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O corpo editorial da Revista da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 
Laboratório (RESBCAL) tem a enorme satisfação de apresentar a todos os envolvidos na 
ciência de animais de laboratório o primeiro número do volume 2 da nossa publicação.

O principal objetivo desta revista é incentivar aos pesquisadores da ciência de 
animais em laboratório (incluindo, manipuladores, estudantes, técnicos e professores) a 

descreverem e compartilharem seus conhecimentos. Desta forma, acreditamos que o relato 
das experiências, durante a rotina de cuidados aos animais, possui a função de estimular o 
exercício de escrever um manuscrito e de promover a difusão de informações que estarão 

auxiliando seus pares em todo o país. 

Neste número os leitores poderão informar-se sobre assuntos como o 
comportamento de camundongos, uma detalhada revisão 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 eficácia de diferentes procedimentos 

para a higienização das mãos. 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 
os princípios que motivaram a geração da revista e buscando aumentar a visibilidade e a 
acessibilidade da mesma para todos. Além da versão impressa, foi disponibilizada no site 
da SBCAL e no Portal de Revistas em Medicina Veterinária todos os artigos (na íntegra) 

do volume 1. Desde já, deixamos o convite para todos os interessados enviarem seus 
resultados no futuro para enriquecer a nossa publicação.

Gabriel Oliveira
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SBCAL/COBEA: 30 ANOS NA DEFESA DOS ANIMAIS DE 
LABORATÓRIO

Gui Mi Ko1

Rosália Regina de Luca2

Sueli Blanes Damy3

Vania Gomes de Moura Mattaraia4

Gabriel Melo de Oliveira5

Os 30 anos de existência do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, atualmente 
chamada de Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL/
COBEA) estão retratados neste artigo. Lutando contra as adversidades físicas das 
instituições e a falta de conscientização da comunidade científica sobre a necessida-
de de modelos biológicos adequados para o ensino e a pesquisa, o fundador, Prof. 
Dr. Fernando Sogorb Sanchis, e os 12 presidentes da Sociedade que o seguiram, 
conseguiram implantar uma dinâmica sempre atualizada de capacitação profissional, 
conceitos de bem estar animal através de cursos, congressos e seminários. 

Palavras-chave: Animais de laboratório. Cursos. 

histórico

Nascia em novembro de 1983 por iniciativa 
do fundador, Prof. Dr. Fernando Sogorb Sanchis, 
o Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(COBEA), com objetivo de defender o bem estar 
animal e seu uso racional, capacitar profissionais 
e lutar por uma legislação específica. Contando 
inicialmente em seu quadro de sócios somente 
médicos veterinários tornou-se posteriormente 
multidisciplinar, após assembleia realizada na 
Reunião Científica Regional do International 
Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), 
ocorrida em Águas de Lindóia-SP, em 1986.

Em 2007, na XXII Reunião Científica da Fe-
deração das Sociedades de Biologia Experimental 
(FESBE) em Lindóia, foi aprovado o novo estatuto 
do COBEA e, em 2008, na Assembleia Geral do 

COBEA em São Paulo-Capital, houve a mudança 
de nome para SBCAL – Sociedade Brasileira da 
Ciência em Animais de Laboratório, mantendo em 
sua sigla SBCAL/COBEA.

Nestes 30 anos de existência, 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 
Lindóia e o segundo em 1988 na cidade de Belo 
Horizonte (Tabela 2). A partir de 2002 foi incluída 
como sociedade integrante da FESBE. Em todos 
os eventos realizados foram ministrados cursos 
visando a capacitação de profissionais, com ênfase 
em fisiologia animal, genética, saúde, higiene, bem 
estar animal e outros. 

No Congresso realizado em Foz de Iguaçu, em 
2012, foi lançada a Revista da Sociedade Brasilei-
ra em Ciência de Animais de Laboratório (RESB-
CAL), na versão impressa e online, indexada no 
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Consta no Estatuto atual que a SBCAL/
COBEA possui como objetivos programar e 
estimular pesquisas na área de experimentação 
com modelos animais; realizar reuniões, jorna-
das, congressos, simpósio e afins, destinados ao 
ensino, intercâmbio e difusão de conhecimentos 
e pesquisas na área de experimentação animal; 
promover cursos de aprimoramento e atualização 
em experimentação animal; proporcionar recursos 
materiais para estudo e pesquisas no campo de 
experimentação animal, pela celebração de con-
vênios com entidades nacionais e estrangeiras; 
proporcionar informações 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 experimentação animal.

Estamos convictos em afirmar que desde a 
criação da SBCAL/COBEA todas as diretorias e 
equipes esforçaram-se ao máximo para a evolu-
ção da ciência de animais de laboratório. Partici-
pações importantes, como na aprovação da Lei 
11.794/2008 que estabeleceu os procedimentos 

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

Período Presidente Vice-Presidente
1983-1988
1989-1990
1991-1992
1993-1994
1995-1996
1997-1998
1999-2000
2001-2002
2003-2004
2005-2006
2007-2008
2009-2010
2011-2012 
2013-2014

Fernando Sogorb  Sanchis
Enio Cardillo Vieira
Tereza Kipnes
Ana Maria Aparecida Guaraldo
Antenor Andrade
Milton Oliveira Amado
Luiz Edmundo Magalhães
Ekaterina A. B. Rivera
Silvia Collete Barreto da Costa Ortiz
Silvia Collete Barreto da Costa Ortiz
Marcel Frajblat
Valderez Bastos ValeroLapchik
Vera Maria Peters

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 Lúcia BrunialtiGodart
Ekaterina A.B. Rivera

Tabela 2: Congressos realizados por SBCAL/COBEA. 

Ano Cidade
1986
1988
1994
1996
1998
2000
2002
2004
2007
2009
2012

Águas de Lindóia*
Belo Horizonte – MG**
Guarujá – SP
Rio de Janeiro – RJ
Porto Alegre – RS
Campinas – SP
Goiania – GO
Rio de Janeiro – RJ
São Paulo – SP
São Paulo – SP
Foz do Iguaçu – PR

*	 Assembléia Geral Extraordinária do COBEA em 21 de novembro de 1986, 
na Reunião Cientifica Regional do Internacional Council for Laboratory Animal 
Science (ICLAS), no Hotel Magestic, em Águas de Lindoia – São Paulo.

**	 Congresso Internacional de Gnotobiologia.

Guia VetIndex (www.bvs-vet.org.br). Na Tabela 
3 estão representados o número de artigos publi-
cados por modalidade e instituições participantes, 
nos quatro primeiros fascículos do periódico. 
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do uso científico de animais e na participação com 
representantes da SBCAL/COBEA no Conselho 
Nacional de Controle de Experimentação Animal 

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.

Keywords: Laboratory animals. Courses.

Tabela 3: Número de artigos publicados por modalidade e instituições participantes em 2012. 

Nº de 
artigos Modalidade Instituição participante

04

15

12

08 

Memórias

Artigos Originais

Breve comunicações

Revisões

Centro Universitário Metodista IPA – RS
Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA)
Faculdade de Ciências Farmacêutica da USP
Faculdade de Medicina da USP 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da USP
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP
Fundação Oswaldo Cruz – RJ
Hospital Universitário da USP
Instituto Butantan – SP
Instituto de Ciências Biomédicas da USP
Instituto de Farmacologia da UNIFESP
Instituto Oswaldo Cruz – RJ
Institute Pasteur de Montevideo
Instituto de Química da USP
Qualitécnica Empresa Nacional de Serviços Ltda.
Universidade de Campinas
Universidade Federal de São Paulo
Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Metodista de São Paulo

(CONCEA) demonstram o caráter atuante da nos-
sa sociedade na busca pela proteção e o bem estar 
de animais de laboratório.
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AVALIAÇÃO DE DIFERENTES TÉCNICAS DE HIGIENIZAÇÃO DAS  
MÃOS PARA MANIPULADORES DE UM BIOTÉRIO DE CRIAÇÃO E 
EXPERIMENTAÇÃO 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 mãos de nossos manipuladores, bem como a correta utilização de 
equipamentos de proteção individual (EPIs). Foram analisadas 188 amostras colhidas 
das mãos dos manipuladores durante o processo de troca dos microambientes dos 
camundongos nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Foram testados três diferentes 
métodos de lavagem e assepsia das mãos. Nossos dados indicam que a prática da 
lavagem das mãos com sabão bactericida e posterior desinfecção com álcool gel a 
70% previne a disseminação de agentes promotores de surtos infecciosos em áreas de 
biotério. Outro fator relevante avaliado foi o tempo de utilização das luvas, não sendo 
recomendado o uso de um mesmo par por mais de 30 minutos.

Palavras-chave: Lavagem das mãos. Antissepsia. Controle de infecções.

1 histórico

A preocupação com a necessidade de higieniza-
ção das mãos na área da saúde iniciou-se no século 
XI, com Maimônides defendendo a lavagem das 
mãos pelos praticantes da medicina. Durante os 
séculos que se seguiram, os hábitos de higiene não 
passaram de rituais de purificação sem muita rele-
vância. No entanto, a importância da transmissão 
de patógenos através das mãos foi demonstrada 
há mais de 150 anos por Ignaz F. Semmelweis, 
quando o mesmo produziu a primeira evidência 
de que a higienização das mãos poderia evitar a 
transmissão da febre puerperal1. Atualmente, ape-
sar de todas as constatações quanto à eficácia da 

higienização das mãos como método preventivo 
na disseminação de doenças, ainda nos deparamos 
com a dificuldade de sua implantação nas diversas 
áreas da saúde. No geral, os microrganismos são 
transmitidos por contato direto ou indireto por 
meio de gotículas de secreções respiratórias e pelo 
ar. É consenso que a transmissão de microrganis-
mos por contato desempenha o papel mais impor-
tante na dinâmica das infecções2. A importância da 
higienização das mãos na prevenção de infecções 
é baseada na capacidade da pele em abrigar mi-
crorganismos e transferi-los de uma superfície a 
outra por contato direto ou contato indireto, por 
meio de objetos e insumos3,4,5.

A microbiota da pele é constituída por bactérias 
residentes e transitórias. A primeira formada por 
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microrganismos que se multiplicam e se mantêm 
em equilíbrio com as defesas do hospedeiro, 
sendo os mais comuns Staphylococcus coagulase 
negativo, micrococos e certas espécies de cori-
nebactérias. Estes microrganismos apresentam 
alta resistência à remoção mecânica ou química. 
Contudo, a produção de calor, suor e a própria 
descamação das mãos, 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 transitória, composta 
por microrganismos normalmente depositados 
na pele através de fontes externas, colonizam 
temporariamente os extratos córneos, sendo nor-
malmente formada por bactérias Gram-negativas 
e Gram-positivas esporuladas, fungos e vírus3,6,7.

A ciência de animais de laboratório 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 
experimentação deve manter um elevado nível 
sanitário a fim de evitar infecções tanto no profis-
sional de biotério, como nos animais8.

Considerando que o meio ambiente e os in-
sumos não são os únicos veículos de infecções 
nas áreas de criação e experimentação animal, 
devemos voltar nosso olhar ao comportamento 
dos manipuladores, ao cuidado com a higiene 
pessoal e a adequada utilização dos EPIs, sendo 
este um fator intrínseco não menos importante 
que os citados anteriormente. Neste contexto, as 
mãos dos manipuladores de animais de laboratório 
apresentam grande importância na disseminação 
de patógenos nas áreas de criação, experimentação 
e manutenção animal2.

As transformações ocorridas nas últimas dé-
cadas na ciência de animais de laboratório têm 
levado os bioteristas a adotarem políticas educa-
cionais quanto à prevenção e controle de infec-
ções bem como a implantação de uma filosofia 
de educação contínua, viabilizando a atualização 
permanente de seus profissionais. Com a produção 
cada vez maior de linhagens de camundongos 
transgênicos e knockout e o avanço da pesquisa 
biomédica observa-se que mesmo com o declí-
nio da prevalência de infecções, estas não estão 

completamente eliminadas8. Portanto, o controle 
e a padronização de protocolos operacionais 
instituídos no manejo de animais de laboratório 
requerem um constante acompanhamento e ava-
liação. De maneira a detectar riscos intrínsecos e 
extrínsecos de contaminação, este monitoramento 
sugere melhorias e implantação de novas técnicas 
para conter a entrada de patógenos nas áreas de 
criação e manutenção animal perpetuando assim, 
colônias hígidas.

O presente estudo teve como objetivo quan-
tificar, identificar e avaliar a carga microbiana 
veiculada pelas mãos de nossos manipuladores, 
bem como a correta utilização de EPIs de ma-
neira a elaborarmos estratégias mais efetivas que 
minimizem a propagação de patógenos nas áreas 
de criação e manutenção de animais.

2 materiais e métodos

O presente estudo foi realizado em um Biotério 
de Camundongos considerado integral quanto 
suas atividades, que compreendem a manutenção 
e criação de animais SPF acrescendo-se àquelas 
de experimentação, mediante instalações e labo-
ratórios adequados às pesquisas, bem como área 
de alojamento para animais inoculados, NB2 
(CQB0046/98). 

As amostras foram coletadas mediante termo 
de consentimento dos manipuladores, e aprovada 
pelos Comitês de Ética Animal e Humana do ICB/
USP Protocolo No 494/2011. Foram analisadas 188 
amostras colhidas das mãos 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 esfregaço de superfície 
através de swab estéril suavemente passado na 
palma das mãos por 15 vezes em sentidos opostos 
e entre os espaços interdigitais.

No Grupo Controle (GC) efetuou-se a ava-
liação da carga microbiana através do seguinte 
processo: Lavagem das mãos por tempo não deter-
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minado, categorizado de acordo com a conduta de 
cada tratador, com água e sabão neutro, sem troca 
de luvas durante todo o procedimento de troca 
das gaiolas. Já nos grupos experimentais foram 
avaliados três diferentes protocolos:

Método 1 (M1) - Lavagem das mãos com água 
e sabão neutro, com tempo variando entre 1 a 2 
minutos (orientação da técnica preconizada pela 
ANVISA)6; desinfecção com álcool gel  70% e 
troca das luvas a cada 60 minutos.

