao utilizado para as placas de
Agar TSA.

As placas de Agar Sabouraud foram mantidas
a temperatura ambiente por 15 dias.

2.2 ldentificacao das bactérias

As colonias bacterianas foram identificadas
segundo suas caracteristicas morfoldgicas e bio-
quimicas. Foram confeccionados esfregagos em
laminas submetidas a coloracao de Gram. Foram
realizadas provas de catalase e bioquimicas.

2.2.1 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram foi desenvolvida em
1884, pelo bacteriologista dinamarqués Hans
Christian Gram. Ela ¢ um dos procedimentos de
coloragdo mais uteis, pois classifica as bactérias
em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-
-negativas®.

As laminas apds terem sido submetidas a
coloracao de Gram foram observadas ao micros-
copio em objetiva de imersdo. Todas as coldnias
observadas eram Gram-positivas, sendo distintas
apenas em sua morfologia e arranjo. Foram ob-
servadas colonias em forma de Bastonetes Gram-
-positivos, Cocos Gram-positivos em cadeias
curtas e isoladas e Cocos Gram-positivos em
cachos pequenos e alguns Cocos Gram-positivos
em tétrades.

2.2.2 Prova da Catalase

O teste mais importante na identificagdo da
familia Micrococcaceae ¢ a prova da catalase, e
esta familia ¢ composta de quatro géneros: Pla-
nococcus, Micrococcus, Stomatococcus ¢ Sta-
phylococcus. O género Staphylococcus apresen-
ta 32 espécies, 14 subespécies, sendo que so-
mente 15 espécies sao encontradas em amostras

humanas?.
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Fotos: Elizangela C.P. Donato

Figura 3: Sala Piloto e distribuicdo das placas.

Fotos: Elizangela C.P. Donato

Figura 4: Plaqueamento ao nivel da estante e chao.
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Fotos: Elizangela C. P. Donato

Figura 5: Coloragéo de Gram evidenciando bactérias Gram-positivas (bacilos e cocos respectivamente).

Com a alga bacterioldgica coleta-se o centro de
uma colonia suspeita e esfrega-se em uma lamina
de vidro. Colocar sobre este esfregago uma gota
de 4gua oxigenada a 3% e observar a formacgdo de
bolhas. Para a familia Microccocacea (estafiloco-
cos) a prova ¢ geralmente positiva, enquanto que
para a familia Streptococcacea (estreptococos) €
negativa™

2.2.3 Provas Bioquimicas

Testes bioquimicos sao frequentemente utiliza-
dos para identificar bactérias e leveduras porque
espécies diferentes produzem enzimas diferentes.
Tais testes sao designados para detectar a presenga

de enzimas®.

2.2.3.1 Manitol

O Staphylococcus aureus tem a capacidade
de fermentar o manitol em meio contendo 7,5%
de cloreto de sédio, denominado dgar manitol
salgado ou Meio de Chapman. O indicador de

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 6: Testes positivos de crescimento de
Staphylococcus spp em agar manitol
salgado.
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pH ¢ o vermelho de fenol, que indica uma reagao
positiva quando o meio ao redor das coldnias
se torna amarelo e, negativa quando permanece
avermelhado®.

2.2.3.2 Teste da Bile Esculina e do BHI 6,5% NaCl

Segundo o Mdédulo V, Deteccao e Identificacao
de Bactérias de Importancia Médica®, deve-se
semear as provas de Bile Esculina e do caldo de
NaCl a 6,5%; incubar da mesma forma. O Teste
da bile esculina positiva apresenta cor marrom
escuro ¢ o do caldo de NaCl a 6,5% deve mostrar
turvagdo para ser considerado positivo.

Todos os estreptococos do grupo D de Lan-
cefield apresentam a bile esculina positiva, seja
Enterococcus spp ou Streptococcus do grupo D
ndo enterococo (Streptococcus bovis). Quanto ao
teste da tolerancia ao NaCl a 6,5%, somente os
enterococos sao positivos.

2.2.3.3 Teste da DNAse

Este teste consiste na inoculagdo de coldnias
em meio contendo DNA, (DNAse test agar) obtido
comercialmente”.

2.2.4 Congelamento das Bactérias

Para o congelamento, as cepas identificadas fo-
ram plaqueadas em Agar Batata (pode ser utilizado
também o Agar Nutriente) e, apos a incubagdo a
35°C+_ 2°C por 18 a 24 horas foi preparado uma
suspensdo bacteriana. Essa suspensdo foi feita
utilizando todo o crescimento bacteriano da placa.
Com auxilio de um swab foi “raspado” todo cres-
cimento ¢ colocado em um tubo contendo 2,5 mL
de Caldo BHI. Foi acrescentado a essa suspensao
0,5 mL de Glicerol P.A. Apds preparo, a suspensao
foi acondicionada em eppendorfs identificados e
congelados a -80°C.

2.2.5 Extracao de DNA (bactérias)

Foram realizadas as extracoes de DNA das
culturas bacterianas a partir das suspensoes feitas.

RESBCAL, $ao Paulo, v.2 n.1, pg. 31-48, 2013
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Foto: Elizangela C.P.Donato

Figura 7: Teste positivos da Bile Esculina e BHI
6,5% NaCl.

De cada amostra, foram retirados 500 pul da
cultura em overnight e colocados em tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Procedeu-se a seguir
a centrifugacdo por 2 minutos a 13.000 x g para
sedimentacdo das células e, o sobrenadante é
desprezado posteriormente. Ressuspendeu-se as
células adicionando 480 ul de solugao de EDTA
a 50 mM (pH 8.0). Em seguida, adicionou-se
120 pl de lisozimas (10mg/mL), pipetando gen-
tilmente o mix. Os microtubos foram incubados
em banho-maria por 1 hora a 37°C e, em seguida
as amostras foram centrifugadas por 2 minutos
a 13.000 x g e o sobrenadante novamente ¢
desprezado. As células foram ressuspendidas
adicionando 600 ul de Nuclei Lysis Solution.
Posteriormente as amostras foram incubadas a
80°C por 5 minutos para lisar as células. Apos a

31



MONITORAMENTO AMBIENTAL NO BIOTERIO

38

4 Controle psitivo :

Controle negativo

Foto: Elizangela C.P. Donato

Figura 8: Teste de DNAse mostrando o teste,
controle positivo e negativo.

incubagdo, as amostras foram resfriadas a tem-
peratura ambiente, sendo adicionados 1,5 pul de
solucdo de RNase nas células lisadas. A solugao
foi gentilmente misturada por inversao e depois
incubada em banho-maria a 37°C por 1| hora.
Ap6s resfriadas em temperatura ambiente foram
adicionados 200 ul de solugdo de precipitagdo de
proteinas agitando vigorosamente em vortex por
20 segundos. As amostras em seguida foram incu-
badas no gelo por 5 minutos, sendo centrifugadas
por 3 minutos a 13.000 x g e o sobrenadante,
contendo o DNA, foi cuidadosamente transferido
para outro microtubo de 1,5 mL contendo 600
uL de isopropanol. A solugdo foi gentilmente
misturada por inversdo até a precipitagdo do
DNA e centrifugada por 2 minutos a 13.000 x
g. O sobrenandate foi descartado e em seguida
600 pL de etanol 70% foram adicionados, sendo
o microtubo invertido varias vezes e centrifuga-
do por 2 minutos a 13.000 x g. O sobrenandate
foi descartado e apds a secagem do sedimento,

adicionou-se 50 puL de solugdo de reidratagdo e as
amostras foram incubadas a 4°C overnight para
a completa reidratacdo do DNA.

2.2.6 Quantificacao do DNA

Para quantificar o DNA, foi utilizado a dilui-
¢ao de 1:30. A quantificacdo do DNA foi feita no
aparelho Gene Quant.

2.2.1 Reacao em Cadeia de Polimerase - PCR

O PCR Supermix (Invitrogen) foi utilizado para
as reagoes de PCR contendo 32 mM TRIS-CL (pH
8.4), 55 mM KCL, 1,65 mM MgCL2, 220 mM de
dNTPs (dGTP, dATP,dTTP e dCTP), 2,2 U de Taq
DNA polimerase em um volume final de 22,5 pL.
Concentragdo do DNA gendmico das amostras
estudadas de 50ng/uL.

As reagdes foram processadas no termocicla-
dor Veriti (Applied Biosystems). Para as amostras
bioquimicamente identificadas como Staphylo-
coccus spp € Bacillus spp seguiu as seguintes
condig¢des de termociclagem: desnaturagdo inicial
a 94°C durante 5 minutos, seguidos de 35 ciclos
(desnaturacao a 94°C- 1 minuto; anelamento: Sta-
plylococcus spp a 60°C-1 minuto e Bacillus spp
a 65°C- 1 minuto; extensdo a 72°C-2 minutos) e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. E, para as
amostras bioquimicamente identificadas co-
mo Enterococcus spp e Streptococcus spp foram:
desnaturagao inicial a 95°C durante 5 minutos, se-
guidos de 30 ciclos (desnaturagdo a 95°C- 1 minuto;
anelamento a 55°C- 1 minuto; extensao a 72°C- 1
minuto) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Aceletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
foi utilizada para analisar os fragmentos de DNA
amplificados pelas reagdes de PCR com base no
seu tamanho de peso molecular. Foram analisados
10 uL de cada rea¢do em géis de poliacrilamida
8% (acrilamida e bis-acrilamida ultrapura a 30%,
Invitrogen) em TBE (0,089 M TRIS, 0,089 M
acido borico, 0,002 M EDTA). Os géis foram
submetidos a eletroforese, utilizando-se tampao
TBE, e corados com nitrato de prata (0,1 g/50
mL de 4dgua).
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Tabela 1: Oligonucleotideos Iniciadores.
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Bactérias Iniciadores Produto
, BACF: 5-GGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT-3'

Bacillus spp 1300 pb
R1378: 5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3",
ENT 1: 5- TACTGACAAACCATTCATGATG-3

Enterococcus spp 112 pb
ENT 2: 5- AACTTCGTCACCAACGCGAAC- 3 15
STAPH 69B: 5-GAACRGAYRAGRAGCTTG-3’

Staphylococcus spp 1392 pb
STAPH 1416: 5-GAAGCCGGTGGAGTAACCA-3'16
STREP 1F: 5-AGTCGGTGAGGTAACCGTAAG-3’

Streptococcus spp 105 pb

STREP: 5-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3"""

2.3 ldentificacao dos Fungos

De acordo com o Mdédulo VII de Deteccao e
Identifica¢do dos Fungos de Importancia Médica®,
as estruturas microscopicas, tais como: hifa hialina
ou demacia, septada ou cenocitica, forma, dispo-
si¢ao e formagao dos esporos, sao suficientes, em
geral, para a identificacao de fungos filamentosos.
A identificagdo das colonias filamentosas foi feita
a partir da purificagdo da colonia. Foi retirada uma
parte da colonia, sendo esta colocada em tubo plas-
tico tipo eppendorf contendo 1 mL de Tween 80
(0,1%) e agitada em vortex até que estivesse bem
fragmentada. Apos fragmentacao da colonia foram
pipetados 20 pl da suspensao e inoculada em trés
pontos distintos, nos meios Czapek e MEA (Agar
Extrato de Malte), incubando as placas na BOD
(incubadora) a 25°C+_2°C sem inverter a posic¢ao,
por 7 dias. Ao longo do tempo de incubagao, fo-
ram observadas as caracteristicas macroscopicas
das coldnias no verso e reverso das placas (cor,
textura, tamanho, presenca de exsudato). A obser-
vagdo microscopica foi feita a partir de laminas
preparadas. Estas foram preparadas retirando-se
com al¢a descartavel uma porcao interna de uma
das colonias com profundidade, transferindo essa
por¢ao para uma lamina contendo uma gota do
corante acido lactico azul, fragmentando-a ao
maximo possivel com o auxilio da al¢a, pingando
uma gota de solugdo desinfetante de alcool.

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 31-48, 2013

A identificag¢ao dos fungos foi realizada a partir
das caracteristicas microscopicas € macroscopicas
observadas com auxilio de uma chave de identi-
ficacao.

3 RESULTADOS

3.1 Bactérias identificadas

Apo6s o tempo de incubagdo das placas de
Agar TSA, observou-se o crescimento de 8 cold-
nias bacterianas (confirmadas pela coloracao de
Gram, posteriormente) nas placas antes da desin-
feccao e 5 apos desinfeccdo. As caracteristicas
morfoldgicas observadas ao microscopio foram
determinantes para a seqiiéncia da identificagdo.
Por falta de meios de cultura especificos, nao foi
possivel a identificacdo da espécie bacteriana. Os
géneros bacterianos identificados foram: Bacillus
spp, Enterococcus spp, Staphylococcus spp, além
de colonias sugestivas de Corynebacterium spp €
Micrococcus spp.

3.1.1 Bacillus spp
O género Bacillus compreende cerca de 50

espécies de bacilos anaerdbios facultativos que
podem exibir a forma esporulada, corando-se mal
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Tabela 2: Bactérias encontradas antes e apds desinfec¢ao

Antes da Desinfecc¢ao

Apos Desinfecgao

Placas (identificagao) Bactérias

Esquerda entrada (chao) Staphylococcus spp NHC

Direita entrada (estante) Enterococcus spp* NHC
Enterococcus spp Enterococcus spp

Meio 1 (carrinho) Micrococcus spp** Staphylococcus spp
Corynebacterium spp**

Meio 2 (carrinho) NHC Bacillus spp
Staphylococcus spp Staphylococcus spp

Esquerda fundo (chao) G —

Direita fundo (estante) Staphylococcus spp Staphylococcus spp

Fonte: Dados da Pesquisa

*Né&o foi congelada, colénia semelhante ao Meio 1 (apds desinfecgéo).
**Col6nias sugestivas, ndo havia meios especificos para identificagéo.
NHC = Néo houve crescimento.

pela violeta, quando em colonia mais velhas. As
formas vegetativas sdo retas largas, podendo ser
grandes, isolados ou em cadeias’.

A forma e localizagdo dos enddsporos sdo uteis
para sua classifica¢do’, sendo que podem ser ci-
lindricos, ovais, redondos, ¢ eventualmente com
forma de feijdo; posi¢do central, sub-terminal,
terminal ou dilatando ou ndo a célula mae.

Os Bacillus spp encontram-se basicamente
no solo, 4gua, matéria organica animal e vegetal
nas condi¢des mais variadas de temperatura, umi-
dade, pH, etc. As duas espécies mais importantes
e que devem ser reconhecidas pelo laboratério de

microbiologia sdo o B. anthracis e B. cereus °.

3.1.2 Enterococcus spp

Os enterococos apresentam importancia cres-
cente como causadores de infec¢do hospitalar,
pelo aparecimento de resisténcia quase total aos
antibidticos tradicionalmente utilizados para tra-
tamento destas infec¢des”.

Os Enterococos mais comumente isolados
sdo: Enterococcus faecalis (90% dos casos) e
Enterococcus faecium, com grande capacidade
de colonizacdo de pacientes e de contaminarem
superficies ou equipamentos utilizados em hospi-
tais. Possuem sensibilidade ou resisténcia variavel
aos antibidticos chamados glicopeptidios como a
vancomicina e teicoplanina. Existem, atualmente,
cepas comensais naturalmente resistentes a van-
comicina e que podem ser isoladas de pacientes
internados, porém nao sendo ainda capazes de
causarem surtos, mas que devem ser corretamente
identificadas®.

3.1.3 Staphylococcus spp

Os Estafilococos sdo as bactérias ndo espo-
ruladas que mais resistem no meio ambiente.
Podem sobreviver por meses em amostras clini-
cas secas, sao relativamente resistentes ao calor
e podem tolerar uma concentracdo aumentada
de sal’.
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3.2 Quantificacao do DNA

Os valores encontrados se encontram na tabe-
la 4:

3.3 Identificacao Molecular das Bactérias

As informagdes encontram-se nas Figuas 11,
12 e 13.

3.4 Fungos identificados

No decorrer dos 15 dias, em que as placas de
Agar Sabouraud foram mantidas em temperatura
ambiente, foi observado o crescimento de 3 co-
lonias fingicas (colonias filamentosas) antes da
desinfec¢ao e nenhuma apos.

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 9: Caracteristica morfotintorial pela técnica Os fungos identificados foram: Penicillium
de coloragao de Gram de Staphylococcus purpurogenum, Penicillium oxalicum e Clados-
spp. porium sphaerospermum. Esses fungos foram

identificados a partir do plaqueamento antes da

Tabela 3: Bactérias identificadas de acordo com as placas.

Numeragao das

. e Caracterizagao das colonias bacterianas Bactérias identificadas
Bactérias ldentificadas
1 Meio 2.2 Bacillus spp
2 Meio 1.2 (colénia branca média) Enterococcus spp
3 Meio 1.1 (col6nia branca) Enterococcus spp
4 Bactéria referéncia Enterococcus faecalis
5 Esquerda abaixo fundo 1 (colénia amarela)  Staphylococcus spp
6 Bactéria referéncia Staphylococcus aureus
7 Esquerda abaixo fundo 1 (colénia branca)  Staphylococcus spp
8 Esquerda abaixo fundo 2 (colénia cremosa)  Staphylococcus spp
9 Meio 1.2 (colénia branca peugena) Staphylococcus spp
10 Esquerda abaixo entrada 1 Staphylococcus spp
1 Direita acima fundo 1 (colénia branca) Staphylococcus spp
12 Direita acima fundo 2 (colénia cremosa) Staphylococcus spp
13 Bactéria referéncia Bacillus cereus
14 Bactéria referéncia Streptococcus pneumoniae

Fonte: Dados da Pesquisa
*Utilizou-se como ponto de referéncia para caracterizagdo das placas a porta de entrada da Sala Piloto. Sendo abaixo ao nivel do chédo, acima ao nivel da estante e,
no meio em cima do carrinho de manipulagéo colocado no meio da sala.
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Foto: Elizangela C. P.Donato

Legenda: Staf 5= Staphylococcus spp, amostra 5;
Staf 6=Staphylococcus aureus, controle positivo; Ladder (50kb);
Staf 7=Staphylococcus spp, amostra 7; Staf 8=Staphylococcus
spp, amostra 8; Staf 9=Staphylococcus spp, amostra 9;
Staf 10=Staphylococcus spp, amostra 10; Staf
11=Staphylococcus spp, amostra 11; Staf 12=Staphylococcus
spp, amostra 12; Staf B= controle negativo.

Figura 11: ldentificagdo molecular de
Staphylococcus spp (1392 pb)

desinfeccao, apos a desinfec¢ao nao houve cres-
cimento de coldnias fungicas.

3.4.1 Penicillium purpurogenum
Essa espécie de fungo ¢ capaz de produzir

pigmentos sobre diferentes velocidades de cres-
cimento. Ha ainda escassez no estudo desses pig-

kb

750

200
150

100

50

Staf 5

Staf 6 Ladder Staf7

Staf 8

Staf 9 Staf 10 Staf 11 Staf 12 StafB

Foto: Elizangela C. P.Donato

Legenda: Staf 5= Staphylococcus spp, amostra 5; Staf 6= Staphylococcus aureus, controle positivo; Ladder (50kb); Staf 7= Staphylococcus spp, amostra 7;
Staf 8= Staphylococcus spp, amostra 8; Staf 9= Staphylococcus spp, amostra 9; Staf 10= Staphylococcus spp, amostra 10; Staf 11= Staphylococcus spp, amostra 11;
Staf 12= Staphylococcus spp, amostra 12; Staf B = controle negativo.

Figura 11: Identificacdo molecular de Staphylococcus spp (1392 pb).
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Tabela 4: Quantificagao do DNA extraido.

Numeragao Al Concen-
das ST Ratio tragédo ug/
Bactérias AL mL
1 0,041 1,663 61,1
1" 0,044 1,638 66,4
2 0,108 1,386 162,3
3 0,050 1,563 74,7
4 0,120 1,712 180,3
5 0,048 1,651 72,5
6 0,089 1,361 133,9
6' 0,028 1,355 42,2
7 1,131 1,631 96
8 0,423 1,445 635
9 0,301 1,624 51,3
10 0,098 1,456 147
" 0,054 1,44 81,4
1 0,044 1,366 65,4
12 0,401 1,572 601,4
13 0,660 1,841 989,3
14 0,100 1,525 15,5

Fonte: Dados da Pesquisa
Legenda: 1- Bacillus spp; 1'- Bacillus spp*; 2- Enterococcus
spp; 3- Enterococcus spp; 4- Enterococcus faecalis™;
5- Staphylococcus spp; 6- Staphylococcus aureus™;
6'- Staphylococcus aureus®, 7- Staphylococcus spp; 8-
Staphylococcus spp;
9- Staphylococcus spp; 10- Staphylococcus spp;
11- Staphylococcus spp; 11- Staphylococcus spp; 12-
Staphylococcus spp;
13- Bacillus cereus**; 14- Streptococcus pneumoniae™*;
*Amostra repetida.
**Bactéria de referéncia.

mentos produzidos por esse fungo, o que precisa
ser revisto’.

O género Penicillium caracteriza-se por formar
conidios em uma estrutura ramificada semelhante
a um pincel que termina em células conididgenas
chamadas fialides. As ramificagdes formam ver-
ticilos que servem de critério de identificacdo e

classificagdo desse género'?.
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Legenda: Ladder (50kb); Strep 14= Streptococcus pneumoniae, amostra
referéncia (amplificagéo dos primers); Strep B= controle negativo;
Ent 2= Enterococcus spp, amostra 2; Ent 3= Enterococcus spp, amostra 3;
Ent 4= Enterococcus faecalis, controle positivo; Ent B= controle negativo.

Figura 12: ldentificagdo molecular de
Streptococcus spp (105 pb) e
Enterococcus spp (112 pb).

3.4.2 Penicillium oxalicum

A linhagem de fungo Penicillium oxalicum é
conhecida desde 1915 quando foi isolada, sendo
uma linhagem utilizada na agricultura, alimentos e
na produgdo de enzimas. O estudo dos metabolitos
secundarios desta espécie mostrou uma diversi-
dade quimica limitada, tendo sido relatados na
literatura o 4cido secalonico e a oxalina'l,

3.4.3 Cladosporium sphaerospermum

Nos cladosporios, o aparelho de conidiagao, os
conidios se desenvolvem do conidiéforo por um
processo de brotamento ¢ permanecem unidos por
disjuntores que sdo por¢des da parede celular que
ligam dois conidios de uma cadeia. Os conidios
que fazem parte das cadeias ramificadas podem
apresentar até trés disjuntores. Como o desen-
volvimento dos conidios se da por brotamento, o

conidio distal é o mais jovem!'2.
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Foto: Elizangela C. P.Donato
Legenda: Bac 1= Bacillus spp, amostra 1; Bac 13= Bacillus cereus, controle
positivo; Ladder (50kb).

Figura 13: Identificagdo molecular de Bacillus spp
(1300 pb).

Foto: Elizangela C.P. Donato

Figura 16: Colonias do fungo Cladosporium
sphaerospermum em Agar Czapek e
MEA.

Foto: Elizangela C.P. Donato

Figura 14: Col6nias do fungo I?enicillium
purpurogenum em Agar Czapek e MEA.

44

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 15: CoIQnias do fungo Penicillium oxalicum
em Agar Czapek e MEA.
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Cladosporium sphaerospermum, conhecido
como um dos mais comuns, dispersado pelo ar cos-
mopolita. Essa espécie de Cladosporium foi
freqiientemente isolado de ar interior e exterior,
residéncias, e ocasionalmente de humanos e
plantas!3,

De todas as 7 amostras identificadas bioqui-
micamente como Staphylococcus spp, apenas
3 amostras foram identificadas molecularmente
como Staphylococcus spp. De 1 amostra iden-
tificada bioquimicamente como Bacillus spp, a
mesma foi identificada molecularmente. De 2
amostras identificadas bioquimicamente como
Enterococcus spp, apenas 1 foi identificada mole-
cularmente do mesmo género. Nas amostras iden-
tificadas bioquimicamente nenhuma correspondeu
ao género Streptococcus spp.

4 DISCUSSAQ

A identificacdo bioquimica das bactérias foi
limitada a género, o que restringiu o trabalho.
Mas abre precedente a continuacdo do trabalho
para que, em monitoramentos ambientais futuros,
estabelecam-se mais meios de cultura especificos
que permitam o aprofundamento na identificacdo
bacteriana.

A identificacdo molecular pode mostrar que
mais provas bioquimicas podem ser empregadas
na identificacdo de algumas bactérias estudadas
neste trabalho. No caso de Staphylococcus spp,
das 7 amostras identificadas bioquimicamente,
apenas 3 corresponderam na identificagao mole-
cular. Isso demonstra a caréncia de mais provas
que possam validar a identificacdo bacteriana.
Neste trabalho foram utilizadas apenas as provas
da catalase, Dnase e 4gar manitol salgado. O mes-
mo aconteceu com o Enterococcus spp, pois das 2
amostras identificadas bioquimicamente, apenas
1 correspondeu molecularmente. O Bacillus spp
identificado bioquimicamente em uma das amos-
tras teve correspondéncia na identificagdo mole-
cular. Mas de uma maneira geral, pode-se con-
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siderar os resultados satisfatorios, pois a metade
das identifica¢des bioquimicas corresponderam a
identificagdo molecular, mostrando a sensibilidade
da técnica de PCR.

Em relagdo aos fungos identificados bioquimi-
camente, nao foi possivel a identificagdo molecu-
lar, pois as culturas primarias se contaminaram
inviabilizando o processo de extracdo de DNA e
PCR, mas a identificagdo bioquimica permitiu a
identificagdo a nivel de espécie.

Foram encontradas as seguintes espécies fungi-
cas na identifica¢do bioquimica: Penicillium pur-
purogenum, Penicillium oxalicum e Cladosporium
sphaerospermum. Esses microrganismos fazem
parte de um grupo conhecido como anemofilos,
ou seja, fungos do ar.