Método 2 (M2) - Lavagem das mãos com água 
e sabão neutro, com tempo variando entre 1 a 2 
minutos; desinfecção com álcool gel 70% e troca 
das luvas a cada 30 minutos.

Método 3 (M3) - Lavagem das mãos com água 
e antibactericida, com tempo variando entre 1 a 2 
minutos; desinfecção com álcool gel 70% e troca 
das luvas a cada 30 minutos.

Após coleta, as amostras foram semeadas em 
placas de Petri contendo meio Müeller-Hinton, 
pelo método quantitativo, identificadas e incuba-
das a 37oC por um período de 24 horas. Transcor-
rido o tempo de incubação, procedeu-se a leitura 
das placas, sendo o resultado expresso de acordo 
com a morfologia macroscópica das colônias (cor, 
dimensão, elevação e bordas) bem como pelo 
número de unidades formadoras de colônias/placa 
(UFC/Placa). As colônias com maior frequência 
de isolamento e semelhança morfológica macros-
cópica foram isoladas e identificadas pela colora-
ção de Gram, em microscópio óptico. Os cocos 
Gram-positivos foram identificados pelo teste de 
produção 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 antibióticos por meio de discos 
incubados em aero e anaerobiose à temperatura de 
35oC e 42oC, respectivamente, para os seguintes 
antibióticos: Amicacina, Azetreonam, Cefepime, 
Cefoxitina, Ceftazidima, Ciprofloxacina, Gen-
tamicina, Imipenem, Meropenem, Piperaciclina 
Tazobactan, Nitrofurontoina e Polimixina. O re-
sultado dos testes de sensibilidade aos antibióticos 
permitiu a interpretação e categorização das bac-
térias frente aos mesmos compostos em sensível 

(S) e resistentes (R), auxiliando na identificação 
fenotípica das colônias isoladas.

3 análise estatística

Os resultados obtidos foram analisados es-
tatisticamente no programa GraphPad Prism, 
utilizando o teste de variância (One-Way ANO-
VA) que permite detectar diferenças entre duas 
médias ou mais. Foi estabelecido o valor de 0,05 
como nível de rejeição da hipótese de nulidade 
(p<0.05).

4 resultados

Inicialmente nossa avaliação foi comparar a 
média de UFC/placa, nos três manipuladores, entre 
as mãos esquerda e direita. Neste experimento 
não foram observadas diferenças estatisticamente 
significantes (ANOVA p>0,05) nos quatro tempos 
analisados (Figura1).

Na análise do grupo controle, onde não houve 
orientação prévia da técnica de lavagem das mãos, 
preconizada pela ANVISA, bem como a necessida-
de da utilização do álcool gel 70% em sua assepsia, 

Figura 1.	Médias de crescimento bacteriano, 
nas mãos direita e esquerda de cada 
manipulador.
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observamos um crescimento bacteriano superior a 
2 x 102 UFC/placa para todos os manipuladores, 
em todos os tempos de coleta (Figura 2).

No método 1, após orientação da lavagem das 
mãos e da necessidade de utilização do álcool gel 
70% como antisséptico antes da colocação das 
luvas, para assim dar início ao procedimento de 
trocas das gaiolas dos animais, observou-se signi-
ficativa redução do número de UFC/placa quando 
comparado ao grupo controle (Figura 3), reduzindo 
em 95,0% a população bacteriana. Observou-se 

que, decorridos 60 minutos do procedimento inicial 
de lavagem e assepsia das mãos os manipuladores 
1 e 2 apresentaram aumento da microbiota de 0 
para 102 UFC/placa. Na quarta coleta, realizada 90 
minutos após o inicio da rotina de troca, apenas o 
tratador 1 não apresentou crescimento bacteriano; 
os demais manipuladores apresentaram crescimen-
to inferior a 25 UFC/placa (Figura 4).

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

Na última etapa de nosso estudo Método 3, 
onde utilizamos um sabonete antibacteriano para 

Figura 2. Média de crescimento bacteriano entre 
os tempos 0 e 120 minutos para os três 
manipuladores no grupo controle.

Figura 3.	Número de UFC/Placa quantificados no 
Grupo Controle, sem orientação sobre a 
correta lavagem e assepsia das mãos.

Figura 4.	Crescimento Bacteriano, no Método 1 
(Correta lavagem das mãos, desinfecção 
com álcool gel 70% e troca de luvas a 
cada 60 minutos).
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a lavagem das mãos por um período de 1 a 2 mi-
nutos e, posterior desinfecção com álcool 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 análise mais representativa, vemos 
que a partir da orientação e treinamento dos ma-
nipuladores em relação à lavagem de mãos e o uso 
do álcool gel antes do início de suas atividades, 

ocorreu uma diminuição da carga microbiana em 
todos os profissionais envolvidos no trabalho.

Quanto à classificação 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) não identifi-
cado e Leveduras apresentando maior incidência 
no Grupo Controle conforme Figura 7.

No Método 1 observou-se diminuição do 
número de colônias independente de sua morfo-
logia para todos os manipuladores em média de 
93,4%, observando-se de forma recrudescente nos 
métodos seguintes. Em repetição do protocolo 3, 
observamos crescimento escasso próximo 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 resistência das cepas envolvidas nas mãos 
dos manipuladores conforme Tabela 1. Observa-
mos que as cepas possuem semelhanças, porém 
tornam-se distintas quando observamos suas 
resistências intrínsecas que sabidamente influen-
ciam na confirmação da identificação fenotípica17. 

Figura 5.	Crescimento Bacteriano, no Método 2 
(Correta lavagem das mãos, desinfecção 
com álcool e troca de luvas a cada 30 
minutos).

Figura 6.	Crescimento Bacteriano, no Método 3 
(Correta lavagem das mãos com sabão 
antisséptico, desinfecção com álcool gel e 
troca de luvas a cada 30 minutos).

Figura 7.	Identificação fenotípica e contagem de 
UFC/placa no Controle e nos Métodos 
Desenvolvidos.
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Sendo importante ressaltar que em todas as cepas 
encontradas não detectamos nenhum tipo de re-
sistência bacteriana importante, que comprometa 
futuramente o tratamento de uma possível infecção 
através de antibioticoterapia. 

5 discussão

A etapa de troca do microambiente dos animais 
e o fornecimento de insumos foram identificados 

como o ponto crítico para a entrada de patógenos, 
uma vez que nesta fase, ocorre o contato entre 
as mãos do tratador e os insumos fornecidos aos 
animais (água e ração).

As mãos são a principal via de transmissão 
de infecções cruzadas, tornando-se contamina-
das no contato com fômites, equipamentos ou 
superfícies contaminadas9. A lavagem das mãos, 
é reconhecidamente a melhor medida na preven-
ção de infecções, entretanto, é realizada menos 
da metade das vezes em que seria indicada e, 
habitualmente efetuada com técnica incorreta, 

Quadro 1. Crescimento de BGN, CGP, BGP E LEVEDURAS  GRUPO CONTROLE, MÉTODOS 1, 2 E 3.

BGN=Bacilos Gram negativos   CGP = cocos Gram positivos  BGP = Bacilos Gram positivos   LEV = leveduras.
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principalmente no que se refere ao tempo de 
duração4.  Diante do risco de infecção nas áreas 
de criação e manutenção animal, a higienização 
das mãos representa inquestionavelmente uma 
medida individual de prevenção simples e de 
baixo custo5,6,10,11.

Para a desinfecção das mãos, buscamos um 
produto com atividade germicida de amplo es-
pectro mesmo na presença de matéria orgânica, 
mínimo tempo de inativação dos microrganismos, 
toxicidade “in vivo” nula ou mínima, tolerância às 
variações de temperatura e pH, presença de ação 
residual,  odor agradável ou inodoro, facilidade de 
aquisição e preparo além de baixo custo, dentre 
outras qualidades6. Neste intuito, nossa escolha 
para a antissepsia foi o álcool gel a 70%. Esta 
escolha baseou-se não só na formulação como no 
baixo custo. Em relação à formulação, a consistên-
cia em gel aumenta o tempo de contato do álcool 
com a superfície e os microrganismos, retardando 
assim seu tempo de evaporação, quando compa-
rado com a forma líquida1. Esta última apresenta 
menor tempo de contato, visto que o processo de 

evaporação acontece de maneira mais rápida. Sua 
utilização vem sendo estabelecida como padrão 
mundial contra a transmissão de patógenos em 
ambientes nosocomiais12. 

Sabe-se que a população microbiana das mãos 
varia de pessoa para pessoa e que são dependentes 
de determinados fatores como: dieta, condições 
sanitárias, poluição do ar e hábitos de higiene14. 
A dose infectante, ou número de unidades for-
madoras de colônias para a maioria dos micro-
-organismos, capaz de induzir infecção ainda 
não esta estabelecida, mas sabe-se que quanto 
maior a carga microbiana, maior será o risco de 
contaminação/infecção13. A análise da média de 
colônias de micro-organismos detectados variou 
possivelmente pelo mecanismo de resistência que 
cada bactéria pode desenvolver frente ao desafio.

Com relação à avaliação quantitativa do núme-
ro de bactérias presentes nas mãos dos manipula-
dores, observamos que quando estas se apresentam 
pesadamente contaminadas, principalmente por 
estafilococos, nem mesmo sucessivas lavagens 
ou fricções com diferentes antissépticos são sufi-

Tabela 1.	 Sensibilidade aos antibióticos competentes aos micro-organismos encontrados nas mãos dos 
manipuladores.

Antibiótico P. aeroginosa Proteus spp.
Amicacina Sensível (38mm) Sensível(15mm)

Azetreonam Sensível(12 mm) Sensível(20mm)

Cefepime Sensível (25mm) Sensível(20mm)

Cefoxitina Resistente(0mm)* Sensível(38mm)

Ceftazidima Sensível(32mm) Sensível(22mm)

Ciprofloxacina Sensível(40mm) Sensível(30mm)

Gentamicina Sensível(35mm) Sensível(30mm)

Imipenem Sensível(40mm) Sensível(30mm)

Meropenem Sensível(20mm) Sensível(25mm)

Pip. Tazob. Sensível(20mm) Sensível(32mm)

Polimixina Sensível (12mm) Resistente(0mm)*

* Resistência Intrínseca.
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cientes para erradicar completamente os micror-
ganismos, confirmando os resultados obtidos por 
Santos e colaboradores em 200715.

A avaliação do grupo controle demonstrou que 
normalmente os micro-organismos reconhecem 
não só o ambiente como seus nutrientes, levando-
-os a se replicarem. Acredita-se que quando 
o ambiente apresenta-se rico em nutrientes o 
crescimento exponencial se dá em curto período, 
levando-o a sua replicação máxima entre 30 a 40 
minutos, fase conhecida como exponencial de 
duplicação. Observamos que na análise realizada 
no tempo 60 minutos tivemos um declínio no nú-
mero de colônias, provavelmente pela escassez de 
nutrientes, fase conhecida como estacionária onde 
o número de bactérias mortas é igual ao número de 
bactérias novas. Logo após este evento na coleta 
realizada aos 90 minutos observamos uma nova 
curva de crescimento bem delineada que acompa-
nha uma nova população bacteriana.

Nossos dados indicam que a utilização do álco-
ol gel a 70% na antissepsia de mãos, com tempo 
de contato entre 1 a 2 minutos antes da colocação 
das luvas, foi eficaz na redução das UFC. Segundo 
Mazzola (2006) a prática da lavagem das mãos 
com posterior desinfecção com álcool previne 
a disseminação de agentes promotores de surtos 
infecciosos em áreas de saúde16. Nesta medida, 
acreditamos que o álcool gel apresentou signifi-
cativa importância na diminuição da população 
microbiana, agindo de forma antisséptica e redu-
zindo em aproximadamente 99,5% o crescimento 
de microrganismos.

Outro fator relevante avaliado foi o tempo de 
utilização das luvas, não sendo recomendado o uso 
de um mesmo par por mais de 30 minutos, pois 
além de aumentar as chances de perfuração, estas 
perdem sua capacidade de impermeabilidade, além 
de provocarem irritação da pele tanto pela sudore-
se, como pela multiplicação bacteriana, este fator 
se dá levando em consideração que este tempo de 
utilização das luvas promove a esfoliação da pele e 
com a sudorese estima-se a temperatura ideal para 
bactérias mesófilas e mesmo termófilas iniciarem 
o processo de replicação17. Preocupações econô-
micas tem assumido uma importância crescente 

no controle de infecção, uma vez que a criação e 
manutenção de animais de alta qualidade sanitá-
ria e a diversidade de linhagens de camundongos 
transgênicos e knockout tem estimulado a pressão 
sobre a administração dos biotérios a investir 
pesadamente não só em equipamentos como auto-
claves, estantes e racks ventiladas18,19. Além disto, 
devemos considerar que a higiene das mãos é uma 
das principais medidas no controle da transmissão 
bacteriana e que ainda ocorre a necessidade de um 
programa sistemático de pesquisa que permitirá 
o desenvolvimento de novos procedimentos, bem 
como o refinamento das abordagens existentes 
para a limpeza da mão.

6 conclusão

O álcool gel a 70% como citado em outras 
literaturas mostrou-se eficiente na diminuição da 
carga microbiana em até 95% quando associado 
à correta lavagem das mãos1,2,20.

A necessidade de elaborarmos recomendações 
de treinamento e educação, como as da Sociedade 
Americana para Doenças Infecciosas (IDSA) na 
melhoria das práticas de controle de infecções e 
prevenção da transmissão de patógenos, influen-
ciou de forma incisiva na redução microbiana 
veiculada por nossos manipuladores na criação 
animal.

A contagem de unidades formadoras de co-
lônias (UFC) variou de pessoa para pessoa, de 
acordo com os parâmetros de idade, sexo, tempera-
tura de cada sala, animais manipulados, costumes 
entre outros. Esta premissa pode ser observar na 
resistência, por parte do manipulador de número 
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 importância 
do treinamento e conscientização por parte dos 
trabalhadores no combate a infecções e promoção 
de medidas preventivas.
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ABSTRACT

 Quanto ao tempo de utilização das luvas para 
as atividades pertinentes ao biotério, observou-
-se que o tempo máximo de utilização não deve 
ultrapassar 30 minutos, pois além de aumentar as 
chances de perfuração e diminuição da capacida-
de de impermeabilidade ocorre um aumento na 
transpiração local, o que pode favorecer o aumento 
de UFC.

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

Não observamos resistência bacteriana aos 
principais antibióticos utilizados na clinica medica 
e veterinária.

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

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.
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O corpo editorial da Revista da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 
Laboratório, conforme requisitado pela autora Marilda Spinelli, vem por meio 

desta, comunicar a alteração no "Estudo comparativo dos valores hematológicos 
entre sexo e categorias sanitárias de camundongos C57Bl/6 e BALB/c". Este artigo 

publicado no N1/V1 da respectiva revista na página 67, na tabela 2, onde se lê 
C57Bl/6 pedimos a correção para a linguagem BALB/c para melhor compreensão 

dos resultados.
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O comportamento de camundongos em biotérios é uma importante área da ciência de 
animais de laboratório. Apesar de a literatura descrever inúmeros modelos de estudo 
comportamentais com diversas abordagens (depressão, ansiedade, agressividade e 
outros), estes modelos caracterizam-se por induzir o fenótipo comportamental dese-
jado. Em nosso trabalho, buscamos determinar o padrão de comportamento sadio de 
camundongos desde o seu desmame até a idade adulta e comparar os dados entre duas 
linhagens: Swiss Webster e BALB/c. Baseamos nossa metodologia na observação de 
agrupamentos, mantendo suas interações, sem induzir ou interferir na dinâmica social. 
Estruturamos um etograma através das atividades prevalentes como: exploração do am-
biente, busca por alimento, auto-higienização, contato físico e repouso. Quantificamos 
a incidência destas atividades demonstradas por cada individuo em seu agrupamento 
durante o período de 60 minutos. Nossos resultados demonstram que em ambas as 
linhagens há maior incidência de repouso em camundongos jovens e uma alteração 
no perfil no amadurecimento. A linhagem Swiss Webster prevalece a busca pelo ali-
mento, seguida de exploração do ambiente. Na linhagem BALB/c há a prevalência da 
exploração do ambiente e do repouso. Além disso, a linhagem BALB/c apresenta baixa 
prevalência para auto-limpeza e alta para o contato físico quando comparada com a 
linhagem Swiss Webster. Outro ponto importante é que além da mudança do perfil de 
atividade durante as idades, cada agrupamento apresenta um perfil de incidência de 
atividades diferente, sendo peculiar a cada dinâmica do agrupamento. Desta maneira, 
podemos concluir que estes parâmetros são importantes para o estabelecimento de 
padrões sadios de comportamento.

Palavras-chave: Camundongos. Comportamento animal. Etograma.

1 histórico

O camundongo usado em biotérios é um 
mamífero da família Muridae, sub-família Mu-

rinae, da ordem Rodentia e gênero Mus. O seu 
nome científico é Mus musculus1,2. Apresenta 
um corpo fusiforme e flexível, permitindo a sua 
passagem em pequenos espaços. Seus pelos po-
dem apresentar diversas colorações (da albina a 
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preta) são geralmente finos, retos e com padrão 
de distribuição 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 área de superfície 
por grama de peso corpóreo relativamente grande 
suscetibilizam o animal às alterações das condi-
ções ambientais. A temperatura corporal (35,2 
a 37,9oC) é facilmente afetada por pequenas 
oscilações modificando gravemente a fisiologia 
do animal. Também possui maior sensibilidade à 
perda de água e desidratação devido ao seu alto 
metabolismo (batimentos cardíacos: 500 a 780 
bpm, em atividade; frequência respiratória de 
aproximadamente 163 por minuto) e ao mecanis-
mo de regulação térmica. Sua expectativa de vida 
média é de dois anos, podendo chegar em alguns 
casos até quatro anos2,3.

A ciência de animais de laboratório é uma es-
pecialidade direcionada para o desenvolvimento 
de modelos experimentais pelo uso de animais 
de laboratório que promova conhecimento capaz 
de melhorar a qualidade de vida do ser humano 
e do próprio animal4. Dentro dessa modalidade, 
podemos descrever os ensaios pré-clínicos. Esse 
modelo experimental define-se por ensaios in-vitro 
(em laboratório) e in-vivo (em animais), que vi-
sam definir o perfil farmacológico e toxicológico 
de novos medicamentos. A farmacocinética não 
favorável, toxicidade do composto, eficácia não 
comprovada, aparecimento de efeitos adversos 
são os principais problemas detectados nos testes 
pré-clínicos e responsáveis pelo insucesso no de-
senvolvimento de medicamentos5,6,7,8. Segundo o 
OECD - Guidelines for testing of chemicals9, em 
relação aos ensaios de toxicidade aguda, após a 
administração do fármaco recomenda-se realizar 
uma criteriosa observação de sinais de intoxicação 
em pele e pelos, olhos e mucosas. Descreve tam-
bém a observação de sinais alterados no sistema 
respiratório, circulatório e nervoso autonômico 
e central. Dentre alguns exemplos de alterações 
são destacados: tremores, convulsões, salivação, 
diarreia, letargia, sono e coma. Ressaltamos que, 
segundo o respectivo manual, as alterações nos 
padrões comportamentais também devem ser 

observadas, porém não especificam qual (quais) 
parâmetro(s) deve(m) ser(em) utilizado(s)9,10. 

Na busca por esses parâmetros determinamos 
em camundongos machos da linhagem Swiss We-
bster agrupados na 3ª semana de vida as principais 
atividades individuais realizadas na gaiola durante 
sua interação social. Dentre elas destacamos: EA: 
exploração do ambiente; PA: procura de alimento; 
AH: auto-limpeza; RE: inatividade ou repouso e 
Mo: montagem ou ato de encostar-se um no outro. 
A partir da observação de diferentes agrupamentos 
determinamos a incidência dos tipos de atividade 
assim como a diferença da sua prevalência entre 
os grupos e as idades. Nossos resultados demos-
traram que um número maior de animais recém 
desmamados (4ª semana de vida, ou seja infantos) 
mantiveram-se em repouso, principalmente dur-
mindo. Conforme amadureceram a curiosidade 
demonstrada pela EA e a necessidade da busca pela 
alimentação, descrita pela atividade (PA), tornou-
-se mais prevalente entre os indivíduos dos grupos. 
A prevalência de AH foi relativamente constante 
para cada agrupamento e entre as idades. A Mo 
apresentou níveis muito reduzidos durante todo 
ensaio, porém constante. Outro importante fato a 
ser destacado foi que observamos diferença entre 
a incidência e atividades entre os agrupamentos 
e idades. Por exemplo, houve agrupamentos que 
apresentaram maior prevalência de animais dor-
mindo com 4 semanas de vida do que os outros 
grupos, porém durante o amadurecimento modi-
ficou esse perfil, com maior incidência para EA e 
mesmo assim apresentando diferença para outros 
agrupamentos que apresentaram maior incidência 
de PA11. Desta forma, acreditamos que, apesar de 
serem da mesma espécie, camundongos da linha-
gem Swiss Webster (não isogênicos) e BALB/c 
(isogênicos) podem apresentar diferença da in-
cidência/prevalência das respectivas atividades 
durante o seu amadurecimento. 

Nosso objetivo nesse trabalho é qualificar/
quantificar, através do etograma, as principais 
atividades individuais e sociais dos camundongos 
e comparar a incidência destas atividades entre as 
linhagens Swiss Webster e BALB/c. Além disso, 
sugerimos que estes resultados possam servir de 
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parâmetros para a avaliação comportamental de 
camundongos saudáveis e outros tipos de ensaios, 
principalmente pré-clínicos. 

2 materiais e métodos

Animais: Camundongos das linhagens Swiss 
Webster (n=100) e BALB/c (n=100), machos e 
com três semanas de vida. Estes animais foram 
requisitados ao Centro de Criação de Animais de 
Laboratório (CECAL/Fiocruz) e mantidos no Se-
tor de Experimentação Animal do Laboratório de 
Biologia Celular (SEA/LBC) do Instituto Oswaldo 
Cruz. A manutenção dos camundongos foi reali-
zada de acordo com os parâmetros descritos no 
“Cuidados e Manejo de Animais de Laboratório”12 

e sob a licença LW 5/12 da Comissão de Ética 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 posição corporal. Além 
disso, foi oferecido água e ração ad libitum para 
todos os agrupamentos. Todas as análises foram 
realizadas imediatamente após a troca da gaiola e 
maravalha (usada como piso).

Etograma: Estruturamos nossa análise com-
portamental pela avaliação dos principais ativi-
dades realizadas pelos camundongos nos seus 
respectivos agrupamentos. Podemos destacar 
qualitativamente as seguintes atividades: a) Ex-
ploração do ambiente (EA); 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; c) Auto-higienização (AH): 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 observação; e) 

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

Quantificação das atividades: Uma vez a 
cada semana, entre a 4ª, 6ª e a 8ª semana de vida 
(sdv) realizamos a análise quantitativa através 
da filmagem de cada grupo (vista superior) com 
uma câmera Canon PowerShot SX20 IS® (Lake 
Sucess, NY - EUA) por 60 minutos contínuos. 
Após a captação 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 número de ani-
mais, para cada linhagem, estão demonstrando 
as respectivas atividades descritas no etograma. 
Desta maneira, conseguimos avaliar os seguintes 
dados: a) Dinâmica e tipificação das atitudes do 
animal durante o tempo de 60 minutos, desde a 
infância até a idade adulta; b) Prevalência dos tipos 
de atividade observada nos grupos de camundon-
gos; c) Prevalência destas atividades em relação 
a idade; d) Diferença, entre cada agrupamento, 
do perfil prevalente de atividades. Além disso, 
comparamos os respectivos parâmetros entre as 
linhagens Swiss Webster e BALB/c durante 4, 6 
e 8ª semana de vida.

3 resultados

Nossos resultados demonstram diferença na 
incidência/prevalência de atividades entre as 
linhagens Swiss Webster e BALB/c. Na figura 1 
avaliamos a incidência, em percentual, das prin-
cipais atividades observadas nos camundongos de 
ambas as linhagens. Entre a 4ª e a 8ª 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 períodos iniciais da avaliação (5 a 15 mi-
nutos) demonstra maior prevalência dos animais 
procurando alimento (PA) com aproximadamente 
40%. Cerca de 20% estão explorando o ambiente 
(EA) ou realizam a sua auto-higienização (AH); 
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1 a 10% estão em repouso (RE) e 5% estão em 
atitude de contato físico pela "montagem" de 
outro animal (Mo). Este perfil demonstra signi-
ficativa mudança entre o 20º e o 35º minuto de 
observação. Em relação a EA encontramos uma 
variação decrescente de 20 a 15% da prevalência 
dos animais na realização desta atitude. Também 
observamos a queda entre 40 a 35% dos animais 
realizando na atitude de PA. A atitude de RE 
apresentou um aumento entre 10 a 30% do nu-
mero de animais. Ao final, com 60 minutos de 
observação, 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 incidência de atividades. Até aproximadamente 
a metade do tempo de observação (25 min) des-
crevemos a incidência das principais atividades 
em 30% para EA; 15% para PA; 5% para AH; 

35% para RE e 15% para Mo. No período final da 
observação, entre 30 e 60 minutos, há o aumento 
da incidência da atividade EA (40%) e PA (20%) 
mantendo os níveis constantes de AH (5%); RE 
(15%) e Mo (5%). Os valores percentuais médios 
entre a 4 e 8ª semana de vida também demonstrou 
diferença entre as linhagens (Fig. 2). Na linhagem 
Swiss Webster a PA é a atividade que é realizada 
por um maior número de animais quando estão 
em suas gaiolas em biotério, aproximadamente 
39% dos animais estão envolvidos nesta atitude. 
Logo após, a EA está sendo realizada por 22% 
dos animais. A AH e o RE são realizadas por 19 
e 14% dos animais, respectivamente. Apenas 6% 
dos animais são observados em atitude de Mo. 
Porém na linhagem BALB/c, aproximadamente 
38% dos animais estão em repouso (RE) e 36% 
estão explorando o ambiente (EA). Os valores são 
iguais para os animais em PA e Mo por volta de 

Figura 1:	Tipificação da atividade de camundongos em relação ao tempo: A observação num período  
de 60 minutos possibilitou descrever a dinâmica das atividades em relação ao tempo. Na  
linhagem Swiss Webster (A) e BALB/c (B) quantificamos, em escala percentual (0 a 100%), a 
prevalência dos tipos de atividade exercida pelos camundongos. A exploração do ambiente  
(EA) a procura de alimentos (PA) a auto-higienização (AH) a atividade de repouso (RE) a atividade 
de montagem (Mo).
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19% enquanto apenas 6% dos animais realizam a 
atividade de AH. 