Os fungos dispersados através do ar atmosfé-
rico sdo denominados fungos anemofilos. Sendo
assim, a microbiota fingica anemofila pode ser
semelhante ou diferente em cada cidade ou re-
gido. Os elementos fungicos que sdo encontrados
no ar atmosférico sdo os esporos (propagulos).
Sao aeroalérgenos que, quando inalados, podem
ser responsaveis por manifestagdes respiratorias
alérgicas, como asma e rinite'8.

Existe grande variedade de alérgenos po-
tencialmente responsaveis pela sensibilizagdo
e desencadeamento de “crises alérgicas” em
individuos atdpicos, além dos fungos. Pdélens,
epitélios de animais, poeira doméstica, antigenos
ocupacionais, poluentes quimicos e outros sao
alguns exemplos!®.

Os fungos anemdfilos pertencem a diversos
géneros e espécies e quase todos sdo contami-
nantes, isto ¢, podem ser isolados facilmente do
ar, utilizando-se meios de cultura adequados.
Numerosos métodos foram propostos para o
estudo da microbiota fingica do ar. O processo
mais empregado consiste em expor placas de agar
Sabouraud durante 15 a 30 minutos em determi-
nados ambientes, com posterior identificacdo das
colonias dos fungos que se desenvolverem?’.

Além dos fungos encontrados, outros géneros
fazem parte deste grupo, como o Aspergillus. Os
fungos encontrados nos remetem a maiores cui-
dados, principalmente no uso adequado dos EPI’S
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e padronizacao de rotina de desinfec¢ao das areas
controladas sejam respeitadas, para que alergias
nao se desenvolvam e os profissionais ndo sejam
prejudicados nesse ambiente.

5 CONCLUSAO

De acordo com o trabalho apresentado, a desin-
feccao realizada no Biotério pode ser considerada
eficaz, pois houve crescimento de coldnias fungi-
cas antes da desinfeccdo e, nenhum crescimento
ap6s a 2* desinfecgdo de paredes, tetos e chio. E
possivel também estabelecer uma diminui¢ao na
incidéncia de colonias bacterianas apds desinfec-
¢do. De um total de 8 colonias antes da desinfecgao
houve a reducao de metade desse crescimento. Isso
¢ importante no que se refere ao que ja € realizado
no Biotério e, permite comprovar a eficacia do
processo de desinfec¢ao do Biotério, valorizando
as barreiras sanitarias ja existentes.

Este trabalho permitiu a analise das espécies
bacterianas e fingicas encontradas na sala Piloto
(coldnia de fundagao) do Biotério da Funed. Os
fungos encontrados sao anemofilos. Esses fungos
estao dispersos no ar, podendo provocar alergias
no ser humano. Essas alergias podem ser mais
recorrentes em ambientes fechados, mas nada
que possa influir patogenicamente na criagao dos
animais do Biotério. As bactérias identificadas
nao correspondem a grande variedade de espécies
bacterianas, como o Proteus mirabilis e Staphylo-
coccus aureus, responsaveis por infeccdes ou
patogenias nos animais, comprovando mais uma
vez a eficiéncia das barreiras sanitarias adotadas.
Apesar de ter sido identificado o género Staphylo-
coccus spp, foi descartado que este poderia ser da
espécie Staphylococcus aureus, ja que os testes de
Dnase foram todos negativos.

A identificagdo bioquimica das bactérias da
maioria da amostras correspondeu a identificagao
molecular. Isso permite assegurar que a falta de
meios de cultura mais especificos devem ser uti-
lizados em monitoramentos ambientais futuros
para que a identificagdo bioquimica das bactérias
a nivel de espécie seja possivel, possibilitando
maior seguranga nos resultados.

Para que se desenvolva um trabalho de con-
trole da saude animal é necessario padronizar
processos (a saude animal influi em processos
experimentais e tende a ser melhor observada,
para que os mesmos ndo sejam retrogados).
Com o monitoramento ambiental sera possivel
estabelecer uma rotina eficaz do controle de mi-
crorganismos no ambiente escolhido e evidenciar
as barreiras sanitdrias eficazes. Aliado a outros
controles como o parasitoldgico e bacteriologi-
co (em vias de implantagdo), o monitoramento
ambiental manterd assegurada a satide animal no

Biotério de criacao da Funed.
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ENVIRONMENTAL MONITORING IN THE ANIMAL HOUSE

Animals raised in a biotherium ensure the quality of biological experiments in order
to improve the quality of human life. Experiments are being tested in alternative me-
thodologies in order to minimize the amount of animal used in consideration of ethical
issues. The field of study of this work is biotherium at Funed the mice bred of the Swiss
Webster strain, the overall goal being the improvement of animal quality control has
already been done. The environmental monitoring proposed by this work contributes
to minimize the entry of microorganisms utilizing more efficient sanitary barriers. Also,
monitoring the ambient of the pilot room (foundation colony). The methodology used
was the plating area, with 20 minutes of exposure. Identifications of bacterial colonies
were performed which grew after 48 hours incubation at 35°C, through biochemical
and morphological characteristics in Gram stain. A second molecular identification
was performed using specific primers. Fungal colonies were also observed in growth
after incubation at room temperature, and then. This work allowed the observation of
the effectiveness of the disinfection of the biotherium with significantly reducing the
number of microorganisms, as well as evaluating the importance of monitoring animal
health and its relevance in the pursuit of high standards in producing desired health
of animals used in scientific research.

Keywords: Laboratory animals. Microbiology. Environmental monitoring. Molecular
biology.
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0O camundongo em biotério € um animal social, agressivo e extremamente territorialista.
As relagdes entre o individuo e o grupo assim como sua busca em acesso a reprodu-
¢do e alimento promove a estruturagdo de uma ordem hierarquica. Esta hierarquia é
classicamente associada a quem agride (dominante) e quem € agredido (subordinado).
Através do uso do sistema de gaiolas interligadas (SGI), buscamos esclarecer a dindmica
desta estrutura e a posi¢éo do individuo dependendo do momento. Além disso, também
podemos verificar as relagdes de afinidade entre os individuos e a caracterizagéo do indi-
viduo em relagéo ao perfil de dominancia/subordinagéo. Nossos resultados demonstram
que os camundongos da linhagem Swiss Webster em biotério sdo capazes de formar
relacdes de afinidade (fraternais) quando agrupados jovens e preferindo ficar entre seus
semelhantes quando reagrupados na idade adulta. Adominancia é realizada por apenas
um individuo e sugerimos que o objetivo desta atitude seja 0 acesso exclusivo a uma
determinada area e possivelmente ao alimento e acasalamento. Quando dividimos em
duas categorias, 0 dominante protege seus semelhantes e agride prevalentemente os
individuos da categoria contraria. Os subordinados podem variar entre os que buscam
a dominancia (disputantes) e os individuos que buscam néo se envolver nos episodios
agressivos (neutros). Ha um individuo que sofre até 90% das atitudes agressivas do
dominante, chamamos esta categoria como “subordinado alvo”.

Palavras-chave: Camundongos. Biotério. Hierarquia e Comportamento Agressivo.

= nome cientifico é Mus muscullus'. Sao acasalados,
1 INTRODUGAO . © o
mantidos e utilizados conforme seu status genéti-

co. Basicamente, sdao divididas em consanguineos

Camundongos utilizados em investigagdes bio-  (inbred) e ndo consanguineos (outbred)?. A partir
médicas sao mamiferos da familia Muridae, subfa-  desta divisao ¢ desenvolvida uma enorme quan-
milia Murinae, ordem Rodentia e género Mus. Seu  tidade de linhagens com diferentes caracteristicas

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 43-60, 2013

49



ESTUDO DA HIERARQUIA DE CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER ATRAVES DO USO DE SISTEMAS COM GAIOLAS INTERLIGADAS (SGI)

50

genotipicas e fenotipicas. Apresenta um corpo
pequeno e fusiforme, metabolismo acelerado,
com batimentos cardiacos em torno de 600 a 700
por minuto e aproximadamente 160 movimentos
respiratorios por minuto. Possuem a temperatura
corporal mantida entre 35,2 a 37,9°C e seu con-
trole térmico corporal ¢ realizado principalmente
pela ingestdo de agua'>3. No que diz respeito ao
comportamento individual, apesar de serem da
mesma espécie, existe um perfil comportamental
diferente entre as linhagens, idades e mesmo entre
os grupos da mesma linhagem*. Sua expectativa
de vida média ¢ de dois anos, chegando a alguns
casos de até quatro anos!-2.

A hierarquia ¢ definida como a ordenagao
de elementos por ordem de importancia. Em
humanos, ha uma hierarquia social nomeada,
descrito pela organizacdo da familia, tribo ou
cla, organizagdo do trabalho, politica, etc.’ Em
camundongos alojados pode observar a chamada
hierarquia de dominancia®. Este tipo pode ser de-
finido como um sistema organizado de individuos
no grupo, determinado por competi¢ao®’. Ele
também pode ser dividido em: linear, sem agres-
sividade ou despotica, com intensidade variavel
de agressividade®.

Hé uma estreita relagdo entre a hierarquia de
dominancia e a teoria da selecdo sexual®®. Animais
sociais como o0s primatas ndo-humanos, algumas
espécies de aves e peixes mostram que os indivi-
duos dominantes submetem seus subordinados a
restricao de espago (territorialidade), a alimen-
tacdo e a possibilidade de acasalamento'®. Em
consequéncia disto, obtém sucesso reprodutivo
por aumentar a probabilidade de frequéncia de
Seus coitos e possuir mais recursos para investir
na sobrevivéncia de sua prole. Schjelderup-Ebbe!!
que descreveu o estabelecimento de uma hierar-
quia de dominancia em camundongos relatou a alta
agressividade deste modelo no estabelecimento
das posigoes hierarquicas classicas: dominante e
subordinado. Segundo este autor, a agressividade
pode ser estimulada por fatores externos, como por
exemplo, a queda na temperatura ou escassez de
alimento, mas, por vezes, nao € possivel observar
uma causa definida (exceto no acasalamento)'!.

Apesar de serem da mesma espécie, conforme
resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa,
também ha diferengas no comportamento agres-
sivo/dominancia entre as linhagens mantidas em
biotério (dados ndo publicados). Camundongos
Swiss Webster, machos e adultos foram altamente
intolerantes uns com os outros, principalmente
durante a demarcagao de territdrios, promovendo
entdo alta intensidade de agressividade. A linha-
gem BALB/c demonstrou menor agressividade e
uma melhor capacidade de organizar seus grupos
(quando nao havia presenga de fémeas). Os ca-
mundongos C57Bl1/6 aparentemente demonstram
incapacidade de organizacao hierdrquica e redu-
zidos eventos agressivos!'?.

Os fatores que determinam as posi¢des sociais
de dominante/subordinado nao estdo completa-
mente esclarecidos. Diversos autores sugerem
que fatores como a condi¢do fisiologica ou de
saude, a capacidade para agredir/defender ¢ a
experiéncia anterior (aprendizagem) sdo im-
portantes para esta estrutura de hierarquia®!3-14,
Hilakivi et al. observaram diferengas hormonais ¢
neuroquimicas comportamentais em camundon-
gos dominantes e subordinados. Camundongos
subordinados apresentavam niveis mais eleva-
dos de serotonina no hipotalamo, hipocampo
e no tronco cerebral quando comparados com
o dominante. Por outro lado, os camundongos
dominantes reduziram as concentragdes de dopa-
mina no tronco cerebral!>16 e de corticosteroide
sistémico (dados nao publicados).

Nosso grupo de pesquisa implementou o Mo-
delo de Agressividade Espontanea (MEA) base-
ado no agrupamento/reagrupamento dos mesmos
animais observados desde a sua juventude até a
idade adulta!”. Acrescentamos a este modelo o
Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI). Buscamos
através deste sistema, manter em agrupamento
dois grupos diferentes (quando jovens) e reagru-
pados na idade adulta e area exclusiva para cada
grupo e possibilidade de fuga para os individuos.
Entdo nosso objetivo neste trabalho ¢ decrever as
caracteristicas comportamentais da estruturacao
hierarquica de camundongos em biotério e tam-
bém caracterizar o comportamento dos individuos
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em usa posi¢ado social dentro do grupo de animais
através do uso do SGI.

2 MATERIAL E METODOS

Animais.: Requisitamos ao Centro de Criagao
de Animais de Laboratorio da Fundacao Oswaldo
Cruz (CECAL/FIOCRUZ) para cada ensaio (n=3)
50 camundongos da linhagem Swiss Webster, ma-
chos com trés semanas de vida. Recebemos estes
animais no Setor de Experimentagdo Animal dos
Laboratorios de Biologia Celular e Inovagdes em
Terapias, Ensino e Biofilmes do Instituto Oswal-
do Cruz (SEA LBC/LITEB) e adaptamos estes
animais ao novo ambiente por uma semana. Esta
adaptacao foi realizada em estantes ventiladas com
temperatura, umidade e fotoperiodo controlados
segundo aos padroes e normatizagdes ambientais
vigentes. Foi oferecida agua e ra¢do a vontade e
a rotina de higienizac¢do foi realizada duas vezes
por semana. Os procedimentos desse projeto fo-
ram realizados sob licenca nimero LW-5/12 da
Comissao de Etica para o Uso de Animais (CEUA/
FIOCRUZ).

Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI)

Na 3% semana de vida agrupamos os animais em
duas diferentes categorias: Amarelos (Aml a5)e
Azuis (Azl a 5) com 5 animais cada gaiolas (Fi-
gura 1). Utilizamos marcagao temporaria de Boun
para a coloragdo amarela e Violeta de genenciana
para a coloracao azul. A identificagdo individual
deveu-se a respectiva parte do corpo colorida de
forma a individualizar os animais entre cl e c5.
Estruturamos o SGI através da ligacao entre trés
gaiolas por conexdes hidraulicas de PVC no ta-
manho a permitir a passagem de um camundongo
adulto. Estas gaiolas foram divididas entre area 1
(A1), area 2 (A2) e area 3 (A3). Estes SGI foram
divididos entre Sistema 1 ao 5 (S1 ao S5) onde
receberam os animais, na 10* semana de vida, na
respectiva ordem, S1: grupos Aml e Azl (n=10);
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S2: grupos Am2 e Az2; S3: grupos Am3 e Az3;
S4: grupos Am4 e Az4 e S5: grupos Am5 e Az5.
Realizaram-se na 12?, 14* ¢ 16* semana de vida
os parametros comportamentais, teste de forga
muscular e peso corporal.

Testes comportamentais

Etograma: Realizamos a filmagem (vista
superior) nos agrupamentos (4?, 6* e 8" semana
de vida) e posteriormente nos reagrupamentos
(127, 14* e 16 semana de vida) de cada grupo
por 60 minutos continuos através de uma camera
Canon PowerShot SX20 IS® (Lake Sucess, NY -
EUA). Conseguimos um total de 3.600 minutos
de gravagdo para cada ensaio e registramos por
fotografia as alteracdes mais representativas de
cada grupo. A partir destas filmagens determina-
mos os quesitos avaliados em nosso etograma:
a) identificacdo de dominante/subordinado; b)
quantificacdo do niimero de ataques em cada
animal; ¢) tempo de permanéncia de cada animal
nas respectivas areas do SGI; d) percentual dos
individuos de cada categoria nas respectivas areas
(comparando entre 1 ¢ 24 horas apos a limpeza
da gaiola); f) identificagdo do padrdo de com-
portamento agressivo (PCA), como mordidas,
ferimentos e lesdes ocasionadas por lutas nos
individuos de cada grupo; g) intensidade do PCA
de 1 a4+ correspondente a cada grupo e a cada in-
dividuo. Determinamos que o escore zero (0) esta
relacionado aos grupos com a auséncia e/ou pre-
senca de vocalizagdes e perseguicdes, contudo,
ndo apresentavam sinais de mordidas ou lesdes
no corpo do animal. O escore de uma cruz (1+)
a presenca de eventos agressivos reduzidos, com
ou sem carater sexual (tentativa de coito entre os
individuos) e a presenca de pequenas mordidas ou
ferimentos em algum lugar do corpo do animal.
Para o escore duas cruzes (2+) para os grupos,
correlacionamos a presenga de reduzidos eventos
agressivos sem carater sexual e discretos sinais
de mordidas na regido da cauda, dorso ou bolsa
escrotal dos individuos. O escore trés cruzes (3+)
esta relacionado a presenga de eventos agressivos
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moderados no grupo (com ou sem especificidade
entre os individuos) e a observagao de ferimentos
e lesdes moderadas na cauda, dorso e bolsa escro-
tal nos animais. O escore quatro cruzes (4+) alta
frequéncia (ou intensidade) de eventos agressivos
(com ou sem especificidade entre os individuos)
e a presenca de marcantes de lesdes e ferimentos
na cauda, dorso e bolsa escrotal. Em alguns casos,
os ferimentos podem ocorrer com intensidades
variaveis, em outros pontos do corpo como torax,
abdome e patas dianteiras. Fotografamos todos
os sistemas a cada limpeza de gaiola.

Teste de forca muscular

Neste teste utilizamos o aparelho grip metter
force (Insight Inds, SP, Brasil) ¢ constituido por
uma pequena grade de arame (8x8 cm) ligada a
um transdutor de for¢a isométrica (dinamdmetro).
Este teste consistiu na colocacao do animal pelas
patas dianteiras na pequena grade puxando pela
cauda suavemente para tras para medir a forgca
maxima exercida pelo camundongo antes de per-
der aderéncia. A média das trés medidas para cada
animal foi calculada e expressa em Newtons (N).

Peso corporal e consumo de alimento

Avaliamos na 12%, 14* e 16® semana de vida o
peso corporal de cada animal através do uso de
uma balanca analitica (REF) e calculamos o ganho
(ou perda) de peso entre as semanas estudadas
para cada animal. Nos mesmos periodos descritos
acima, calculamos o percentual de consumo de
racdo, pela diferenga entre a quantidade colocada
e consumida ap6s 72 horas nas respectivas areas
(Al aA3).

4 RESULTADOS

Dentre os cinco sistemas avaliados, obtivemos
um grande e complexo conjunto de resultados.

Para podermos analisar e ilustrar estes resultados,
selecionamos dois sistemas com os resultados
mais representativos para o esclarecimento de
nossa hipodtese cientifica.

O primeiro quesito estudado foi a incidéncia da
categoria de camundongos (amarelos e azuis) em
ficarem juntos entre os seus semelhantes, apos a
limpeza da gaiola. No S1 (Fig. 1) observamos na
122 (A), 14* (B) e 16* semana de vida (C) o per-
centual de animais amarelos e azuis (Am/Az) nas
areas Al, A2 e A3 do sistema. Na primeira hora
de filmagem apds a limpeza da gaiola, os animais
de ambas as categorias misturam-se e ndo hd uma
preferéncia claramente observavel. Por exemplo:
na 12* semana de vida, os Am estao em 40% na Al
e 60% naA2. 100% dos Az encontravam-se na A3.
Na 14 semana de vida, observamos na A1 20%
de Am e 20% de Am. Na A2 houve a preferéncia
de 60% de Am ¢ 20% de Az, assim como na A3
com 20% de Am e 60% de Az. Na 16 semana de
vida, observamos novamente o padrao de 40%
de Am estdo na Al e 60% na A2. Enquanto que
100% de Az mantiveram-se na A3. No S5 (Fig.
2) na 12* (A), 14* (B) e 16 semana de vida (C)
também descrevemos o percentual de animais
amarelos e azuis (Am/Az) nas arecas A1, A2 ¢ A3
do sistema. Os resultados foram semelhantes ao
sistema anterior, onde 1h apos a limpeza das caixas
0s animais misturam-se entre as categorias, inde-
pendentemente da idade. Na 12* semana de vida,
20% do Am encontravam-se na Al, 60% na A2 ¢
20% na A3. Cerca de 100% dos azuis estavam na
A3.Na 14" semana de vida, 100% de Am estavam
na A3 e para os Az 60% na A2 e 20% na A3. Na
16* semana de vida 100% do Am encontravam-se
na A3. Além disso, 60% dos Az estavam na Al,
20% na A2 e 20% na A3.

Buscamos estruturar uma hierarquia a partir da
correlagdo entre numero de ataques promovidos/
sofridos (Atq) em 60 minutos, padrao de compor-
tamento agressivo (PCA), peso corporal (PC) e
ganho de peso (GP) entre as semanas e for¢a mus-
cular (Grip). Estabelecemos um critério de priori-
dade relacionado ao Atq e PCA, determinando o
primariamente o dominante e o subordinado para
osistema 1 (Fig. 3). Esta classifica¢do foi realizada
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Swiss Webster
Machos
32 semana de vida

Am1 Am2 Am3 Am4 Am5
n=05
Az1 Az2 Az3 Az4 Az5
n=05

10? semana de vida
Reagrupamento / Sistema

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4 Sistema 5

Am1 Am2 Am3 Am4 Am5
= =

Az1 Az2 Az3 Az4 Az5
= 5 e e s

n=10

]
| Entre a 122 e a 162 semana de vida |
Etograma
Teste de Forgca Muscular
Peso Corporal e Consumo de Ragéo
Figura 1: Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI):

Estruturamos este sistema a partir do
agrupamento de camundongos com 3
semanas de vida em grupos separados
(n=5) identificados de amarelo (Am1
aAmb) e azul (Az1 a Az5) por uma
marcacgao temporaria. Cada animal
também foi identificado individualmente
entre ¢1 a ¢5 pela posicao colorida no

corpo. Na 10% semana de vida, realizamos

o reagrupamento dos animais no SGlI
colocando nos sistemas: S1 (Am1 e Az1),

S2 (Am2 e Az2), S3 (Am3 e Az3), S4 (Am4

e Az4) e S5 (Amb5 e Az5). Na 128, 142 e
162 semana de vida realizamos em cada
animal o etograma, teste de forga mus-
cular, peso corporal e consumo de ragao.

Figura 2
A
% % %
1h | 38/22 l 30/40 I 30/37 |
24h | 40/00  , 60/00 | | 00/100
B
1h 30/10 | 2442 | 44/50
24h 20/20 j | 6020 | | 20/60
Cc
1h 38/22 | 3822 | 38/22
24nh |_40/00 j  60/00 | | 00/100
A1 A2 A3
Figura 3
A
% % %
T 06/34 l 14/16 I 78/50 |
24h 20/00 j | 60/00 | | 20/100
B
1h 40/60 | 40720 ,  20/20
24h 00/20 j | 00/60 | | 100/20 |
Cc
1h 20/00 ( 00/40 , , 80/60
24h | 00/60 | | 00/20 | | 100/20 |
A1 A2 A3

Figura 2 e 3: Permanéncia dos animais por area
do sistema: Calculamos apos 1 e 24
horas da limpeza da gaiola o percentual
(%) de permanéncia dos individuos de
cada categoria nas respectivas areas
do sistema (A1, A2 e A3). Realizamos

nas 12* (A), 14* (B) e 16 (C) semana de vida. O
S1, na 12* semana de vida, apresentou o C3Am
como dominante, promovendo 10 episodios de
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este calculo na 122 (A), 142 (B) e 162
(C) semana de vida e comparamos

os sistemas S1 (Fig. 2) e S5 (Fig.

3). Representamos o0 percentual na
propor¢éo entre Am/Az para cada area.
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ataques em 60 min. Nenhum dos demais mem-
bros da categoria Am receberam algum tipo de
agressividade. Na categoria Az, todos receberam:
1 episodio para o C5 e C2Az ¢ 4 episddios para o
C3 e C1Az. Curiosamente, o C4Az foi o Unico da
categoria contraria ao dominante que ndo recebeu
nenhuma atitude agressiva. Nao observamos ne-
nhuma alteragdo significativa ou correlagdo entre
a dominancia e os outros quesitos como PCA,
PC e GRIP. Em relacdo ao GP, observamos que
o dominante demonstrava perda de peso (-1.8g)
assim como os subordinados C2Az (-1.1g); C3Az
(-0.3g) e C1Az (-3.1g). Na 14* semana de vida
houve uma inversao da dominéncia estabelecida.
O C1Az promoveu 14 ataques/60 min, nos quais
cerca de 12 foram somente no C3Am. Estes ata-
ques apresentaram caracteristicas mais violentas,
com PCA de 1 para o C4Az, C1 e C5Am. Para o
C3Am os ataques atingiram PCA com escore 2.
Novamente ndo observamos nenhuma alteragao
significativa ou correlacdo entre a dominancia e
os outros quesitos como PCA, PC e Grip e apenas
o dominante (C1Az) apresentou perda de peso
(-1.92) quando comparado com os outros indi-
viduos. Na 16* semana de vida a dominancia de
C1Az foi mantida, com uma agressividade menor,
apenas 4 ataques/60 min e ainda prevalecendo a
agressividade para o C3Am (3 episodios) e CIAm
(1 episodio). Neste momento, € a primeira vez que
observamos ganho de peso no dominante (0.8g)
e varios outros animais demonstraram perda de
peso: C2Am (-0.1g); C3Az (-3.5g); C4Am (-3.7g);
ClAm (-0.3g) e C3Am (-2.0g). Nao observamos
nenhuma alteracdo significativa ou correlacao
entre a dominancia ¢ os outros quesitos como
PCA, PC e Grip. No sistema 5 (Fig. 4), os dados
diferenciaram-se do anterior por uma falta de es-
tabilidade e uniformidade na dominancia. Além
disso, destacamos uma maior agressividade do
dominante e dos disputantes a dominancia. Na 12*
semana de vida, o C2Az promoveu 33 episodios de
ataques distribuidos a todos os outros componen-
tes, independentemente da categoria. Além disso,
o PCA foi de 1 para C3Az ¢ C3Am; PCA 2 para
ClAz,Cl1Ame C2Am. Apenas 0 C3Az (1.2g)eo
C1Az(1.0g) demonstraram ganho de peso entre as

semanas. Ha uma mudanc¢a na dominancia deste
grupo na 14* semana de vida. O C3Az promove
18 episddios agressivos distribuidos por todos os
outros componentes. O C4Az também promove 2
ataques ¢ o C4Az promove 2 episodios e sofre 1.
Apenas 0 C3Az, C2Az e 0 C5Az ndo apresentaram
PCA (0). Em relagdo ao ganho de peso, todos os
animais apresentaram ganho em seu peso, a exce-
cdo de C2Az que perdeu 1.4g. Na 16® semana de
vida, ha um aumento da agressividade promovida
pelo dominante, promovendo 40 episddios de
agressividade e sofrendo 4 ataques em 60 min.
O C4Az promoveu 23 episodios e sofreu 6. O
C2Az promoveu 12 e sofreu 4. Todos os outros
apenas sofreram os ataques. O PCA elevou em
diversos animais para 2 e 3. Apenas 0 C2Az (1.8g)
e 0 C1Az (2.7g) ndo tiveram perda de peso. Nao
observamos, em nenhuma das idades estudadas,
nenhuma alteracdo significativa ou correlacao
entre a dominancia e os outros quesitos como
PCA, PC e Grip.

Na figura 5 (S1) e 6 (S5) correlacionamos a
presenca e o tempo de permanéncia do dominante
(min) e o percentual do consumo de ragao nas
respectivas areas do sistema. Em relagdo ao S1,
na 12* semana de vida, o dominante (C3Am)
permaneceu mais tempo na Al (25 min), porém
0 maior consumo de racdo na area 3 (60.6%).
Na 14* semana de vida, o C1Az torna-se domi-
nante e permanece mais tempo (22 min) na Area
2, mantendo o maior percentual de consumo
de ragdo na Area 3 (48.3%). A manutengio do
C1Az na dominancia demonstra na 16* semana
de vida uma divisdo no tempo de permanéncia,
24 minutos na Area 1 e 22 minutos na Area 3.
Curiosamente, observamos uma relacao entre os
residuos encontrados nas gaiolas e a permanén-
cia do dominante das areas. As areas de escolha
do dominante s3o mais limpas do que as outras
areas, indicando que, em geral, este animal de-
marca seu territorio ¢ os demais componentes
do grupo sao destinados para permanecerem nas
outras areas. Nao observamos a reprodutibilidade
dos resultados acima descritos para o S5. Na 12?#
semana de vida, a dominancia do C2Az demons-
tra maior permanéncia de um grande numero de
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Figura 4

Figura 5

B 5585 BE58888

C3Am C5Am C1Am C2Am C4Am C4Az C5Az C2Az C3Az C1Az

Atg 100 00 00 00 00 00 01 01 04 04
PCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GP 18 20 13 04 01 -2 09 -1 -03 -31
PC 381 470 410 423 453 436 405 528 428 400
Grip 350 371 368 376 267 265 491 208 261 301

5B 58888888

C1Az C2Az C5Az C4Am C2Am C3Az C4Az C1Am C5Am C3Am

Mg 140 00 00 00 00 00 00 01 01 0M2
PCA 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2

GP 19 90 40 39 29 19 48 27 06 28
PC 381 681 447 445 306 452 484 437 476 409
Grp 262 272 394 223 287 246 329 335 256 388

6008888838038

C1Az C5Az C4Az C5Am C2Am C2Az C3Az C4Am C1Am C3Am

Atlg 400 0/0 0/0 0/0 00 0/0 00 00 01 03
PCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2

GP 08 1.1 1.0 0.7 01 27 35 37 -03 -20
PC 381 456 494 483 451 591 412 269 434 389
Grip 287 421 357 217 355 293 254 166 274 437

B BB BE888B

C2Az C4Am C5Am C5Az C4Az C3Az C3Am C1Az C1Am C2Am

Atg 3300 072 0/2 0/3 0/4 03 0/4 06 06 03
PCA 0 0 0 0 0 1 1 2 2 2

GP 31 36 08 -05 33 12 23 10 -29 -18
PC 457 451 411 429 426 460 471 405 371 394
Grip 240 403 368 266 262 142 336 286 320 324

S s BEBBEBSS

C3Az C2Az C5Az C4Az C1Az C3Am C5Am C2Am C1Am C4Am

Atg 1800 20 0/2 N1 00 072 01 05 03 08
PCA 0 0 0 1 2 2 2 2 2 2

GP 18 14 1.9 28 07 10 11 11 13 14
PC 478 443 448 454 412 481 422 405 384 465
Grip 330 442 447 376 481 413 381 364 333 407

0883830880070

C3Az C4Az C2Az C5Az C1Az C4Am C3Am C1Am C5Am C2Am

Atg 404 2316 1214 05 01 06 011 013 013 014
PCA 0 0 0 0 2 2 2 3 3 3

GP 14 12 1.8 -1.0 27 10 -02 12 13 13
PC 464 442 461 438 439 455 479 372 409 392
Grip 266 214 387 437 414 346 389 321 368 344

Figura 4 e 5: Estrutura e dindmica de hierarquia: Na 122 (A), 142 (B) e 16 (C) semana de vida
esquematizamos a estrutura de hierarquia para os sistemas S1 (Fig. 4) e S5 (Fig. 5). Este
esquema segue a ordem de prioridade para os quesitos: Atg, numero de ataques promovidos em
comparagao ao numero de ataques sofridos (Ataque/Atacado). PCA, padrao de comportamento
agressivo de 0 a 4+ onde os animais que sofrem mais ataques e mais machucados ocupam as
posices mais inferiores da escala social. GP, célculo do ganho de peso entre as semanas e PC
peso corporal em cada semana estudada (gramas). Grip, valor da forga muscular medida pela
resisténcia do animal em prender-se a grade e expressa em Newton (N).

individuos na Area 3, corroborando com o maior
consumo de ragdo (44.3%). Porém o dominante
permanece tanto na Area 1 (20 min) quanto na
Area 2 (26 min). Na 14* e na 16* semana de vida,
com a presenca de dominantes/disputantes nao
conseguimos determinar exatamente quem € o
dominante ¢ qual a area de preferéncia deste.
Porém, observamos que o consumo de racdo ¢
mais prevalente na Area 3 (55.6% na 14% e 55.3%
na 16" semana de vida). Pela presenca de residuos
na gaiola, observamos que os animais dividem-
-se entre a Al e a A3, em certos momentos, com
presenga de um maior nimero de animais na
Area 1 (14* semana de vida) ou na Area 3 (16°
semana de vida).
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A partir destes resultados, sugerimos um es-
quema de estrutura hierarquica revelando a alta
dindmica na alternancia entre dominantes e su-
bordinados. Na figura 7, a partir do encontro de
dois tridngulos inversos estipulamos 4 categorias:
A — tridngulo central (azul claro) — dominante,
apenas um unico animal que exerce com diferentes
intensidades de agressividade a sua lideranga no
grupo. B - tridngulos vermelhos — disputantes:
sdo varios animais que agridem e sdo agredidos
pelo dominante durante a dindmica de busca pela
lideranca. C — dentro do tridngulo — neutros: sdo
alguns animais que ndo se envolvem nos episodios
agressivos. D — triangulo inferior (azul escuro)
chamamos de “subordinado alvo”, pois até 90%
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dos ataques sao direcionados a este individuo.
Consideramos pela dindmica de dominancia, que
os subordinados estdo ligados a todas as catego-
rias. Dependendo do momento em que observa-
mos os individuos que estdo ligados aos eventos
agressivos podem estar promovendo ou sofrendo
a agressividade.

Acredita-se que, em animais sociais, o estabe-
lecimento da estrutura hierarquica ¢ uma caracte-
ristica evolutiva desenvolvida para a perpetuacao e
evolucdo da espécie!®!. A organizacdo de grupos,
bandos, tribos, clas e sociedades facilitam no

desempenho das respectivas fungdes dentro dos
agrupamentos e possibilitam o maior acesso e
aproveitamento dos recursos necessarios para os
individuos'®. H4 diversos estudos, em vdrias espé-
cies, tanto em cativeiro quanto em vida livre, des-
crevendo a dindmica das relagdes e das posig¢des
sociais dentro de um grupo de animais®*2!?223 No
entanto, poucos trabalhos relacionam-se ao estudo
do camundongo, principalmente em biotérios.
Neste trabalho, observamos que camundongos
machos da linhagem Swiss Webster quando agru-
pados jovens, formam algum tipo de relagdo “fra-
ternal” ¢ ndo ha a demonstracao clara de estrutura
hierarquica classica determinada pela presenca de
dominantes (agressores) e subordinados (agre-
didos)?*?°. Acreditamos que haja algum tipo de
lideranca estabelecida e talvez alguma organizagao

TP (min) CR (%)
Areal 25 25,3

Area2 05 14,6

Area3 15 60,6

TP (min) CR (%)
Areal 10 34,3

Area2 22 37,3

Area3 18 48,3

TP (min) CR (%)
Areal 24 43,3

8 Area2 08 17,6
C1Az

Area3 22 42,3

Area3
| p

TP (min) CR (%)

m Areal 20 31,0

8 Area2 12 11,3
W C2Az

; A

Area; ,}A’r’eaZ
Area3 26 443
TP (min) CR (%)
Areal 37 18,0
Area2 43 31,6
Area3 45 55,6

TP (min) CR (%)
Areal 33 33,0

Area2 52 17,3

Area3 41 55,3

Figura 6 e 7: Relagdo entre a presenga do dominante e o consumo de ragdo: Na 122 (A), 142 (B) e 162 (C)
semana de vida mensuramos o tempo de permanéncia (minutos) do dominante nas areas (A1, A2
e A3) e correlacionamos com o percentual de consumo de ragéo de cada area para os sistemas
S1 (Fig. 6) e S5 (Fig. 7). Fotografamos cada sistema, nas respectivas semanas, ap6s 72 horas
da ultima limpeza de gaiola e evidenciamos maior deposi¢do de dejetos em areas contrarias a

presenca do dominante.
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Reproducao

dominante

Ragao

50
50

neutros

disputante

inferior

Figura 8: Estrutura social de camundongos
em biotério: Apds seis semanas de
observagao, identificamos as categorias:
a) dominancia: exercida por apenas um
Unico animal, com diferentes intensidades
de agressividade (triangulo claro); b)
subordinados: dividimos esta categoria
em: disputantes (envolvidos nos eventos
agressivos — triangulos), neutros (nao
envolvidos em eventos agressivos
— hexagono no interior da figura) e
subordinado alvo (que sofre 0 maior
numero de agressdes do dominante —
tridngulo escuro). Sugerimos que esta
estrutura hierarquica obedece a uma
dinédmica variavel, principalmente entre o
dominante e os subordinados (disputantes
e alvo), mantendo-se fixos 0s neutros.
Também acreditamos que 0 objetivo da
dominéncia é 0 acesso e permanéncia
exclusiva na area ocupada, para garantir
o alimento e aumentar as chances de
acasalamento.

RESBCAL, Sao Paulo, v.2 n.1, pg. 49-60, 2013

social, porém ndo estabelecida através da agressi-
vidade. Este resultado esta de acordo com outro
estudo da literatura quando revisa a influéncia do
instinto, principalmente nas relagdes humanas.
Este autor descreveu que em insetos e outros ani-
mais, a primeira estrutura social estabelecida para
animais sociais ¢ a familia. Dentro da qual, busca-
-se protec¢do e a cooperagio entre os individuos'®.
Nossos resultados corroboram esta ideia onde os
mesmos camundongos agrupados quando jovens,
reconhecem-se, possivelmente pelo sistema de
ferormonios?%?’, e na confrontagdo com um grupo
diferente ¢ o estabelecimento de uma hierarquia
despdtica (agressiva) o dominante tende a prote-
ger os seus semelhantes e facilitar seu acesso a
alimentacao.

O camundongo ¢ um animal com metabolismo
altamente acelerado, com maturidade sexual (ida-
de adulta)!2. E coerente observarmos uma rapida
dinamica entre suas relagdes sociais. Estes ani-
mais quando reagrupados em idade adulta busca
estabelecer uma hierarquia baseada em um unico
dominante (com agressividade de intensidade va-
ridvel) e subordinados (que sofrem as agressoes).
Porém através do SGI foi possivel detalhar um
pouco mais esta estrutura. Observamos que ha a
presenca de dominantes e subordinados, porém
dentre estes subordinados, ha individuos que
sao disputantes a dominancia e envolvem-se em
eventos agressivos e individuos, que chamamos
de “neutros”, que se subordinam, ndo disputam a
dominancia e buscam nao envolver-se nos eventos
agressivos. Outra categoria nos chama a ateng¢ao
que ¢ o “subordinado alvo” que sofre quase 90%
das agressdes do dominante e demonstra lesdes
significativas. Tendemos a acreditar que este ani-
mal ocupa a posi¢ao mais inferior da escala social,
por sua presenga ser uma ameaga permanente ao
dominante.

Acreditamos que o objetivo do dominante esta
relacionado ao seu instinto primitivo, obedecendo
principalmente a sele¢do sexual'®?®, Através do
SGI, observamos que o dominante busca uma
area exclusiva para sua permanéncia, isolando o
restante do grupo para outra drea. Comparando
outros animais sociais, sugerimos que esta atitude
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esta relacionada ao acesso a alimentagao e também
areprodugado, pois estabelecendo seu territorio sem
oponentes facilitaria seu acasalamento, no caso do
surgimento de alguma fémea'?.