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

os indivíduos com 4 semanas de vida (Fig. 3A) 
apresentaram maior prevalência de indivíduos em 
RE (39%); PA (21%); EA (17%); AH (16%) e Mo 
(7%). Este mesmo grupo de animais entre a 6ª (Fig. 
3B) e a 8ª semanas de vida (Fig. 3C) apresentaram 
uma significativa alteração no seu perfil de ativi-
dade com maior prevalência de animais realizando 
as seguintes atitudes: PA: (6ª sdv, 53% e 8ª 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 4ª semana de 
vida (Fig. 3D), apresentaram maior prevalência de 
camundongos em RE (47%). Aproximadamente 
32% dos indivíduos exploraram o ambiente (EA) 
e 31% estavam em Mo. Apenas 15% dos animais 
procuraram alimento (PA) e 6% demonstraram 
AH. Na 6ª semana de vida (Fig. 3E) há maior 
prevalência de EA (51%); com 26% para PA; 21% 
RE e apenas 7% em Mo e 2% para AH. Este perfil, 
novamente modifica-se na 8ª 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 avaliação por idade, também reali-
zamos a avaliação entre três agrupamentos dife-
rentes para as linhagens Swiss Webster (Fig. 4) 
e BALB/c (Fig. 5). Na linhagem Swiss Webster, 
entre as idades (4ª sdv: 4A a C; 6ª sdv: 4D a F e 8ª 
sdv: 4G a I) há a similaridade do perfil onde obser-
vamos maior prevalência de animais em RE na 4ª 
semana de vida e conforme o amadurecimento há 
uma alteração prevalecendo a PA e EA. Ressalta-
-se que o Agrupamento 3 (A3) demonstrou um 
perfil constante em todas as idades, prevalecendo 
PA e EA desde a 4ª semana de vida. Então em 
relação aos agrupamentos (A1: 4A a G; A2: 4B 
e H; A3: 4C e I) podemos observar que cada um 
destes apresenta perfis de atividades semelhantes 
com prevalência de PA e EA, porém a o número 
de animais exercendo estas atividades é diferente 
entre cada agrupamento. Na linhagem BALB/c, 
o agrupamento A3 (5C a I) apresentou diferen-
ça no perfil de atividade em relação aos outros 
agrupamentos (A1: 5A a G; A2: 5B a H). Há um 
maior número de camundongos em repouso (RE) 
e menor número de animais em EA. Também em 

Figura 2:	A incidência das atividades no 
agrupamento de camundongos:  
Nas duas linhagens, Swiss Webster 
(A) e BALB/c (B), após três semanas 
de observação, calculamos a média da 
incidência (em percentual – 0 a 100%)  
de atividades exercidas pelos animais.  
A procura de alimentos (PA) é a 
atividade de maior incidência, seguida 
da exploração do ambiente (EA). A 
auto-higienização (AH) e o repouso (RE) 
apresentam incidência semelhante. O 
contato físico, pela montagem (Mo) entre 
os indivíduos é a atividade de menor 
incidência.
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relação as idades observamos diferença no perfil 
(4ª sdv: 5A a C; 6ª sdv: 5D a F e 8ª sdv: 5G a I). 
Observamos uma prevalência maior de indivídu-
os em repouso (RE) na 4ª semana de vida. Na 6ª 
semana de vida, nos agrupamentos A1 e A2 há a 
mudança de perfil com maior prevalência de in-
divíduos EA e PA. Este padrão tende a se manter 
na 8ª semana de vida, porém com uma discreta 
diminuição da PA e aumento de RE. Além disso, 
ressaltamos que a linhagem BALB/c, principal-
mente na 4ª semana de vida, maior número de 
animais em Mo.

4 discussão

O camundongo é uma espécie, extremamente 
ativa, que se empenha em altos níveis nas intera-
ções sociais e recíprocas7,13. Também apresenta 

marcantes comportamentos de nidificação, aca-
salamento, maternidade, marcação territorial e 
agressividade (principalmente entre machos em 
idade adulta)14-17. Grande variedade de ensaios 
sociais tem sido encontrados na literatura para o 
estudo de comportamentos individuais18,19,20. Os 
exemplos a seguir foram concebidos e descritos 
para evidenciar a relevância dos tipos de déficits 
em interações sociais, mais especificamente para 
serem usados como modelos de autismo. Dentre 
estes ensaios podemos destacar: a) avaliação das 
interações sociais recíprocas, e b) avaliação refi-
nada das interações entre pares (jovens ou adultos) 
em gaiola padrão ou arenas especializadas20. 

Contudo, um ponto que discutimos é que se-
gundo Haller & Mano, aproximadamente 80% dos 
estudos comportamentais em camundongos em-
pregaram testes tradicionais e considerados como 
“clássicos”. Estes testes são: i) Campo aberto, ii) 
Labirinto em cruz elevado, iii) Teste da suspensão 

Figura 3: Incidência de atividades em relação 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 exploração do ambiente 
(EA), procura de alimentos (PA), auto-higienização (AH), repouso (RE) e (Mo) apresentam 
diferentes percentuais de incidência de tipos de atividade em relação a 4ª (A e D), 6ª (B e E) e  
8ª (C e F) de vida.
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da cauda, iv) Caixa claro/escuro e v) Interação 
social21, e avaliam o indivíduo isolado da sua 
interação social, ou seja apenas as características 
individuais são notadas. Além disso, questionamos 
não a validade destes testes, mas a aplicabilidade 
destes testes. Todas estas metodologias isolam ou 
induzem o animal a um comportamento específico 

em um local diferente do qual está sendo mantido, 
principalmente o teste de labirinto em cruz eleva-
do. Importantes informações são adquiridas por 
estes testes como a característica de ansiedade e 
depressão dos animais, mas não são capazes de 
descrever o comportamento individual dos camun-
dongos em seu agrupamento, sua dinâmica social, 

Figura 4:	Diferença dos tipos de atividade em relação aos agrupamentos na linhagem Swiss Webster: além 
das diferenças do perfil de atividade entre as idades, também podemos observar significativa 
diferença entre os agrupamentos na mesma idade. O agrupamento A1 (A a G) e A2 (B a H) 
aproximam-se do perfil médio, onde na 4ª semana de vida (A a C) prevalece a atividade de repouso 
(RE) com maior incidência. Nesta mesma semana, o A3 (C a I) já apresenta a procura de procura de 
alimentos (PA) com maior incidência. Na 6ª semana (D a F), há semelhança entre a prevalência das 
atividades, porém o percentual de incidência entre os indivíduos demonstras sutis diferenças. Na 8ª 
semana (G a I), observamos variação na atividade de auto-higienização (AH) entre os grupos. As 
atividades de montagem (Mo) manteve sua baixa incidência entre todos os grupos e também entre 
as idades.
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a diferença do perfil de comportamento entre os 
grupos, entre as idades e outros.

Através da metodologia proposta pelo nosso 
grupo de trabalho foi possível identificar quais 
são as principais atividades e a sua prevalência 
apresentadas pelo camundongos (machos) em seu 
agrupamento no biotério7,11,22,23. Estruturamos 

uma metodologia que tivesse minima interferência 
no ambiente do animal (sua gaiola) e não induzin-
do as alterações individuais ou interações sociais. 
Acreditamos que a filmagem a distância e a análise 
do etograma através dos filmes alcançaram este 
objetivo. Observamos que, na linhagem Swiss 
Webster, a incidência dos tipos de atividade assim 

Figura 5: Diferença dos tipos de atividade em relação aos agrupamentos na linhagem BALB/c: além das 
diferenças do perfil de atividade entre as idades, também podemos observar significativa diferença 
entre os agrupamentos na mesma idade. O agrupamento A1 (A a G) e A2 (B a H) aproximam-se do 
perfil médio, onde na 4ª semana de vida (A a C) prevalece a atividade de repouso (RE) com maior 
incidência. Nesta mesma semana, o A3 (C a I) já apresenta a procura de procura de alimentos  
(PA) com maior incidência. Na 6ª semana (D a F), há semelhança entre a prevalência das 
atividades, porem o percentual de incidência entre os indivíduos demonstras sutis diferenças. Na 
8ª semana (G a I), observamos variação na atividade de auto-higienização (AH) entre os grupos. 
As atividades de montagem (Mo) manteve sua baixa incidência entre todos os grupos e também 
entre as idades.
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como sua prevalência demonstra interessantes 
diferenças durante o amadurecimento dos animais 
e entre os agrupamentos. Um número maior de 
animais recém desmamados (4ª semana de vida, 
ou seja infantos) mantêm-se em repouso, e tam-
bém apresentando maior tempo destes animais 
dormindo. Conforme amadurecem a curiosidade 
demonstrada pela EA e a necessidade da busca pela 
alimentação, descrita pela atividade (PA), torna-se 
mais prevalente entre os indivíduos dos grupos. A 
prevalência de AH é relativamente constante para 
cada entre as idades e para cada agrupamento, 
porém sempre presente. A Mo apresentou níveis 
muito reduzidos durante todo ensaio, porém cons-
tante. Possivelmente pela rápida movimentação 
dos animais da gaiola7,11. 

Neste trabalho comparamos nossos resultados 
anteriores com os dados da linhagem BALB/c. 
Apesar de serem da mesma espécie, há diferenças 
significativas na prevalência das atividades (EA, 
PA, AH, RE e Mo) entre os indivíduos da mesma 
linhagem, nesse caso BALB/c. Em relação 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 
é isogênica, minimizando diferença entre os in-
divíduos e pelos nossos resultados minimiza a 
diferença no próprio comportamento do animal3. 
Em comparação com o Swiss Webster, são menos 
ativos, possuem maior prevalência de animais 
em repouso, e exploram mais o ambiente do que 
procuram alimento. Interessantemente, esta úl-
tima atividade seria a mais observada em Swiss 
entre a 4 e 6ª semana de vida. Entre as idades, os 
valores percentuais demonstram que a linhagem 
BALB/c na 4ª semana de vida também tende a ter 
mais indivíduos em repouso, porém com muito 
poucos animais realizando auto-limpeza. Na 6ª 
e 8ª semana de vida, observamos que os animais 
mudam sua atividade preferencial para exploração 
do ambiente, seguido de busca de alimento, porém 
mantendo sempre um número relativamentre alto 
de animais em repouso e baixo em AH. Em compa-
ração com o Swiss Webster, podemos afirmar que 

há um perfil semelhante para ambas as linhagens 
na 4ª semana de vida, porém no amadurecimento 
o BALB/c é menos ativo e prefere explorar mais 
o ambiente do que buscar alimento. Finalizando, 
apesar de ser uma linhagem isogênica, também 
observamos diferenças da prevalência das ativi-
dades entre os agrupamentos. 

5 conclusão

Podemos concluir que as principais atividades 
realizadas pelos camundongos em biotério, tanto 
da linhagem Swiss Webster quanto da BALB/c, 
são de repouso (ou dormir) quando infantos (4ª 
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 indivíduos em contato 
um com outro. Também apresentam uma baixa 
incidência de auto-higienização. Finalizando, 
apesar de demonstrarem maior uniformidade 
comportamental entre os seus indivíduos, tam-
bém apresentam diferença entre os indivíduos de 
outros agrupamentos, semelhante ao Swiss We-
bster. Além disso, sugerimos que estes resultados 
possam servir de parâmetros para a avaliação 
comportamental de camundongos, diferenciando 
indivíduos da linhagem Swiss Webster e BALB/c 
(apesar de serem da mesma espécie) e outros tipos 
de ensaios, principalmente pré-clínicos. 
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Mice lab ethogram II: 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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MONITORAMENTO AMBIENTAL NO BIOTÉRIO

Alzira Batista Cecílio¹
Elizangela Cristina de Paula Donato²

Os animais criados em Biotério tem como finalidade garantir a qualidade de expe-
rimentos biológicos que visam à melhoria da qualidade de vida humana. Há muito, 
experimentos vem sendo testados com metodologias alternativas para a diminuição 
da escolha pelo modelo animal, em razão de questões éticas. O campo de estudo 
deste trabalho é o Biotério da Funed, onde são criados os camundongos da linhagem 
Swiss webster, tendo como objetivo geral, melhorar o controle na qualidade animal 
já realizado. O monitoramento ambiental proposto por este trabalho vem contribuir 
no sentido de minimizar a entrada de microrganismos através de barreiras sanitárias 
mais eficientes. Sendo monitorado o ambiente da sala Piloto (colônia de fundação). 
A metodologia utilizada foi o plaqueamento da área, com exposição de 20 minutos. 
Foram realizadas identificações das colônias bacterianas que tiveram crescimento, 
após 48 horas de incubação à 35ºC, através da análise bioquímica e características 
morfológicas observadas na coloração de Gram. E uma segunda identificação molecular 
foi realizada, utilizando iniciadores específicos. Colônias de fungos também foram 
observadas no crescimento após incubação à temperatura ambiente e, identificadas. 
Este trabalho possibilitou observar a eficiência na desinfecção do Biotério com a 
redução significativa do número de microrganismos, além de avaliar a importância do 
monitoramento da saúde animal e a sua relevância na busca do alto padrão sanitário 
almejado na produção de animais utilizados em pesquisas científicas. 

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

1 introdução

Por mais de um século, os animais de laborató-
rio vem sendo utilizados na pesquisa biomédica. 
Estudos de anatomia, fisiologia, imunologia e 
virologia, dentre outros, realizados em animais de 
laboratório, permitiram um avanço considerável 
no desenvolvimento da ciência e tecnologia1.

Atualmente, porém os pesquisadores exigem 
que esses animais reúnam condições ideais, isto 
é, que atendam aos parâmetros de qualidade 
genética e sanitária, uma vez que nada mais são 

que, “reagentes biológicos” e, os resultados dos 
experimentos são afetados em razão da qualidade 
de cada espécie utilizada1.

Para assegurar a produção de animais de labo-
ratório, na qualidade que satisfaça os requisitos 
para o uso nas pesquisas médicas, são necessárias 
instalações apropriadas, equipamentos especiali-
zados e, pessoal habilitado1.

Em 8 de outubro de 2008, foi sancionada a 
Lei 11.794, conhecida como a Lei Arouca e re-
gulamentada em 15 de julho de 2009 através do 
Decreto 6.899, legislação que efetivamente regu-
lará a criação e o uso de animais para pesquisa e 
o ensino em âmbito nacional2.

RE
SU

MO

artigo original

1.	Pontifícia Universidade Católica de Minas 
Gerais - PUC Minas/Fundação Ezequiel Dias 
- FUNED (Serviço de Biotecnologia e Saúde), 
MG, Brasil.