Este territorialismo torna-se evidente quando
ha o estabelecimento definido do individuo do-
minante e auséncia (observavel) de disputantes
agressivos. E relevante também discutir que
durante o processo de disputa e troca de domi-
nantes, ha a preferéncia do individuo pela area de
passagem (A2), pois possibilita a observacao de
todos os individuos e encontrar mais facilmente
o “subordinado alvo”. Além disso, apesar da ex-
clusividade da area para o acesso a alimentagao,
o estabelecimento da dominancia é uma situacao
estressante para todo o grupo, principalmente
para o dominante. Em todos os casos, observa-
mos que o dominante e o disputante (mais ativo)
demonstram perda de peso, assim como em fases
de maior agressividade dentro do grupo. Por
exemplo, quando nao ha uma aceitacao completa
do dominante. Quando ha esta aceitagdo, tanto
o dominante quanto os demais componentes do
grupo apresentam ganho de peso.

Finalizando, a dominancia nao esta relacionada
a0 “mais forte” e sim ao mais adaptado'®>°. O peso
corporal destes animais, assim como a sua forca
muscular, ndo esteve diretamente relacionada a
posicao de dominancia hierarquica e nem aos seus
disputantes. Na literatura, principalmente em pri-
matas ndo humanos, normalmente relaciona-se a
disputa de lideranca a diferenca de idade. Os mais
jovens disputam com o dominante, geralmente o

mais velho®?. No caso de camundongos em bioté-
rio, ndo parece ser este fator primordial.

6 CONCLUSOES

O SGI demonstrou ferramenta 1til para a ava-
liagdo comportamental de camundongos em bio-
tério. A manutencao tradicional de camundongos
em uma gaiola simples e pequena impossibilita a
aplicagcdo do comportamento exclusivista e terri-
torialista do dominante. Através do SGI foi pos-
sivel observar o objetivo do dominante e também
outras posi¢des sociais dentro do grupo, como
dominantes, subordinado (disputantes e neutros)
e “subordinado alvo”. Além disso, também foi
possivel pelo SGI, observar que camundongos,
quando agrupados jovens, reconhecem-se durante
aidade adulta e mesmo quando confrontados com
outros individuos de outros grupos mantém sua
relacdo de afinidade.
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STUDY OF HIERARCHY SWISS WEBSTER MICE THROUGH THE USE

OF INTERCONNECTED SYSTEMS CAGES (ISC)

The mice in animal facilities are a social animal, aggressive and extremely territorial.
The relationship between the individual and the group as well as their search access
to feed, reproduction and promotes structuring a hierarchical order. This hierarchy is
classically associated with aggressors (dominant) and who is attacked (subordinate).
Through the use of Interconnected Systems Cages (ISC), we find to clarify the dy-
namics of this structure and the social position (depending on the period observed).
Our results show that the lineage Swiss Webster mice are capable of forming affinity
relations (fraternal) when grouped young. These animals prefer to remain among their
fellows after the regrouping. The dominance is performed by only one individual and
suggest that the goal of this attitude is the exclusive access to a particular area and
encouraging to food and mating. When divided into two categories, the dominant
protects his fellow of opposite category to attacks. Subordinates may vary between
those who find dominance (disputants) and individuals who find not to engage in
aggressive episodes (neutral). There is an individual who suffers up to 90% of the

aggressive actions of the dominant call this category as “subordinate target”.
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Com o advento da promulgagao da Lei 11794/2008 (Lei Arouca), posteriormente regu-
lamentada pelo Decreto 6899/2009, iniciou-se uma corrida para a implementagao de
mudangas no cenario da experimentagao animal no Brasil, com énfase para a neces-
sidade de melhorias no gerenciamento dos biotérios. Com o intuito de facilitar essas
melhorias, 0 uso de softwares especificos para o gerenciamento de biotérios tornou-se
uma opgao atrativa para a manutengao e recuperacao dos dados das diferentes rotinas
do criatério animal. Estes programas proporcionam melhor visualizagéo da alocagéo
dos recursos financeiros e facilitam tomadas de decisdes gerenciais mais rapidas e
seguras. Com o objetivo de melhorar a capacidade do processo gerencial do nosso
biotério, desenvolvemos e implementamos um software baseado em linguagens de
acesso livre, denominado BioterC. As etapas de desenvolvimento e implementacéo do
software foram fundamentadas na interagao direta entre o desenvolvedor e os biote-
ristas, propiciando a construgéo de uma ferramenta robusta, versatil, de uso intuitivo,
em um conceito de elevada adaptabilidade e flexibilidade, sem qualquer investimento
adicional com hardware por parte do biotério. Uma vez colocado em uso, o programa
pdde ser posteriormente adaptado, visando a adequag&o do software com a realidade
apresentada na rotina de cada ambiente do biotério. No presente relatorio técnico
descrevemos o desenvolvimento e a implementagdo de um software baseado em
linguagens de programagao de acesso livre, utilizado como uma ferramenta gerencial
aplicada a biotérios.
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juridico-regulatério que perdurou por décadas.

1 INTRODUCAO

Situacao atual do gerenciamento dos
hiotérios brasileiros

Apo6s a promulgacgdo da Lei 11794/2008 (Lei
Arouca), que estabelece os procedimentos para
o uso cientifico de animais, o Brasil ganhou
um alicerce so6lido na Ciéncia de Animais de
Laboratorio (CAL). Antes da referida lei, este
ramo da ciéncia foi dominado por um vacuo
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Com a regulamentacdo da referida lei através
do Decreto 6899/2009, surgiu a necessidade da
implementagao de mudangas em muitos biotérios
do Brasil, com destaque para a necessidade de
melhorias no controle gerencial. Este controle
gerencial possibilita o aumento da rastreabilidade
da produgao de animais em termos qualitativos
¢ quantitativos, além de uma visdo mais ampla e
transparente dos demais processos produtivos que
acontecem dentro do biotério. Adicionalmente, o
controle gerencial, quando bem executado, pode
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ser traduzido no acréscimo da capacidade de
sustentabilidade financeira do local'.

Os biotérios sdo classificados de acordo com o
projeto arquitetonico e em fun¢do da finalidade a
que se destinam, considerando ainda as barreiras
sanitarias implementadas no local’>. Em geral,
biotérios com desenhos arquitetonicos comple-
xos e com grande nimero de barreiras sanitarias
implementadas t€ém custos operacionais maiores
e demandam, conseqiientemente, maior controle
gerencial.

Independente da classificagdo do biotério, a
falta de um processo de gerenciamento eficaz ¢
capaz de reduzir as tomadas de decisdes no pro-
cesso de produgao dos animais, além de dificultar a
visualizagdo do emprego dos recursos financeiros.
Agregado a estes problemas estdo a dificuldade
para o planejamento de metas e a inviabilidade
para o estabelecimento do valor real para cada
animal produzido. Como resultado dessa falta de
controle de custos, muitos biotérios acabam se
tornando setores onerosos para as instituicoes a
que pertencem.

Na tentativa de implementar um controle
gerencial varios biotérios brasileiros ainda man-
tém a pratica usual de utilizacao de planilhas de
Excel (Microsoft Office) para a tabulagao dos da-
dos oriundos das diferentes atividades realizadas
dentro do criatorio. A interface dessas planilhas,
salvo raras excecoes, ndo t€ém formato intuitivo,
fato que pode comprometer o processo de adesao
da equipe do biotério no que diz respeito ao ca-
dastro mais pontual e acurado dos dados. Além
disso, a utilizacao de planilhas de Excel para fins
institucionais depende da obtengao de licencgas
pagas para o uso do software.

Diante dos desafios observados em nossas
rotinas de criacdo de animais, a alternativa mais
viavel, considerando inclusive aspectos econdmi-
cos, foi desenvolver um software adaptado a re-
alidade das rotinas realizadas em nosso biotério.
Diante do exposto, o presente relatorio técnico
detalha o desenvolvimento e a implementagao
de um software de gerenciamento de biotérios
baseado em linguagens de programagao de livre
acesso.

2 MATERIAIS E METODOS

Desenvolvimento computacional do
software BioterC

O desenvolvimento do software BioterC foi
realizado em sua totalidade por um programador
utilizando o conceito de liberdade, uma vez que
ndo se baseou em softwares fechados (como a
plataforma Office). Este desenvolvimento foi
feito utilizando-se do conceito da Programacgao
Orientada a Objetos, com o uso de logicas de pro-
gramacgao que visam extrair o maximo de informa-
¢des dos bancos de dados gerados. As linguagens
usadas na elaboracao do software envolveram a
marcagdo web HTML, com a inser¢do de scripts
utilizando-se l6gica em PHP e com o estilo grafi-
co determinado com CSS. Adicionam-se a estes,
regulacdo e controle do navegador com JavaScript
e todo o conceito de armazenamento de informa-
coes fornecida pelo MySQL, resultando em um
software com total integracdo entre a diferentes
areas virtuais (Figura 1).

O BioterC foi dividido primariamente em duas
partes. A primeira destina-se ao usuario de animais e
consiste de um formulério que pode ser preenchido
on-line (Figura 2). Nesse formulério o usuario soli-
cita - com todos os detalhes técnicos necessarios ao
bioterista - os animais utilizados nos experimentos.
A solicitagdo € confirmada via e-mail e segue para
a segunda area do programa. Esta area ¢ restrita
aos bioteristas e contém as principais ferramentas
do software. A area restrita ¢ organizada em trés
secOes: animais, estoque e graficos.

Na se¢do animais (Figura 3), encontram-se
todas as etapas de manejo da coldnia de animais
do biotério. Nessa se¢do o bioterista localiza todas
as solicitacdes realizadas pelos usuarios, desti-
nando os animais do estoque do biotério a cada
solicitagdo. Novamente, um e-mail automatico
de confirmacao ¢ enviado ao usuario informando
que o animal encontra-se disponivel para o uso. O
estoque de animais, também localizado na se¢do
animais, ¢ formado pelo controle de acasalamen-
tos, nascimentos e sexagens das linhagens, com-
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Figura 1: Overview do software BioterC. A area delimitada pela linha externa representa todo o conjunto de
dados componentes do software. O usuario do biotério acessa o programa, pelo link da world wide
web (http://lwww.bioterio.net/) onde tem acesso ao formulario de solicitagdo de animais, o indice
grafico de utilizagdo do biotério e links relacionados com o bioterismo. Intrinseco a esta interface,
podemos encontrar a regido do software destinada ao controle do biotério, delimitada em cinza
médio e reservada aos bioteristas. Nesta regido fica toda a parte de movimentagéo de nimero
de pedidos e andamento dos experimentos, numero total de animais e em experimentagéo,
acasalamentos, nascimentos e sexagens. Adicionalmente a estas movimentagdes, fica o controle
de matérias de consumo, como maravalha, ragéo, anestésicos, etc, e materiais permanentes como
caixas, grades, etc. Ligando, organizando e controlando todos estes dados ficam os bancos de
dados, em cinza escuro, 0s quais sdo administrados pelo programador, e tem como objetivo, alem
de proporcionar todo o funcionamento do programa, gerar os indices para melhorar a produgao,
dando origem ao controle financeiro do biotério e visualizagao através de graficos e analises

estatisticas.

pondo todas as informagdes de produgdao. Com
este controle, o bioterista pode organizar as caixas
do estoque com base na data de nascimento dos
animais, obtendo desta forma uma lista ordenada
e com identificagdo Unica para cada caixa. A par-
tir da lista de caixas estoque, os animais podem
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seguir trés destinos: experimentacao, montagem
de acasalamentos ou descarte zootécnico (no caso
de animais ndo saudaveis), fechando assim o ciclo
produtivo do plantel.

A segunda secdo da area restrita do BioterC,
chamada de estoque, destina-se ao controle de todos
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Figura 2: Formulario de solicitacdo de animais. Area de acesso livre para os usuarios do biotério, onde s&o
adicionadas as informacdes de solicitagao ao bioterista.

0Ss Insumos, consumiveis, equipamentos € materiais
utilizados no biotério. O controle de insumos como
racdo, maravalha, anestésicos e analgésicos fica na
lista itens da lista geral em estoque (Figura 4). Itens
como caixas, grades, e outros sdo organizados na
subdivisao material permanente. Na se¢ao estoque,
o bioterista pode controlar a solicitagdo, entrada e
saida dos itens de forma independente, com regis-
tro por lote e validade, propiciando o rastreio de
todo o material utilizado no biotério em funcao de
determinado periodo de tempo.

Na terceira e ultima secdo do BioterC, designa-
da de graficos (Figura 4), sao compiladas todas as

informacdes das se¢Oes animais e estoque. Nesta
secdo, os dados compilados geram graficos que
auxiliam na visualizagao dos diferentes processos
produtivos do biotério. Algumas das informagdes
encontradas sdo: periodo médio para nascimentos
e sexagens dos animais apds acasalamentos, tempo
médio de fornecimento dos animais aos usuarios,
destina¢do dos animais produzidos, médias de
producdo de cada linhagem e gastos mensais de
itens consumiveis/animais produzidos. Todos es-
tes dados sdo atualizados automaticamente sendo
que o software pode receber a inclusdo de novas
variareis de acordo com a necessidade do biotério.
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Figura 3:Entrada da se¢ao Animais. Destaque para as tabelas de dados de solicitagdo de animais,
acasalamento, estoque e numero total de animais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A claboracao do software BioterC foi funda-
mentada na interacdo direta do desenvolvedor
com os bioteristas, propiciando a constru¢ao de
uma ferramenta flexivel e altamente adaptada as
diferentes rotinas existentes no biotério. Diferen-
te de outras solu¢des comerciais utilizadas nos
biotérios, uma vez disponibilizado e colocado em
uso, o software pdde ser posteriormente adapta-
do, visando a adequagao com a realidade de cada
ambiente e atividade do biotério. Em congruéncia
com estes mesmos conceitos, o BioterC foi total-
mente disponibilizado online, pelo endereco http:/
www.bioterio.net, sem a necessidade de investimento
em hardware. Este fato agilizou a coleta dos da-
dos uma vez que o software pode ser acessado de
qualquer equipamento com acesso a Internet. O
BioterC proporcionou um aumento da capacidade
de registro e diminuicao do tempo de recuperacgao
dos dados nos processos do biotério.