2.	 Fundação Ezequiel Dias - FUNED (Serviço de 
Biotério), MG, Brasil.

Autor para correspondência:  
Alzira Batista Cecílio
E-mail: alzira.cecilio@funed.mg.gov.br

Recebido para publicação: 14 de junho de 2013
Aceito para publicação: 05 de julho de 2013

O campo de estudo deste trabalho é o Biotério 
de criação da Fundação Ezequiel Dias-
FUNED, onde as identificações bioquímicas 
dos microrganismos foram realizadas 
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A experimentação animal é uma atividade hu-
mana com grande conteúdo ético. Os problemas 
éticos da experimentação animal surgem do confl i-
to entre as justifi cativas para o uso de animais em 
benefício de si próprios e do homem e o ato de não 
causar dor e sofrimento aos animais. Esse confl ito 
é inevitável, e só pode ser tratado equilibrando-se 
os valores opostos. Quanto maior o sofrimento 
que um experimento irá causar aos animais, mais 
difícil é a sua justifi cativa1.

O princípio ético de reverência pela vida exige 
que se obtenha um ganho maior de conhecimento 
com um custo menor no número de animais uti-
lizados e com o menor sofrimento dos mesmos1.

O camundongo (Mus musculus), um dos ani-
mais de laboratório mais utilizados na experimen-
tação, acompanha o homem por vários milênios. 
Existem registros acerca desse animal com mais 
de 4 mil anos de idade e até mesmo na Bíblia. Sua 
introdução como animal de laboratório, deve-se 
ao fato de, ser pequeno, muito prolífero, ter perí-
odo curto de gestação, ser de fácil domesticação 
e manutenção1.

O biotério é uma instalação dotada de carac-
terísticas próprias, que atende às exigências dos 
animais onde são criados ou mantidos, proporcio-
nando-lhes bem estar e saúde para que possam se 
desenvolver e reproduzir, bem como para respon-
der satisfatoriamente aos testes neles realizados1.

As barreiras sanitárias visam impedir que 
agentes indesejáveis presentes no meio ambiente 
externo, tenham acesso às áreas de criação ou 
experimentação, bem como agentes patógenos em 
teste venham a se dispersar para o exterior do pré-
dio. Assim sendo, barreira sanitária compreende 
todo um conjunto de elementos físicos, químicos, 
de instalações, de procedimentos de pessoal e uso 
de equipamentos, que tende a impedir a entrada 
de enfermidades que possam afetar os animais. 
Como principal barreira física, por exemplo, 
a existência de autoclave para esterilização de 
materiais1.

No estabelecimento de procedimentos opera-
cionais padronizados de higiene de um biotério, 
com o intuito de prevenir contaminação biológica 
na área de criação, quatro fatores devem ser le-
vados em consideração: a natureza dos agentes 
infecciosos; as vias prováveis de entrada de tais 
agentes na área de criação; os meios pelos quais 
tais agentes podem ser destruídos ou prevenidos 
nas vias de entrada; e, fi nalmente, a validação dos 
métodos higiênicos adotados2.

A contaminação biológica indesejável na área 
de criação e manutenção de animais pode ocorrer 
por várias vias e materiais. As fontes mais im-
portantes de infecções são: animais e materiais 
biológicos de outros laboratórios; pessoal; insetos 
e roedores selvagens; materiais e equipamentos. O 
risco de introdução inadvertida de microorganis-
mos nas unidades experimentais é muito maior que 
nas unidades de criação devido à necessidade de 
acesso de novos animais, materiais de experimen-
tação e pessoas nas instalações experimentais2.

A limpeza de um biotério deve ser realizada de 
preferência imediatamente após uso do material 
ou local, para evitar o ressecamento da sujidade 
que difi culta a sua remoção. Deve contemplar 
todas as superfícies do material, incluindo canais 
e ranhuras. Na limpeza manual, a sujidade é 
removida manualmente por meio de ação física 
com auxílio de detergente, água e artefatos, como 
escova e esponja. Já na limpeza automatizada é o 
processo onde se utiliza tecnologia automatizada 
que combina temperatura, produto químico, ação 
mecânica e tempo. Proporciona menor risco de 

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 1: Mus musculus (Swiss webster) - Biotério 
de criação da Funed.
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acidente aos profissionais e melhor padronização 
do processo2.

A desinfecção num biotério é realizada por 
meio de produtos químicos (desinfetantes) ou por 
meios físicos.2 Algumas características importan-
tes em um desinfetante, para que se possa atingir 
o nível de desinfecção desejado, são terem amplo 
espectro, ação rápida, fácil manuseio, atóxico, 
baixo custo, entre outros3.

Existem vários desinfetantes que são utilizados 
em biotérios, tais como fenóis, ácido peracético, 
peróxido de hidrogênio, compostos de amônio 
quaternário, álcoois, aldeídos (formaldeído e 
glutaraldeído), halogenados (cloro e iodo), entre 
outros2.

A área controlada (ou área limpa) do Biotério 
possui 6 salas destinadas à criação dos animais: 
sala Piloto (colônia de fundação), sala Recria do 
Piloto (colônia de expansão), sala da Expedição 
e 3 salas de produção. São exemplos de barreiras 
sanitárias no Biotério da Funed: a autoclave (este-
rilização sob calor úmido), onde serão esteriliza-
dos os materiais utilizados na área de criação dos 
animais; o ultrassom, que é utilizado na limpeza 
dos bicos dos bebedouros e, que serão esteriliza-
dos posteriormente em autoclave; paramentação 
dos profissionais do biotério, que consiste no 

banho obrigatório e uso de uniforme estéril, touca 
e máscara descartáveis, uso de luvas (para mani-
pulação de materiais e dos próprios animais) e 
calçados próprios; e, ainda a desinfecção das salas 
(teto, parede, chão), realizadas 1 vez por mês, com 
solução de hipoclorito a 0,2%. O chão é limpo 
com solução de hipoclorito a 0,2% diariamente, 
após a rotina de trabalho, que é realizada em 
cima de carrinhos de alumínio (trocas de caixas, 
desmames e pesagens). As estantes de alumínio 
são limpas com álcool a 70%. A temperatura e 
umidade das salas são monitoradas através de 
termo-higrômetro, apresentando variações de 18 
a 20ºC e 50 a 60%, respectivamente. Em todas as 
salas há trocas de ar (20 trocas/hora) e as portas 
possuem pressão positiva (por exemplo, enquanto 
a porta de saída para a área de higienização estiver 
aberta, a outra, de saída para o corredor da área 
controlada, deve estar fechada). Os animais são 
mantidos em gaiolas, com ração e água à vontade, 
sendo mantidas rotinas diárias de troca de caixas, 
desmame, registro de nascimento (salas de pro-
dução, sala Piloto); acasalamentos (sala recria do 
Piloto); manutenção de matrizes (sala Piloto) e 
atendimento aos clientes internos da Funed, como 
o controle biológico, o serpentário e a pesquisa 
(sala Expedição). 

Fonte: JAIGOBIND et al., 2007.

Figura 2: Ação dos desinfetantes na estrutura bacteriana.



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

MONITORAMENTO AMBIENTAL NO BIOTÉRIO

Os objetivos propostos neste trabalho são 
monitorar o ambiente dos camundongos da sala 
Piloto (colônia de fundação) avaliando a eficiência 
dos métodos usados na desinfecção como descrito 
acima; possibilitar a padronização do controle 
ambiental do Biotério da Funed; implantar o 
controle da saúde dos camundongos Swiss webs­
ter; demonstrar a importância do monitoramento 
ambiental para manutenção da qualidade dos 
animais de laboratório através da identificação de 
possíveis espécies/gêneros bacterianos e fúngicos 
patogênicos; além de comparar a identificação 
bacteriana através de características bioquímicas 
e moleculares.

2 materiais e métodos

O campo de estudo deste trabalho é o Biotério 
da Funed, que cria os camundongos da linhagem 
Swiss webster. Esses animais são utilizados no 
Controle biológico da Funed, pelo Serpentário 
da Funed na alimentação de serpentes e, também 
nas experimentações científicas. O ambiente mo-
nitorado foi a sala Piloto (colônia de Fundação) 
do Biotério da Funed e os métodos utilizados são 
explicados a seguir.

O estudo estatístico não foi utilizado, pois 
o objetivo deste estudo não foi de estimar uma 
quantidade ou testar uma hipótese, e sim coletar 
dados concretos. 

2.1 Plaqueamento 

Foram utilizadas seis placas de Ágar TSA 
(meio de cultura que proporciona o crescimento 
de vários microrganismos) antes da desinfecção da 
sala e seis depois da desinfecção. As placas foram 
colocadas em três níveis na sala de fundação: ao 
nível do chão, sobre um carrinho, o qual é utilizado 
para rotina de manutenção dos animais, e em cima 
da estante dos animais. O tempo de exposição das 
placas foi de 20 minutos.

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

Foram também utilizadas seis placas de Ágar 
Sabouraud (meio seletivo para fungos), três an-
tes da desinfecção e três depois da desinfecção, 
distribuídas nos mesmos níveis e, com o mesmo 
tempo de exposição utilizado para as placas de 
Ágar TSA. 

As placas de Ágar Sabouraud foram mantidas 
à temperatura ambiente por 15 dias. 

2.2 Identificação das bactérias 

As colônias bacterianas foram identificadas 
segundo suas características morfológicas e bio-
químicas. Foram confeccionados esfregaços em 
lâminas submetidas à coloração de Gram. Foram 
realizadas provas de catalase e bioquímicas.

2.2.1 Coloração de Gram

A coloração de Gram foi desenvolvida em 
1884, pelo bacteriologista dinamarquês Hans 
Christian Gram. Ela é um dos procedimentos de 
coloração mais úteis, pois classifica as bactérias 
em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-
-negativas4. 

As lâminas após terem sido submetidas à 
coloração de Gram foram observadas ao micros-
cópio em objetiva de imersão. Todas as colônias 
observadas eram Gram-positivas, sendo distintas 
apenas em sua morfologia e arranjo. Foram ob-
servadas colônias 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 identificação da 
família Micrococcaceae é a prova da catalase, e 
esta família é composta de quatro gêneros: Pla­
nococcus, Micrococcus, Stomatococcus e Sta­
phylococcus. O gênero Staphylococcus apresen- 
ta 32 espécies, 14 subespécies, sendo que so-
mente 15 espécies são encontradas em amostras 
humanas5.



RESBCAL, São Paulo, v.2 n.1, pg. 31-48, 2013 35

Alzira Batista Cecílio e Elizangela Cristina de Paula donato

Fotos: Elizangela C.P. Donato

Figura 3: Sala Piloto e distribuição das placas.

Fotos: Elizangela C.P. Donato

Figura 4: Plaqueamento ao nível da estante e chão.
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Com a alça bacteriológica coleta-se o centro de 
uma colônia suspeita e esfrega-se em uma lamina 
de vidro. Colocar sobre este esfregaço uma gota 
de água oxigenada a 3% e observar a formação de 
bolhas. Para a família Microccocacea (estafi loco-
cos) a prova é geralmente positiva, enquanto que 
para a família Streptococcacea (estreptococos) é 
negativa5. 

2.2.3 Provas Bioquímicas

Testes bioquímicos são frequentemente utiliza-
dos para identifi car bactérias e leveduras porque 
espécies diferentes produzem enzimas diferentes. 
Tais testes são designados para detectar a presença 
de enzimas4.

2.2.3.1 Manitol

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

Fotos: Elizangela C. P. Donato

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

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 6: Testes positivos de crescimento de 
Staphylococcus spp em ágar manitol 
salgado.
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pH é o vermelho de fenol, que indica uma reação 
positiva quando o meio ao redor das colônias 
se torna amarelo e, negativa quando permanece 
avermelhado5.

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

Segundo o Módulo V, Detecção e Identificação 
de Bactérias de Importância Médica5, 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 e o do caldo de NaCl a 6,5% deve mostrar 
turvação 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 
não enterococo (Streptococcus bovis). Quanto ao 
teste da tolerância ao NaCl a 6,5%, somente os 
enterococos são positivos.

2.2.3.3 Teste da DNAse

Este teste consiste na inoculação de colônias 
em meio contendo DNA, (DNAse test agar) obtido 
comercialmente5.

2.2.4 Congelamento das Bactérias

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

2.2.5 Extração de DNA (bactérias)

Foram realizadas as extrações de DNA das 
culturas bacterianas à partir das suspensões feitas. 

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

Foto: Elizangela C.P.Donato

Figura 7: Teste positivos da Bile Esculina e BHI 
6,5% NaCl.
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incubação, as amostras foram resfriadas à tem-
peratura ambiente, sendo adicionados 1,5 µl de 
solução de RNase nas células lisadas. A solução 
foi gentilmente misturada por inversão e depois 
incubada em banho-maria a 37ºC por 1 hora. 
Após resfriadas em temperatura ambiente foram 
adicionados 200 µl de solução de precipitação de 
proteínas agitando vigorosamente em vórtex 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 
μL de isopropanol. A solução foi gentilmente 
misturada por inversão até a precipitação do 
DNA e centrifugada por 2 minutos a 13.000 x 
g. O sobrenandate foi descartado e em seguida 
600 μL de etanol 70% foram adicionados, sendo 
o microtubo invertido várias vezes e centrifuga-
do por 2 minutos a 13.000 x g. O sobrenandate 
foi descartado e após a secagem do sedimento, 

Foto: Elizangela C.P. Donato

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

adicionou-se 50 μL de solução de reidratação e as 
amostras foram incubadas a 4ºC overnight para 
a completa reidratação do DNA.

2.2.6 Quantificação do DNA 

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

2.2.7 Reação em Cadeia de Polimerase - PCR 

O PCR Supermix (Invitrogen) foi utilizado para 
as reações 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 μL. 
Concentração do DNA genômico das amostras 
estudadas de 50ng/µL. 

As reações foram processadas no termocicla-
dor Veriti (Applied Biosystems). Para as amostras 
bioquimicamente identificadas como Staphylo­
coccus spp e Bacillus spp seguiu as seguintes 
condições de termociclagem: desnaturação inicial 
a 94ºC durante 5 minutos, seguidos de 35 ciclos 
(desnaturação a 94ºC- 1 minuto; anelamento: Sta­
plylococcus spp a 60ºC-1 minuto e Bacillus spp 
a 65ºC- 1 minuto; extensão a 72ºC-2 minutos) e 
extensão final a 72ºC por 10 minutos. E, para as 
amostras bioquimicamente identificadas co- 
mo Enterococcus spp e Streptococcus spp foram: 
desnaturação inicial a 95ºC durante 5 minutos, se-
guidos de 30 ciclos (desnaturação a 95ºC- 1 minuto; 
anelamento a 55ºC- 1 minuto; extensão a 72ºC- 1 
minuto) e extensão final a 72ºC por 5 minutos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 
foi utilizada para analisar os fragmentos de DNA 
amplificados pelas reações de PCR com base no 
seu tamanho de peso molecular. Foram analisados 
10 µL de cada reação em géis de poliacrilamida 
8% (acrilamida e bis-acrilamida ultrapura a 30%, 
Invitrogen) em TBE (0,089 M TRIS, 0,089 M 
ácido bórico, 0,002 M EDTA). Os géis foram 
submetidos à eletroforese, utilizando-se tampão 
TBE, e corados com nitrato de prata (0,1 g/50 
mL de água).
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2.3 Identificação dos Fungos 

De acordo com o Módulo VII de Detecção e 
Identificação dos Fungos de Importância Médica6, 
as estruturas microscópicas, tais como: hifa hialina 
ou demácia, septada ou cenocítica, forma, dispo-
sição e formação dos esporos, são suficientes, em 
geral, para a identificação de fungos filamentosos. 
A identificação das colônias filamentosas foi feita 
a partir da purificação da colônia. Foi retirada uma 
parte da colônia, sendo esta colocada em tubo plás-
tico tipo eppendorf contendo 1 mL de Tween 80 
(0,1%) e agitada em vortex até que estivesse bem 
fragmentada. Após fragmentação da colônia foram 
pipetados 20 µl da suspensão e inoculada em três 
pontos distintos, nos meios Czapek e MEA (Ágar 
Extrato de Malte), incubando as placas na BOD 
(incubadora) a 25ºC+_2ºC sem inverter a posição, 
por 7 dias. Ao longo do tempo de incubação, fo-
ram observadas as características macroscópicas 
das colônias no verso e reverso das placas (cor, 
textura, tamanho, presença de exsudato). A obser-
vação microscópica foi feita a partir de lâminas 
preparadas. Estas foram preparadas retirando-se 
com alça descartável uma porção interna de uma 
das colônias com profundidade, transferindo essa 
porção para uma lâmina contendo uma gota do 
corante ácido láctico azul, fragmentando-a ao 
máximo possível com o auxílio da alça, pingando 
uma gota de solução desinfetante de álcool.

A identificação dos fungos foi realizada a partir 
das características microscópicas e macroscópicas 
observadas com auxílio de uma chave de identi-
ficação.

3 resultados

3.1 Bactérias identificadas

Após o tempo de incubação das placas de 
Ágar TSA, observou-se o crescimento de 8 colô-
nias bacterianas (confirmadas pela coloração de 
Gram, posteriormente) nas placas antes da desin-
fecção e 5 após desinfecção. As características 
morfológicas observadas ao microscópio foram 
determinantes para a seqüência da identificação. 
Por falta de meios de cultura específicos, não foi 
possível a identificação da espécie bacteriana. Os 
gêneros bacterianos identificados foram: Bacillus 
spp, Enterococcus spp, Staphylococcus spp, além 
de colônias sugestivas de Corynebacterium spp e 
Micrococcus spp.

3.1.1 Bacillus spp

O gênero Bacillus compreende cerca de 50 
espécies de bacilos anaeróbios facultativos que 
podem exibir a forma esporulada, corando-se mal 

Tabela 1: Oligonucleotídeos Iniciadores.

Bactérias Iniciadores Produto

Bacillus spp
BACF: 5’-GGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT-3’

1300 pb
R1378: 5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3’14. 

Enterococcus spp
ENT 1: 5’- TACTGACAAACCATTCATGATG-3’

112 pb
ENT 2: 5’- AACTTCGTCACCAACGCGAAC- 3’ 15

Staphylococcus spp
STAPH 69B: 5’-GAACRGAYRAGRAGCTTG-3’ 

1392 pb
STAPH 1416: 5’-GAAGCCGGTGGAGTAACCA-3’16

Streptococcus spp
STREP 1F: 5’-AGTCGGTGAGGTAACCGTAAG-3’ 

105 pb
STREP: 5’-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3’17
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pela violeta, quando em colônia mais velhas. As 
formas vegetativas são retas largas, podendo ser 
grandes, isolados ou em cadeias5. 

A forma e localização dos endósporos são úteis 
para sua classificação5, sendo que podem ser ci-
líndricos, ovais, redondos, e eventualmente com 
forma de feijão; posição central, sub-terminal, 
terminal ou dilatando ou não a célula mãe.

Os Bacillus spp encontram-se basicamente  
no solo, água, matéria orgânica animal e vegetal 
nas condições mais variadas de temperatura, umi-
dade, pH, etc. As duas espécies mais importantes 
e que devem ser reconhecidas pelo laboratório de 
microbiologia são o B. anthracis e B. cereus 5.

3.1.2 Enterococcus spp

Os enterococos apresentam importância cres-
cente como causadores de infecção hospitalar, 
pelo aparecimento de resistência quase total aos 
antibióticos tradicionalmente utilizados para tra-
tamento destas infecções5.

Os Enterococos mais comumente isolados 
são: Enterococcus faecalis (90% dos casos) e 
Enterococcus faecium, com grande capacidade 
de colonização de pacientes e de contaminarem 
superfícies ou equipamentos utilizados em hospi-
tais. Possuem sensibilidade ou resistência variável 
aos antibióticos chamados glicopeptídios como a 
vancomicina e teicoplanina. Existem, atualmente, 
cepas comensais naturalmente resistentes a van-
comicina e que podem ser isoladas de pacientes 
internados, porém não sendo ainda capazes de 
causarem surtos, mas que devem ser corretamente 
identificadas5.

3.1.3 Staphylococcus spp 

Os Estafilococos são as bactérias não espo-
ruladas que mais resistem no meio ambiente. 
Podem sobreviver por meses em amostras clíni-
cas secas, são relativamente resistentes ao calor 
e podem tolerar uma concentração aumentada 
de sal5.

Tabela 2: Bactérias encontradas antes e após desinfecção

  Antes da Desinfecção Após Desinfecção
Placas (identificação) Bactérias
Esquerda entrada (chão) Staphylococcus spp NHC

Direita entrada (estante) Enterococcus spp* NHC

Meio 1 (carrinho)

Enterococcus spp Enterococcus spp
Micrococcus spp** Staphylococcus spp
Corynebacterium spp**  

Meio 2 (carrinho) NHC Bacillus spp

Esquerda fundo (chão)
Staphylococcus spp Staphylococcus spp
Staphylococcus spp  

Direita fundo (estante) Staphylococcus spp Staphylococcus spp

Fonte: Dados da Pesquisa
*Não foi congelada, colônia semelhante ao Meio 1 (após desinfecção).
**Colônias sugestivas, não havia meios específicos para identificação.
NHC = Não houve crescimento.
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3.2 Quantificação do dNA 

Os valores encontrados se encontram na tabe-
la 4:

3.3 Identificação Molecular das Bactérias

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

3.4 Fungos identificados

No decorrer dos 15 dias, em que as placas de 
Ágar Sabouraud foram mantidas em temperatura 
ambiente, foi observado o crescimento de 3 co-
lônias fúngicas (colônias fi lamentosas) antes da 
desinfecção e nenhuma após.

Os fungos identifi cados foram: Penicillium 
purpurogenum, Penicillium oxalicum e Clados­
porium sphaerospermum. Esses fungos foram 
identifi cados a partir do plaqueamento antes da 

Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 9: Característica morfotintorial pela técnica 
de coloração de Gram de Staphylococcus 
spp.

Tabela 3: Bactérias identifi cadas de acordo com as placas.

Numeração das 
Bactérias Identifi cadas Caracterização das colônias bacterianas Bactérias identifi cadas

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

Meio 2.2
Meio 1.2 (colônia branca média)
Meio 1.1 (colônia branca)
Bactéria referência
Esquerda abaixo fundo 1 (colônia amarela)
Bactéria referência
Esquerda abaixo fundo 1 (colônia branca)
Esquerda abaixo fundo 2 (colônia cremosa)
Meio 1.2 (colônia branca peuqena)
Esquerda abaixo entrada 1
Direita acima fundo 1 (colônia branca)
Direita acima fundo 2 (colônia cremosa)
Bactéria referência
Bactéria referência

Bacillus spp
Enterococcus spp
Enterococcus spp
Enterococcus faecalis
Staphylococcus spp
Staphylococcus aureus
Staphylococcus spp
Staphylococcus spp
Staphylococcus spp
Staphylococcus spp
Staphylococcus spp
Staphylococcus spp
Bacillus cereus
Streptococcus pneumoniae

Fonte: Dados da Pesquisa
*Utilizou-se como ponto de referência para caracterização das placas a porta de entrada da Sala Piloto. Sendo abaixo ao nível do chão, acima ao nível da estante e, 

no meio em cima do carrinho de manipulação 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:	 Identificação molecular de 
Staphylococcus spp (1392 pb)

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: Identificação molecular de Staphylococcus spp (1392 pb).

desinfecção, após a desinfecção não houve cres-
cimento de colônias fúngicas.

3.4.1 Penicillium purpurogenum

 Essa espécie de fungo é capaz de produzir 
pigmentos sobre diferentes velocidades de cres-
cimento. Há ainda escassez no estudo desses pig-
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Foto: Elizangela C. P.Donato
Legenda: Ladder (50kb); Strep 14= Streptococcus pneumoniae, amostra 

referência (amplificação 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:	 Identificação molecular de 
Streptococcus spp (105 pb) e 
Enterococcus spp (112 pb).

Tabela 4: Quantificação do DNA extraído.

Numeração 
das 

Bactérias

Absorbância 
260 nm Ratio

Concen-
tração ug/

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
11 0,054 1,44 81,4
11' 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 referência.

mentos produzidos por esse fungo, o que precisa 
ser revisto9.

O gênero Penicillium caracteriza-se por formar 
conídios em uma estrutura ramificada semelhante 
a um pincel que termina em células conidiógenas 
chamadas fiálides. As ramificações formam ver-
ticilos que servem de critério de identificação e 
classificação desse gênero10.

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 produção de enzimas. O estudo dos metabólitos 
secundários desta espécie mostrou uma diversi-
dade química limitada, tendo sido relatados na 
literatura o ácido secalonico e a oxalina11.

3.4.3 Cladosporium sphaerospermum

Nos cladospórios, o aparelho de conidiação, os 
conídios se desenvolvem do conidióforo por um 
processo de brotamento e permanecem unidos por 
disjuntores que são porções da parede celular que 
ligam dois conídios de uma cadeia. Os conídios 
que fazem parte das cadeias ramificadas podem 
apresentar até três disjuntores. Como o desen-
volvimento dos conídios se dá por brotamento, o 
conídio distal é o mais jovem12.
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Foto: Elizangela C. P. Donato

Figura 15: Colônias do fungo Penicillium oxalicum 
em Ágar Czapek e MEA.

Foto: Elizangela C.P. Donato

Figura 16: Colônias do fungo Cladosporium 
sphaerospermum em Ágar Czapek e 
MEA.Foto: Elizangela C. P.Donato

legenda: Bac 1= Bacillus spp, amostra 1; Bac 13= Bacillus cereus, controle 
positivo; Ladder (50kb).

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

Foto: Elizangela C.P. Donato

Figura 14: Colônias do fungo Penicillium 
purpurogenum em Ágar 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 
freqüentemente isolado de ar interior e exterior, 
residências, e ocasionalmente de humanos e 
plantas13.

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 gênero. Nas amostras iden-
tificadas bioquimicamente nenhuma correspondeu 
ao gênero Streptococcus spp.

4 discussão

A identificação bioquímica das bactérias foi 
limitada à gênero, o que restringiu o trabalho. 
Mas abre precedente à continuação do trabalho 
para que, em monitoramentos ambientais futuros, 
estabeleçam-se mais meios de cultura específicos 
que permitam o aprofundamento na identificação 
bacteriana. 

A identificação molecular pode mostrar que 
mais provas bioquímicas podem ser empregadas 
na identificação de algumas bactérias estudadas 
neste trabalho. No caso de Staphylococcus spp, 
das 7 amostras identificadas bioquimicamente, 
apenas 3 corresponderam na identificação mole-
cular. Isso demonstra a carência de mais provas 
que possam validar a identificação bacteriana. 
Neste trabalho foram utilizadas apenas as provas 
da catalase, Dnase e ágar 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 correspondência na identificação mole-
cular. Mas de uma maneira geral, pode-se con-

siderar os resultados satisfatórios, pois a metade 
das identificações bioquímicas corresponderam à 
identificação molecular, mostrando a sensibilidade 
da técnica de PCR.

Em relação aos fungos identificados bioquimi-
camente, não foi possível a identificação molecu-
lar, pois as culturas primárias se contaminaram 
inviabilizando o processo de extração de DNA e 
PCR, mas a identificação bioquímica permitiu a 
identificação à nível de espécie. 

Foram encontradas as seguintes espécies fúngi-
cas na identificação bioquímica: Penicillium pur­
purogenum, Penicillium oxalicum e Cladosporium 
sphaerospermum. Esses microrganismos fazem 
parte de um grupo conhecido como anemófilos, 
ou seja, fungos do ar.

Os fungos dispersados através do ar atmosfé-
rico são denominados fungos anemófilos. Sendo 
assim, a microbiota fúngica anemófila pode ser 
semelhante ou diferente em cada cidade ou re-
gião. Os elementos fúngicos que são encontrados 
no ar atmosférico são os esporos (propágulos). 
São aeroalérgenos que, quando inalados, podem 
ser responsáveis por manifestações respiratórias 
alérgicas, como asma e rinite18.

Existe grande variedade de alérgenos po-
tencialmente responsáveis pela sensibilização 
e desencadeamento de “crises alérgicas” em 
indivíduos atópicos, além dos fungos. Pólens, 
epitélios de animais, poeira doméstica, antígenos 
ocupacionais, poluentes químicos e outros são 
alguns exemplos19.