O software viabilizou a transmissao padro-
nizada das informacgdes sobre os regulamentos
internos do biotério e gerou acréscimo na ca-
pacidade de previsibilidade no fornecimento e
producao dos animais. Observou-se ainda ganhos
na capacidade de gerenciamento de estoques de

Giovanny Augusto Camacho Antevere Mazzarotto e Guilherme Ferreira Silveira

racdo, anestésicos, adjuvantes e demais materiais
permanentes.

4 CONCLUSAOD

Os beneficios da utilizagdo do BioterC ja pu-
deram ser observados nos trés primeiros meses de
utilizagdo do programa. O uso do BioterC gerou
ganhos mensuraveis que puderam ser traduzidos na
seguranca de aplicagao de recursos financeiros e no
aumento da confianca da equipe do biotério diante
a implementacdo, execucdo e gerenciamento das
rotinas. Por fim, o estabelecimento e implementacao
do BioterC aumentou a visibilidade das agoes do
biotério ndo s6 em nivel intra-institucional, como
também para outros biotérios de Curitiba.
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DEVELOPMENT AND EMPLOYMENT OF FREE LANGUAGE-BASED
SOFTWARE FOR THE MANAGEMENT OF A BRAZILIAN LAB ANIMAL

FACILITY

The publication of Federal Brazilian Law 11.794/2008 (also named Law Arouca),
regulated by Decree 6899/2009, was the major circumstance that supported changes
in laboratory animal science in Brazil, in special those related to management control.
The lack of management into lab animal facilities is related main to a limited capacity
of both data recording and data recovery. Thus, softwares specifically developed to
maintain and analyze lab animal facilities data helping the overall data management.
Furthermore, it allows a better overview of financial resources allocation and can
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be used to take fast management decisions by lab animal staff. In order to improve
the management in our lab animal facility was developed and implemented a free
language-based software, termed BioterC. The whole software programming was
based on close interaction between programmer developer and lab animal staff.
This methodology allowed the construction of a robust, versatile, use intuitive, on a
concept of high adaptability and flexibility software, without any additional investment
in hardware by the lab animal facility. When software began to be used it could be
constantly adapted to reality found into each routine from the lab animal facility. In
this technical report we describe the developing and implementing of a free language
software-based used as management tool applied in lab animal facilities.

Keywords: Lab animal facility. Free software. BioterC.
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As craniostenoses representam importante grupo de alteragdes dismérficas fenotipicas
dentro da prética clinica, resultantes do fechamento prematuro das suturas cranianas,
originando alteragdes na orientagéo do crescimento e desenvolvimento normal do
cranio, conforme o comprometimento de uma ou mais suturas. Mais do que compro-
metimento isoladamente estético, alteragdes neurofuncionais e cognitivas sdo comuns,
especialmente nos casos das craniostenoses sindromicas malformativas. Apesar dos
fenotipos clinicos serem bastante conhecidos da pratica médica, especialmente neu-
rologica e pediatrica, atualmente o conhecimento referente aos mecanismos fisiopato-
génicos envolvidos ainda € bastante incipiente. Assim, o conhecimento dos principais
modelos experimentais animais e o desenvolvimento de novos modelos dirigidos séo
fundamentais para a compreensdo mais ampla das principais doengas que cursam com
tal fendtipo. O objetivo deste artigo € fazer uma breve reviséo a respeito dos principais
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modelos animais descritos para as craniostenoses.

Palavras-chave: Modelos animais. Craniostenose. Craniossinostose.

1 INTRODUGAO

O desenvolvimento ontogenético do cranio hu-
mano ¢ muito dinAmico. A época do nascimento,
sdo encontradas 30 suturas cranianas e 10 fonticu-
los, os quais passam por diferentes processos de
modificacdes até a formagao do cranio do adulto.
O processo de fechamento definitivo da ampla
maioria das suturas cranio-faciais se d4 predomi-
nantemente no adulto jovem, em diferentes idades,
conforme o grupamento envolvido. Entretanto,
o processo de fechamento dos fonticulos se da
precocemente nos primeiros anos de vida, predo-
minantemente no primeiro ano de vida. Assim,
os transtornos genéticos hereditarios ou os pro-
cessos adquiridos durante o desenvolvimento que
comprometam tanto o desenvolvimento normal
6sseo do cranio quanto a formacao e o fechamen-
to inapropriado das suturas originam diferentes
graus de acometimento dismorfico e neuroldgico,
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integrando desde os chamados desvios fenotipi-
cos menores ou as variantes da normalidade até
quadros amplamente malformativos!.

As craniostenoses representam importante gru-
po de alteracdes dismorficas fenotipicas dentro da
pratica clinica, pois resultam do fechamento pre-
maturo das suturas cranianas, originando alteragdes
na orientagdo do crescimento ¢ desenvolvimento
normal do cranio, conforme o comprometimento de
uma ou mais suturas. Ao fendmeno fisiopatologico
de obliteracdo prematura de uma ou mais suturas
da-se o nome de craniossinostose. Mais do que
comprometimento isoladamente estético, alteracdes
neurofuncionais e cognitivas sdo comuns, especial-
mente nos casos das craniostenoses sindromicas
malformativas. A maioria dos quadros clinicos de
craniostenoses ocorre por fechamento precoce das
suturas sagital e coronal, apesar de o acometimento
das demais também serem descritos'.

Os métodos de classificacdo das craniossi-
nostoses incluem caracteristicas referentes ao
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mecanismo relacionado ao numero de suturas
envolvidas primariamente, a condi¢ao clinica de
base e ao processo etiopatogénico. A classificacao
¢ bastante diversa e heterogénea entre os diferentes
autores, sendo que as mais importantes se referem
ao numero de suturas e suas subclassificacoes ¢ a
etiopatogenia'?.

Quanto ao numero de suturas envolvidas, po-
de-se falar em craniostenose simples, no caso de
envolvimento de uma Uinica sutura, ou composta,
no caso de envolvimento de pelo menos duas
suturas. As simples sao denominadas conforme
o formato do crinio que originam pelo fecha-
mento da sutura, originando assim como seus
principais tipos: (i) escafocefalia ou dolicocefa-
lia, por fechamento prematuro da sutura sagital,
causando formato de cabeca longa e estreita em
vista superior do cranio; (ii) braquicefalia, por
fechamento prematuro da sutura coronal bilate-
ralmente, causando formato encurtado do cranio
no eixo occipito-frontal; (ii1) plagiocefalia ou
flat head syndrome, por fechamento prematuro
unilateral da sutura coronal (na forma anterior)
ou da sutura lambdoide (na forma posterior),
causando formato assimétrico no eixo diagonal
da cabeca; e (iv) trigonocefalia, por fechamento
prematura das suturas metdpicas, causando fron-
te com formato triangular em V. As compostas
subdividem-se: em oxicefalia ou acrocefalia, no
caso de fechamento simultaneo de duas ou mais
suturas (destacadamente coronal e sagital); e em
“cranio em trevo” (kleeblattschddel ou clover leaf
deformity), no caso de fechamento simultaneo de
multiplas suturas'.

Quanto ao mecanismo etiopatogénico, divi-
dem-se em craniostenoses deformacionais, aque-
las decorrentes de alteracdes no ambiente materno
intra-uterino, € malformativas, aquelas decorrentes
de alteracOes em mecanismos de desenvolvimento
intrinseco por alteracdes cromossdmicas, génicas
e/ou ambientais. As mais importantes na pratica
médica sdo as craniostenoses malformativas cro-
mossOmicas e génicas, correspondendo a ampla
maioria dos casos em que o diagnostico correto
e o aconselhamento genético apropriado devem
ser realizados.

Apesar dos fen6tipos clinicos serem bastante
conhecidos da pratica médica, especialmente
neuroldgica e pediatrica, atualmente o conheci-
mento referente aos mecanismos fisiopatogénicos
envolvidos ainda ¢ bastante incipiente. Assim, o
conhecimento dos principais modelos experimen-
tais animais e dos principais métodos de estudo do
cranio dismorfico do camundongo ¢ fundamental
para a compreensdo mais ampla das principais
doencas que cursam com tal fenotipo.

2 MORFOLOGIA BASICA DO CRANIO DO

CAMUNDONGO E SEUS METODOS DE ESTUDO

Tanto a formagao quanto a estrutura geral e
organizacao do cranio do camundongo seguem os
mesmos mecanismos de desenvolvimento encon-
trados na formagdo do cranio humano?. O esque-
leto 6sseo do cranio do camundongo ¢ formado
predominantemente por processo de ossificagao
intramembranosa de tecidos derivados da crista
neural ou do mesoderma, através de condensacgao
de células do mesénquima, da formagao e expan-
sdo de centros e ossificagdo*. Conforme ocorre a
expansao e desenvolvimento 0sseos, as margens
Osseas se aproximam e formam suturas entre
si, representadas por mesénquima ladeado por
por¢des osteogénicas. O mesénquima da por¢ao
posterior da sutura frontal e da sutura sagital tem
sua origem de células da crista neural, enquanto o
mesénquima da sutura coronal € de origem meso-
dérmica e o da sutura lambdoide tem sua origem
ainda pouco estabelecida’®.

A avaliacao morfologica adequada do cranio
do camundongo envolve diversas etapas, seguindo
o protocolo Craniofacial Resource (The Jackson
Laboratory): (1) avaliacdo morfoldgica direta in-
vivo e post-mortem (em autdpsia) pela analise da
integridade das suturas e das proeminéncias 0sseas
do cranio, da distancia interorbital, do diametro
biparietal, do comprimento da mandibula superior
e inferior e do nariz, e da altura do cranio, além de
avaliacdo de anormalidades dentérias; (i1) estudo
microscopico 6sseo, muscular e das suturas (com
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complementacao histoquimica); (iii) estudo ra-
diogréfico (mais comumente por microtomografia
computadorizada com reconstrucao tridimensional
e eventualmente complementada com densito-
metria 6ssea); e (iv) estudo genético-molecular
(mapeamento genético por microssatélites, array-
-CGH, micro-array, e sequenciamento génico)’.

3 MODELOS ANIMAIS PARA CRANIOSTENOSES

HUMANAS MALFORMATIVAS GENICAS

As craniostenoses humanas sindromicas mal-
formativas génicas representam os tipos mais
conhecidos e prevalentes na pratica clinica, sendo
algumas de tais sindromes bastante reconhecidas
por seus achados dismorficos e sistémicos bas-
tante tipicos, conforme resumidos seus principais
aspectos na Tabela 13, Serdo abordadas aqui in-
dividualmente as sindrome de Crouzon, de Apert,
de Saethre-Chotzen e de Pfeiffer, a cefalopolissin-
dactilia de Greig e a displasia cranio-fronto-nasal.
Apesar de remeterem em grande parte os processos
fisiopatoldgicos e achados craniofaciais e esque-
léticos encontrados em tais sindromes, a grande
maioria dos modelos caracteriza-se por fenotipos
de maior gravidade que os quadros clinicos vistos
em pacientes.

Sindrome de Crouzon
(Disostose cranio-facial tipo 1)

O principal modelo descrito para a Sindrome
de Crouzon é o knock-in Fgfr2™1S<hl/Fafi2* (fibro-
blast growth factor receptor 2, targeted mutation
1, Joseph Schlessinger), também denominado
Fgfr2c¢©*2Y, produzido por inser¢do intragénica
no gene Fgfr2 no cromossomo 7, na posi¢ao 73.19
cM, por vetor direcionado para substituir a cisteina
da posi¢do 342 com tirosina no éxon 9, a partir
de células-tronco embriondrias W9.5/W95 em
linhagem de origem 129S1/Sv-Oca2™ Tyr™ Kitl".
Caracteriza-se fenotipicamente pelas manifesta-
¢oes de craniossinostose da sutura coronal, fenda
palatina, 6bito neonatal de alta incidéncia, fusao
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articular inapropriada, proptose ocular e anoma-
lias das cartilagens da traquéia. Em avaliacdes
complementares por dissec¢ao direta e estudo mi-
CroscoOpico e por neuroimagem microscopica com
microtomografia com reconstrucao tridimensional,
a obliteracao bilateral das suturas coronais ocorre
em 80% dos casos e sinostose completa da sutura
sagital em 70% e da sutura lambdoide em menos
de 40%, além de fechamento da sincondrose pré-
-esfenodide-basiesfenoide em todos os mutantes’.