Os fungos anemófilos pertencem a diversos 
gêneros e espécies e quase todos são contami-
nantes, isto é, podem ser isolados facilmente do 
ar, utilizando-se meios de cultura adequados. 
Numerosos métodos foram propostos para o 
estudo da microbiota fúngica do ar. O processo 
mais empregado consiste em expor placas de ágar 
Sabouraud durante 15 a 30 minutos em determi-
nados ambientes, com posterior identificação das 
colônias dos fungos que se desenvolverem20.

Além dos fungos encontrados, outros gêneros 
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 padronização de rotina de desinfecção das áreas 
controladas sejam respeitadas, para que alergias 
não se desenvolvam e os profissionais não sejam 
prejudicados nesse ambiente.

5 conclusão

De acordo com o trabalho apresentado, a desin-
fecção realizada no Biotério pode ser considerada 
eficaz, pois houve crescimento de colônias fúngi-
cas antes da desinfecção e, nenhum crescimento 
após a 2ª desinfecção de paredes, tetos e chão. É 
possível também estabelecer uma diminuição na 
incidência de colônias bacterianas após desinfec-
ção. De um total de 8 colônias antes da desinfecção 
houve a redução de metade desse crescimento. Isso 
é importante no que se refere ao que já é realizado 
no Biotério e, permite comprovar a eficácia do 
processo de desinfecção do Biotério, valorizando 
as barreiras sanitárias já existentes.

Este trabalho permitiu a análise das espécies 
bacterianas e fúngicas encontradas na sala Piloto 
(colônia de fundação) do Biotério da Funed. Os 
fungos encontrados são anemófilos. Esses fungos 
estão 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 criação dos 
animais do Biotério. As bactérias identificadas 
não correspondem à grande variedade de espécies 
bacterianas, como o Proteus mirabilis e Staphylo­
coccus aureus, responsáveis por infecções ou 
patogenias nos animais, comprovando mais uma 
vez a eficiência das barreiras sanitárias adotadas. 
Apesar de ter sido identificado o gênero Staphylo­
coccus spp, foi descartado que este poderia ser da 
espécie Staphylococcus aureus, já que os testes de 
Dnase foram todos negativos.

A identificação bioquímica das bactérias da 
maioria da amostras correspondeu à identificação 
molecular. Isso permite assegurar que a falta de 
meios de cultura mais específicos devem ser uti-
lizados em monitoramentos ambientais futuros 
para que a identificação bioquímica das bactérias 
à nível de espécie seja possível, possibilitando 
maior segurança nos resultados. 

Para que se desenvolva um trabalho de con-
trole da saúde animal é necessário padronizar 
processos (a saúde animal influi em processos 
experimentais e tende a ser melhor observada, 
para que os mesmos não sejam retrógados). 
Com o monitoramento ambiental será possível 
estabelecer uma rotina eficaz do controle de mi-
crorganismos no ambiente escolhido e evidenciar 
as barreiras sanitárias eficazes. Aliado à outros 
controles como o parasitológico e bacteriológi-
co (em vias de implantação), o monitoramento 
ambiental manterá assegurada a saúde animal no 
Biotério de criação 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 35ºC, 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.

1. Andrade A, Pinto SC, Oliveira 
RS. Animais de Laboratório: criação 
e experimentação. Rio de Janeiro: 
Fiocruz; 2006.

2. Lapchik VBV, Matarraia VGM, Ko 
GM. Cuidados e Manejo de Animais 
de Laboratório. São Paulo: Atheneu; 
2009.

3. Jaigobind AG, Amaral L, Jaisingh 
S. Dossiê Técnico- Desinfetantes 
Domésticos. Serviço Brasileiro de 
Respostas Técnicas – SBRT, 2007. 
[citado 7 jan.2012]. Disponível em: 
http://www.respostatecnica.org.br.

4. Tortora GJ, Funke BR, Case CL. 
Microbiologia. Porto Alegre: Artmed, 
2005.

5. ANVISA. Detecção e Identificação 
de Bactérias de Importância Médica, 
Módulo V, 2005. [Citado 25 
jan.2012]. Disponível em:  

http://www.anvisa.gov.
br/servicosaude/manuais/
microbiologia/...

6. ANVISA. Detecção e Identificação 
dos Fungos de Importância Médica, 
Módulo VII, 2004. [citado 25 
jan.2012]. Disponível em: http://
www.anvisa.gov.br/servicosaude/
microbiologia/mod_7_20...

7. Pitt JI, Hocking AD. Methods 
for isolation, enumeration and 
identifcation. In: Fungi and Food 
Spoilage. 2ª edição. Maryland:  
Aspen; 1999. p.21-57.

8. Samson RA, Hoekstra ES, 
Frisvad JC. Introduction to Food-
and Airbone Fungi. 7ª edição. 
Netherlands: Centralbureau voor 
Schimmelcultures; 2004.

9. Mendes-Zavala A, Contreras-
Esquivel JC, Lara-Victoriano F, 

Rodriqguez-Herrera R, Aguilar CN. 
Producción fungica de un pigmento 
rojo empleando la cepa xerofilica 
Penicillium purpurogenum GH-2. 
Rev Mex Ing Quí. 2007; 6(3): 267-73.

10. Carrillo L. Los hongos de los 
alimentos y forrajes 2003. [citado 31 
maio 2012]. Disponível em:  
http://www.unsa.edu.ar/matbib/
micologia.htm..

11. Pimenta EF, Seleghim MHR, 
Tininis AG, Berlinck RGS. 
Otimização da produção de oxalina 
pela linhagem de Penicillium 
oxalicum isolada de ambiente 
marinho. Sociedade Brasileira de 
Química, 2004. [citado 31 maio 2012]. 
Disponível em: http://sec.sbq.org.br/
cdrom/31ra/resumos/T0930-1.pdf. 

12. Trabulsi LR, Silva NP, Toledo 
MRF. Microbiologia. Rio de Janeiro/ 
São Paulo: Atheneu, 1991.

AB
ST

RA
CT

RE
FE

Rê
NC

ias




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

MONITORAMENTO AMBIENTAL NO BIOTÉRIO

13. Zalar P, Hoog GS, Schroers 
HJ, Crous PW, Groenewald JZ, 
Gunde-Cimerman N. Phylogeny and 
ecology of the ubiquitous saprobe 
Cladosporium sphaerospermum, with 
descriptions of seven new species 
from hypersaline environments 
Studies in Mycology 58: 157-183, 
2007. [citado 31 maio 2012]. 
Disponível em: http://www.cbs.
knaw.nl/publications/1058/06%20
Phylogeny%20and%20ecology%20
of%20the%20ubiquitous%20
saprobe%20Cladosporium%20
sphaerospermum,with%20
descriptions%20of%20seven%20
new%20species%20from%20
hypersaline%20environments.pdf. 

14. Garbeva P, Van Veen JA, Van 
Elsas JD. Predominant Bacillus 
spp. in Agricultural Soil under 
Different Management Regimes 
Detected via PCR-DGGE. Microbial 
Ecology, 2003. [citado 07 jan. 2012]. 
Disponível em: www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/12632212. 

15. Araújo TF. Caracterização e 
Identificação de Enterococcus spp 

isolados do fermento endógeno 
utilizado na fabricação do queijo 
minas artesanal da região da serra da 
canastra, Minas Gerais (dissertação). 
Minas Gerais (MG): Universidade 
Federal de Viçosa, 2008. [citado 30 
maio 2012]. Disponível em: www.
tede.ufv.br/tedesimplificado/tde_
busca/processaArquivo.php?... 

16. Delbe’s C, Montel MC. Design 
and application of a Staphylococcus-
specific single strand conformation 
polymorphism-PCR analysis to 
monitor Staphylococcus populations 
diversity and dynamics during 
production of raw milk cheese.  
Lett Appl Microbiology. 2005;  
41:169-74. 

17. Bearfield C, Davenport ES, 
Sivapathasundaram V, Allaker 
RP. Possible association between 
amniotic fluid micro-organism 
infection and microflora in the mouth. 
BJOG. 2002; 109:527-33.  
[citado 30 maio 2012]. Disponível 
em: http://onlinelibrary.wiley.
com/doi/10.1111/j.1471-
0528.2002.01349.x/full 

18. Mezzari A, Perin C, Santos Júnior 
AS, Bernd LAG, Di Gesu G. Os 
fungos anemófilos e sensibilização 
em indivíduos atópicos em Porto 
Alegre-RS. Rev Assoc Med Bras. 
2003;49(3). [citado 26 maio 2012]. 
Disponível em: http://www.scielo.
br/scielo.php?script=sci_arttext&pid
=S0104-42302003000300030.

19. Menezes EA, Alcanfor AC, Cunha 
FA. Fungos anemófilos na sala de 
periódicos da biblioteca de ciências 
da saúde da Universidade Federal  
do Ceará. RBAC. 2006; 38 (3): 
155-8.[citado 26 maio 2012]. 
Disponível em: http://www.sbac.
org.br/pt/pdfs/rbac/rbac_38_03/
rbac3803_05.pdf.

20. Flores LH, Onofre SB 
Determinação da presença de fungos 
anemófilos e leveduras em unidade 
de saúde da cidade de São Franscisco 
Beltrão-PR. SaBios: Rev Saúde  
Biol. 2010; 5(2):22-6. [citado 26  
maio 2012]. Disponível em: 
http://revista.grupointegrado.br/
revista/index.php/sabios2/article/
viewArticle/670.

REFERêNCias



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

ISSN 2238-1589

RE
SU

MO

artigo ORIGINAL

1.	Laboratório de Biologia Celular – Instituto 
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ – Rio de Janeiro; 

2.	 Laboratório de Inovações em Terapias, 
Ensino e Biofilmes – Instituto Oswaldo Cruz/
FIOCRUZ – Rio de Janeiro. 

Autor para correspondência:  
Gabriel Melo de Oliveira
E-mail: gmoliveira@ioc.fiocruz.br

Recebido para publicação: 30 de julho de 2013
Aceito para publicação:  05 de agosto de 2013

Estudo da hierarquia de camundongos Swiss  
Webster através do uso de Sistemas com Gaiolas 

Interligadas (SGI)

Maria Alice do Amaral Kuzel1
Fernanda da Silva Oliveira1

Kelly Cristina Demarque1

Janaína Alves Rangel1
Frederico Villas Boas Rodrigues1

Wanderson Silva Batista1

Lucas dos Santos Gameiro2

Gabriel Melo de Oliveira1

O camundongo em biotério é um animal social, agressivo e extremamente territorialista. 
As relações entre o indivíduo e o grupo assim como sua busca em acesso a reprodu-
ção e alimento promove a estruturação de uma ordem hierárquica. Esta hierarquia é 
classicamente associada a quem agride (dominante) e quem é agredido (subordinado). 
Através do uso do sistema de gaiolas interligadas (SGI), buscamos esclarecer a dinâmica 
desta estrutura e a posição do indivíduo dependendo do momento. Além disso, também 
podemos verificar as relações de afinidade entre os indivíduos e a caracterização do indi-
víduo em relação ao perfil de dominância/subordinação. Nossos resultados demonstram 
que os camundongos da linhagem Swiss Webster em biotério são capazes de formar 
relações de afinidade (fraternais) quando agrupados jovens e preferindo ficar entre seus 
semelhantes quando reagrupados na idade adulta. A dominância é realizada por apenas 
um indivíduo e sugerimos que o objetivo desta atitude seja o acesso exclusivo a uma 
determinada área e possivelmente ao alimento e acasalamento. Quando dividimos em 
duas categorias, o dominante protege seus semelhantes e agride prevalentemente os 
indivíduos da categoria contrária. Os subordinados podem variar entre os que buscam 
a dominância (disputantes) e os indivíduos que buscam não se envolver nos episódios 
agressivos (neutros). Há um indivíduo que sofre até 90% das atitudes agressivas do 
dominante, chamamos esta categoria como “subordinado alvo”. 

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

1 introdução

Camundongos utilizados em investigações bio-
médicas são mamíferos da família Muridae, subfa-
mília Murinae, ordem Rodentia e gênero Mus. Seu 

nome científico é Mus muscullus1. São acasalados, 
mantidos e utilizados conforme seu status genéti-
co. Basicamente, são divididas em consanguíneos 
(inbred) e não consanguíneos (outbred)2. A partir 
desta divisão é desenvolvida uma enorme quan-
tidade de linhagens com diferentes características 
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genotípicas e fenotípicas. Apresenta um corpo 
pequeno e fusiforme, metabolismo acelerado, 
com batimentos cardíacos em torno de 600 a 700 
por minuto e aproximadamente 160 movimentos 
respiratórios por minuto. Possuem a temperatura 
corporal mantida entre 35,2 a 37,9ºC e seu con-
trole térmico corporal é realizado principalmente 
pela ingestão de água1,2,3. 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 linhagem4. Sua expectativa 
de vida média é de dois anos, chegando a alguns 
casos de até quatro anos1,2.

A hierarquia é definida como a ordenação 
de elementos por ordem de importância. Em 
humanos, há uma hierarquia social nomeada, 
descrito pela organização da família, tribo ou 
clã, organização do trabalho, política, etc.5 Em 
camundongos alojados pode observar a chamada 
hierarquia de dominância6. Este tipo pode ser de-
finido como um sistema organizado de indivíduos 
no grupo, determinado por competição6,7. Ele 
também pode ser dividido em: linear, sem agres-
sividade ou despótica, com intensidade variável 
de agressividade8. 

Há uma estreita relação entre a hierarquia de 
dominância e a teoria da seleção sexual6,9. Animais 
sociais como os primatas não-humanos, algumas 
espécies de aves e peixes mostram que os indiví-
duos dominantes submetem seus subordinados a 
restrição de espaço (territorialidade), a ​​alimen-
tação e a possibilidade de acasalamento10. Em 
consequência disto, obtêm sucesso reprodutivo 
por aumentar a probabilidade de frequência de 
seus coitos e possuir mais recursos para investir 
na sobrevivência de sua prole. Schjelderup-Ebbe11 
que descreveu o estabelecimento de uma hierar-
quia de dominância em camundongos relatou a alta 
agressividade deste modelo no estabelecimento 
das posições hierárquicas clássicas: 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, não é possível observar 
uma causa definida (exceto no acasalamento)11. 