Sindrome de Saethre-Chotzen
(acrocefalosindactilia tipo 111)

O principal modelo descrito para a sindrome de
Saethre-Chotzen é o nocaute Twist1™!Bht/Twist]*
(twist basic helix-loop-helix transcription factor
1; targeted mutation, Richard R Behringer), tam-
bém denominado twistl™ e twist19¢! produzido
por insercdo direta intragénica de sequéncia de
neomicina no éxon 1 de células-tronco embriona-
rias AB1 no gene Twist/ no cromossomo 12, na
posicao 14.81 cM, causando delecdo intragénica
e ocorrendo cruzamento posterior com linhagem
129S7/SvEvBrd-Hprt". Originaram-se fenotipi-
camente craniossinostose variavel, polidactilia,
caquexia, defeitos de fechamento do tubo neural,
0SS0 escamoso curto, anomalias do osso frontal e
da diferenciagao osteoblastica, hipoplasia da clavi-
cula e altas incidéncias de 6bito neonatal precoce
e embrionario!?. Acredita-se que a inibi¢do de
Twistl (twist basic helix-loop-helix transcription
factor 1, localizado no cromossomo 12 do ca-
mundongo) em camundongos por antagonizagao
da via de sinalizagdo do Wnt na sutura sagital
origina ossificacdo endocondral do mesénquima
com craniossinostose da sutura sagital>'!.

Sindrome de Apert (acrocefalosindactilia tipo 1)

Para estudo da sindrome de Apert, o modelo de
destaque descrito ¢ o knockin Fgfr2™!EVi/Fgfr2*
(fibroblast growth factor receptor 2; targeted
mutation 1, Ethylin Wang Jabs), também deno-
minado Fgfr2NeoS232W ¢ Fgfy28252Wilox mroduzido
em linhagem 129X1/Sv por vetor direcionado ao
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Tabela 1. Principais causas de craniostenoses malformativas monogénicas®?.

12

Sindrome de Crouzon

(genes FGFR2/10q26.13; FGFR3/4p -
variante com acantose nigricans)

Autossdémica dominante. Idade paterna avangada.
Braquicefalia, proptose ocular, fronte proeminente,
hipertelorismo, hipoplasia do tergo médio da face, nariz em
formato de “bico de papagaio”, prognatismo relativo, perda
auditiva condutiva, atrofia dptica, malformacdes do sistema

(MIM #123500) nervoso central; acantose nigricans, hidrocefalia e atresia de
coanas na variante Ala391Glu.
Autossdmica dominante (maioria esporadica). I[dade paterna
avangada. Craniostenose coronal irregular, com didmetro
Sindrome de Apert antero-posterior curto, acrobraquicefalia, turribraquicefalia,
occipicio achatado, hipertelorismo ocular, alteragdes
zml\;le#ﬁsfg)ﬁll)‘l 0426.13) dentarias, alteragdes do sistema ventricular liquorico,

agenesia do corpo caloso e outras malformagdes estruturais
do sistema nervoso, sindactilia completa, acne tardia
moderada, fuséo verebral de C5-C6.

Sindrome de Pfeiffer (Noack)

(genes FGFR1/8p11.23-p11.22;
FGFR2/10926.13)
(MIM #101600)

Autossdmica dominante. Tipo 1 (cl&ssico): craniossinostose
coronal com braquicefalia, hipertelorismo ocular, ponte
nasal hipoplasica, maxila estreita, dedos largos com desvio
ulnar, sindactilia parcial. Tipo 2: cranio em cloverleaf. Tipo 3:
semelhante tipo 2, sem cloverleaf.

Sindrome de Saethre-Chotzen
(genes TWIST1/7p21.1;
FGF2/10926.13)

(MIM #101400)

Autossdémica dominante. Craniostenose por coronal, metdpica
ou lambdoide, acrocefalia, braquicefalia, hipoplasia maxilar,
sindactilia parcial, braquidactilia, halux alargado, hélice da
orelha proeminente, clavicula curta com hipoplasia distal.
Variante com ptose, blefarofimose e epicanto inverso.

Sindrome de Muenke
(gene FGFR3/4p16.3)
(MIM #602849)

Autossomica dominante. Fendtipo feminino mais grave.
Craniostenose frontal, plagiocefalia, macrocefalia, hipoplasia
maxilar leve, hipertelorismo ocular, atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, epifises em formato de cone, clinodactilia,
falange média em dedal, ptose palpebral, perda auditiva
neurossensorial variavel.

Displasia craniofrontonasal
(gene EFNB1/Xq13.1)
(MIM #304110)

Heranca dominante ligada ao X. Fendtipo feminino

mais grave. Craniossinostose tipo braquicefalia, fronte
proeminente, hipertelorismo ocular, raiz nasal alargada, ponta
nasal bifida, assimetria facial, clinodactilia, sindactilia, unhas
com cis&o longitudinal.

Cefalopolissindactilia de Greig
(gene GLI3[7p14.1)
(MIM #175700)

Autossdmica dominante. Polidactilia pré-axial e pds-axial,
sindactilia do 1°-3° dedos, halux alargado, fronte proeminente,
hipertelorismo aparente, macrocefalia, craniossinostose
(eventual fechamento tardio), escafocefalia, trigonocefalia,
raiz nasal alargada.
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gene Fgfr2 no cromossomo 7, na posi¢ao 73.19
cM, causando substituicdo na posi¢do 755-756
de CA por GG inserido, no éxon 3, resultando
em troca de serina na posicao 252 por triptofano.
Posteriormente houve insercdo de sequéncia de
neomicina no intron IIla no éxon 7, reduzindo
expressdo do alelo em células-tronco embrio-
narias R1. Apresenta-se morfologicamente com
o seguinte fendtipo: craniossinostoses coronal,
lambdoide, metdpica e sagital; microcrania com
encéfalo aumentado, anomalias do osso parietal,
da base do cranio e do arco zigomatico, mandi-
bula curta, palato curto, fenda palatina, osso nasal
curto, hidrocefalia comunicante, hipotelorismo
ocular e baixo ganho ponderal com alta taxa de
obito neonatal, além eventualmente de proteinose
alveolar, bronquiolectasia e de altera¢des da car-
tilagem traqueal'?. Tal modelo foi fundamental
para mostrar que o evento critico na ocorréncia das
craniossinostoses ¢ a perda precoce do mesénqui-
ma basal das suturas por alteracdo na expressao
de Fgfr2 ativado, unindo os centros osteogénicos
para formar membrana formadora do esqueleto
contigua continua.

Displasia ou disostose cranio-fronto-nasal

O principal modelo descrito para a displasia
cranio-fronto-nasal é o nocaute Efnbltm!.1Sor/
Efnb1™ (ephrin Bl; targeted mutation 1.1, Phili-
ppe Soriano), também denominado ephrin-B1™!,
produzido por delecdo intragénica no gene Efnbl
no cromossomo X, na posicao 43.22 cM, por re-
combinag¢do mediada por proteina Cre em células-
-tronco embrionarias de AK7, removendo éxons
2-5, e pbs-acasalamento de animais com back-
ground genético 129S4/Sv]JaeSor. Caracteriza-se
pela presenca de migragdo anormal de células da
crista neural, fenda palatina secunddria, falha na
fusdo palpebral bilateral, morfologia anormal do
osso frontal e da sutura coronal, glandulas sali-
vares pequenos, membrana timpanica dismorfica,
morfologia anormal das vibrissas, polidactilia e
malformagdo de costelas e das cartilagens da tra-
quéia. Foram observadas também malformacodes
do sistema nervoso manifestas fundamentalmente
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por agenesia do corpo caloso e disrupcdo dos
nucleos da base'’. A importancia de tal modelo
se deu fundamentalmente para a compreensao do
processo dos defeitos embrionarios dependentes
da migracao de células da crista neural relaciona-
dos a expressao da efrina-B1.

Sindrome de cefalopolissindactilia de Greig

O principal modelo descrito para a sindrome
de cefalopolissindactilia de Greig ¢ o mutante
espontaneo Gli3X"//Gli3X" (GLI-Kruppel Fami-
ly member GLI3; extra toes Jackson), também
denominado extra-toes’, originado por mutagdo
espontanea com delecdo intragénica de 51,5 kb
no gene G/i3 no cromossomo 13, na posigdo
5,43 cM, com background genético da linhagem
C3H/Hel. Caracteriza-se fundamentalmente pelas
seguintes manifestacdes fenotipicas: morfologia
anormal das suturas lambdoide e sagital, hipopla-
sia da mandibula, fenda palatina, anormalidades
dentarias, hipertelorismo ocular, macrossomia
embrionaria, hipertelorismo mamario, perda
progressiva de faneros, polidactilias pré- e pos-
-axial, polissindactilia, esterno bifido, anomalias
pulmonares e hipopigmentagdo além de achados
menos frequentes como membros curtos por
encurtamento 6sseo com aumento do didmetro
de ossos longos, de anomalias do prosencéfalo
e de 6bito pré-natal na organogénese!. Uma das
conclusdes que tal modelo permitiu foi o papel
decisivo do fator de transcri¢ao Gli3, dependente
de ligante hedgehog, na inducao do gene Twist!,
no desenvolvimento osteoblastico e no controle da
proliferacdo e da diferenciagdo de osteoprogenito-
res, principalmente na sutura lambdoide.

Sindrome de Pfeiffer (de Noack ou
acrocefalosindactilia tipo V)

Um dos principais modelos animais em camun-
dongos desenvolvido para estudo da Sindrome de
Pfeiffer é o nocaute Fgfr2"™2*Ps"/Fefi2* (fibroblast
growth factor receptor 2, targeted mutation 2.3,
Clive Dickson), também denominado Fgfr29°t ¢
Fgfr2-1lIcd!?, produzido por dele¢do intragénica
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no gene Fgfr2 no cromossomo 7, na posic¢ao 73,19
cM, a partir de delegdes no €xon 9 e nas sequéncias
da neomicina e da timidina-quinase através do
acasalamento de carreadores do alelo Fgfr2tm2Psn
com camundongos 129Sv expressando Cre re-
combinase na linhagem germinativa. O fendtipo
morfoldgico cranio-facial caracteriza-se por ma-
xila curta, cranio em formato de “cupula” (dome-
-shaped), maxila curta hipoplasica associada com
fusdo prematura e ossificagao da sutura coronal,
morfologia arredondada do neurocranio com ex-
tensao dorso-ventral, fusdo articular prematura do
arco zigomatico, proptose ocular e discreta dimi-
nui¢ao de comprimento na maioria dos mutantes,
além de atraso no ganho ponderal pos-natal com
obito pos-natal precoce até 9 dias. Outros achados
menos frequentes foram intolerancia a glicose e
hipoglicemia por distirbios intrinsecos dos me-
canismos de absorcdo gastro-intestinal, defeitos
leves na lobulagao hepatica normal, reducao no
nimero normal de glomérulos renais com menor
volume renal e dilatacdo dos tibulos contorcidos
proximais e distais, lobulagdo pulmonar parcial
com alteracao no padrdo de alveolizagao normal
e nos bronquiolos terminais, manubrio do esterno
e processo xifoide bifurcados com ossificacao

anormal, e auséncia de glandulas lacrimais!’.

Uma das principais contribui¢cdes do modelo até
o momento foi a compreensao da importancia da
intera¢ao da via de sinalizacdo do Wnt com os
mecanismos relacionados ao FGF no processo
de ossificacdo endocondral do mesénquima da
sutura, semelhante ao que ocorre nas sindromes
de Muenke, de Crouzon e de Apert.

4 CONCLUSOES

As craniostenoses humanas representam em
conjunto um dos grupos de transtornos dismorfi-
cos do desenvolvimento mais comuns na pratica
médica. A ampla maioria dos quadros da origem
a acometimento estético sem comprometimento
funcional, embora um amplo nimero de condi¢des
clinicas malformativas sindromicas cromossomi-
cas e génicas seja conhecido. O desenvolvimento
e o conhecimento de modelos animais para o es-
tudo de tais condi¢des clinicas sao fundamentais
e proporcionarao a oportunidade de compreensao
da evolugdo natural da maioria dos quadros e seu
diagndstico mais precoce, favorecerao o acon-
selhamento genético de forma mais adequada e
ofertardo novas oportunidades terapé€uticas.

ANIMAL MODELS OF THE MAIN HUMAN GCRANIOSTENOSIS
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Craniostenosis represents an important group of dysmorphic phenotypic changes in
clinical practice, resulting from the premature closure of the cranial sutures, causing
changes in the orientation of normal growth and development of the skull, according
to the compromise of one or more sutures. More than aesthetic compromise alone,
neurofunctional and cognitive changes are common, especially in cases of malfor-
mative syndromic craniostenosis. Despite the clinical phenotypes are well known in
medical practice, mainly neurological and pediatric, the current knowledge regarding
the mechanisms involved in its physiopathogenesis are still incipient. Thus, knowledge

of the main experimental animal models and developing new targeted models are
critical to a broader understanding of major diseases with this phenotype. The objective
of this review is to briefly review the main animal models described for craniostenosis.

Keywords: Animal models. Craniostenosis. Craniosynostosis.
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