Apesar de serem da mesma espécie, conforme 
resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, 
também há diferenças no comportamento agres-
sivo/dominância entre as linhagens mantidas em 
biotério (dados não publicados). Camundongos 
Swiss Webster, machos e adultos foram altamente 
intolerantes uns com os outros, principalmente 
durante a demarcação de territórios, promovendo 
então alta intensidade de agressividade. A linha-
gem Balb/c demonstrou menor agressividade e 
uma melhor capacidade de organizar seus grupos 
(quando não havia presença de fêmeas). Os ca-
mundongos C57Bl/6 aparentemente demonstram 
incapacidade de organização hierárquica e redu-
zidos eventos agressivos12. 

Os fatores que determinam as posições sociais 
de dominante/subordinado não estão completa-
mente esclarecidos. Diversos autores sugerem 
que fatores como a condição fisiológica ou de 
saúde, a capacidade para agredir/defender e a 
experiência anterior (aprendizagem) são im-
portantes para esta estrutura de hierarquia6,13,14. 
Hilakivi et al. observaram diferenças hormonais e 
neuroquímicas comportamentais em camundon-
gos dominantes e subordinados. Camundongos 
subordinados apresentavam níveis mais eleva-
dos de serotonina no hipotálamo, hipocampo 
e no tronco cerebral quando comparados com 
o dominante. Por outro lado, os camundongos 
dominantes reduziram as concentrações de dopa-
mina no tronco cerebral15,16 e de corticosteróide 
sistêmico (dados não publicados).

Nosso grupo de pesquisa implementou o Mo-
delo de Agressividade Espontânea (MEA) base-
ado no agrupamento/reagrupamento dos mesmos 
animais observados desde a sua juventude até a 
idade adulta17. 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 área exclusiva para cada 
grupo e possibilidade de fuga para os indivíduos. 
Então nosso objetivo neste trabalho é decrever as 
características comportamentais da estruturação 
hierárquica de camundongos em biotério e tam-
bém caracterizar o comportamento dos indivíduos 
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em usa posição social dentro do grupo de animais 
através do uso do SGI.

2 materiaL e métodos

Animais: Requisitamos ao Centro de Criação 
de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo 
Cruz (CECAL/FIOCRUZ) para cada ensaio (n=3) 
50 camundongos da linhagem Swiss Webster, ma-
chos com três semanas de vida. Recebemos estes 
animais no Setor de Experimentação Animal dos 
Laboratórios de Biologia Celular e Inovações em 
Terapias, Ensino e Biofilmes do Instituto Oswal-
do Cruz (SEA LBC/LITEB) e adaptamos estes 
animais ao novo ambiente por uma semana. Esta 
adaptação foi realizada em estantes ventiladas com 
temperatura, umidade e fotoperíodo controlados 
segundo aos padrões e normatizações ambientais 
vigentes. Foi oferecida água e ração a vontade e 
a rotina de higienização foi realizada duas vezes 
por semana. Os procedimentos desse projeto fo-
ram realizados sob licença número LW-5/12 da 
Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA/
FIOCRUZ).

Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI)

Na 3ª semana de vida agrupamos os animais em 
duas diferentes categorias: Amarelos (Am1 a 5) e 
Azuis (Az1 a 5) com 5 animais cada gaiolas (Fi-
gura 1). Utilizamos marcação temporária de Boun 
para a coloração amarela e Violeta de genenciana 
para a coloração azul. A identificação individual 
deveu-se a respectiva parte do corpo colorida de 
forma a individualizar os animais entre c1 e c5. 
Estruturamos o SGI através da ligação entre três 
gaiolas por conexões hidráulicas de PVC no ta-
manho a permitir a passagem de um camundongo 
adulto. Estas gaiolas foram divididas entre área 1 
(A1), área 2 (A2) e área 3 (A3). Estes SGI foram 
divididos entre Sistema 1 ao 5 (S1 ao S5) onde 
receberam os animais, na 10ª semana de vida, na 
respectiva ordem,  S1: grupos Am1 e Az1 (n=10); 

S2: grupos Am2 e Az2; S3: grupos Am3 e Az3; 
S4: grupos Am4 e Az4 e S5: grupos Am5 e Az5. 
Realizaram-se na 12ª, 14ª e 16ª semana de vida 
os parâmetros comportamentais, teste de força 
muscular e peso corporal. 

	

Testes comportamentais

Etograma: Realizamos a filmagem (vista 
superior) nos agrupamentos (4ª, 6ª e 8ª semana 
de vida) e posteriormente nos reagrupamentos 
(12ª, 14ª e 16ª semana de vida) de cada grupo 
por 60 minutos contínuos através de uma câmera 
Canon PowerShot SX20 IS® (Lake Sucess, NY - 
EUA). Conseguimos um total de 3.600 minutos 
de gravação para cada ensaio e registramos por 
fotografia as alterações mais representativas de 
cada grupo. A partir destas filmagens determina-
mos os quesitos avaliados em nosso etograma: 
a) identificação de dominante/subordinado; b) 
quantificação do número de ataques em cada 
animal; c) tempo de permanência de cada animal 
nas respectivas áreas do SGI; d) percentual dos 
indivíduos de cada categoria nas respectivas áreas 
(comparando entre 1 e 24 horas após a limpeza 
da gaiola); f) identificação do padrão de com-
portamento agressivo (PCA), como mordidas, 
ferimentos e lesões ocasionadas por lutas nos 
indivíduos de cada grupo; g) intensidade do PCA 
de 1 a 4+ correspondente a cada grupo e a cada in-
divíduo. Determinamos que o escore zero (0) está 
relacionado aos grupos com a ausência e/ou pre-
sença de vocalizações e perseguições, contudo, 
não apresentavam sinais de mordidas ou lesões 
no corpo do animal. O escore de uma cruz (1+) 
a presença de eventos agressivos reduzidos, com 
ou sem caráter sexual (tentativa de coito entre os 
indivíduos) e a presença de pequenas mordidas ou 
ferimentos em algum lugar do corpo do animal. 
Para o escore duas cruzes (2+) para os grupos, 
correlacionamos a presença de reduzidos eventos 
agressivos sem caráter sexual e discretos sinais 
de mordidas na região da cauda, dorso ou bolsa 
escrotal dos indivíduos. O escore três cruzes (3+) 
está relacionado a presença de eventos agressivos 
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moderados no grupo (com ou sem especificidade 
entre os indivíduos) e a observação de ferimentos 
e lesões moderadas na cauda, dorso e bolsa escro-
tal nos animais. O escore quatro cruzes (4+) alta 
frequência (ou intensidade) de eventos agressivos 
(com ou sem especificidade entre os indivíduos) 
e a presença de marcantes de lesões e ferimentos 
na cauda, dorso e bolsa escrotal. Em alguns casos, 
os ferimentos podem ocorrer com intensidades 
variáveis, em outros pontos do corpo como tórax, 
abdome e patas dianteiras. Fotografamos todos 
os sistemas a cada limpeza de gaiola.

Teste de força muscular

Neste teste utilizamos o aparelho grip metter 
force (Insight Inds, SP, Brasil) é constituído por 
uma pequena grade de arame (8×8 cm) ligada a 
um transdutor de força isométrica (dinamômetro). 
Este teste consistiu na colocação do animal pelas 
patas dianteiras na pequena grade puxando pela 
cauda suavemente para trás para medir a força 
máxima exercida pelo camundongo antes de per-
der aderência. A média das três medidas para cada 
animal foi calculada e expressa em Newtons (N).

Peso corporal e consumo de alimento

Avaliamos na 12ª, 14ª e 16ª semana de vida o 
peso corporal de cada animal através do uso de 
uma balança analítica (REF) e calculamos o ganho 
(ou perda) de peso entre as semanas estudadas 
para cada animal. Nos mesmos períodos descritos 
acima, calculamos o percentual de consumo de 
ração, pela diferença entre a quantidade colocada 
e consumida após 72 horas nas respectivas áreas 
(A1 a A3).

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 hipótese científica. 

O primeiro quesito estudado foi a incidência da 
categoria de camundongos (amarelos e azuis) em 
ficarem juntos entre os seus semelhantes, após a 
limpeza da gaiola. No S1 (Fig. 1) observamos na 
12ª (A), 14ª (B) e 16ª semana de vida (C) o per-
centual de animais amarelos e azuis (Am/Az) nas 
áreas A1, A2 e A3 do sistema. Na primeira hora 
de filmagem após a limpeza da gaiola, os animais 
de ambas as categorias misturam-se e não há uma 
preferência claramente observável. Por exemplo: 
na 12ª semana de vida, os Am estão em 40% na A1 
e 60% na A2. 100% dos Az encontravam-se na A3. 
Na 14ª semana de vida, observamos na A1 20% 
de Am e 20% de Am. Na A2 houve a preferência 
de 60% de Am e 20% de Az, assim como na A3 
com 20% de Am e 60% de Az. Na 16ª semana de 
vida, observamos novamente o padrão de 40% 
de Am estão na A1 e 60% na A2. Enquanto que 
100% de Az mantiveram-se na A3. No S5 (Fig. 
2) na 12ª (A), 14ª (B) e 16ª semana de vida (C) 
também descrevemos o percentual de animais 
amarelos e azuis (Am/Az) nas áreas A1, A2 e A3 
do sistema. Os resultados foram semelhantes ao 
sistema anterior, onde 1h após a limpeza das caixas 
os animais misturam-se entre as categorias, inde-
pendentemente da idade. Na 12ª semana de vida, 
20% do Am encontravam-se na A1, 60% na A2 e 
20% na A3. Cerca de 100% dos azuis estavam na 
A3. Na 14ª semana de vida, 100% de Am estavam 
na A3 e para os Az 60% na A2 e 20% na A3. Na 
16ª semana de vida 100% do Am encontravam-se 
na A3. Além disso, 60% dos Az estavam na A1, 
20% na A2 e 20% na A3. 

Buscamos estruturar uma hierarquia a partir da 
correlação entre número de ataques promovidos/
sofridos (Atq) em 60 minutos, padrão de compor-
tamento agressivo (PCA), peso corporal (PC) e 
ganho de peso (GP) entre as semanas e força mus-
cular (Grip). Estabelecemos um critério de priori-
dade relacionado ao Atq e PCA, determinando o 
primariamente o dominante e o subordinado para 
o sistema 1 (Fig. 3). Esta classificação foi realizada 
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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 
a Am5) e azul (Az1 a Az5) por uma 
marcação temporária. Cada animal 
também foi identificado individualmente 
entre c1 a c5 pela posição colorida no 
corpo. Na 10ª semana de vida, realizamos 
o reagrupamento dos animais no SGI 
colocando nos sistemas: S1 (Am1 e Az1), 
S2 (Am2 e Az2), S3 (Am3 e Az3), S4 (Am4 
e Az4) e S5 (Am5 e Az5). Na 12ª, 14ª e 
16ª semana de vida realizamos em cada 
animal o etograma, teste de força mus- 
cular, peso corporal e consumo de ração.

nas 12ª (A), 14ª (B) e 16ª (C) semana de vida. O 
S1, na 12ª semana de vida, apresentou o C3Am 
como dominante, promovendo 10 episódios de 

Figura 2 e 3: Permanência dos animais por área 
do sistema: Calculamos após 1 e 24 
horas da limpeza da gaiola o percentual 
(%) de permanência dos indivíduos de 
cada categoria nas respectivas áreas 
do sistema (A1, A2 e A3). Realizamos 
este cálculo na 12ª (A), 14ª (B) e 16ª 
(C) semana de vida e comparamos 
os sistemas S1 (Fig. 2) e S5 (Fig. 
3). Representamos o percentual na 
proporção entre Am/Az para cada área.

Figura 2

Figura 3
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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 episódio para o C5 e C2Az e 4 episódios para o 
C3 e C1Az. Curiosamente, o C4Az foi o único da 
categoria contrária ao dominante que não recebeu 
nenhuma atitude agressiva. Não observamos ne-
nhuma alteração significativa ou correlação entre 
a dominância e os outros quesitos como PCA, 
PC e GRIP. Em relação 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 14ª semana de vida 
houve uma inversão da dominância estabelecida. 
O C1Az promoveu 14 ataques/60 min, nos quais 
cerca de 12 foram somente no C3Am. Estes ata-
ques apresentaram características mais violentas, 
com PCA de 1 para o C4Az, C1 e C5Am. Para o 
C3Am os ataques atingiram PCA com escore 2. 
Novamente não observamos nenhuma alteração 
significativa ou correlação entre a dominância e 
os outros quesitos como PCA, PC e Grip e apenas 
o dominante (C1Az) apresentou perda de peso 
(-1.9g) quando comparado com os outros indi-
víduos. Na 16ª semana de vida a dominância de 
C1Az foi mantida, com uma agressividade menor, 
apenas 4 ataques/60 min e ainda prevalecendo a 
agressividade para o C3Am (3 episódios) e C1Am 
(1 episódio). Neste momento, é a primeira vez que 
observamos ganho de peso no dominante (0.8g) 
e vários outros animais demonstraram perda de 
peso: C2Am (-0.1g); C3Az (-3.5g); C4Am (-3.7g); 
C1Am (-0.3g) e C3Am (-2.0g). Não observamos 
nenhuma alteração significativa ou correlação 
entre a dominância e 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 dominância. Além 
disso, destacamos uma maior agressividade do 
dominante e dos disputantes a dominância. Na 12ª 
semana de vida, o C2Az promoveu 33 episódios de 
ataques distribuídos a todos os outros componen-
tes, independentemente da categoria. Além disso, 
o PCA foi de 1 para C3Az e C3Am; PCA 2 para 
C1Az, C1Am e C2Am. Apenas o C3Az (1.2g) e o 
C1Az (1.0g) demonstraram ganho de peso entre as 

semanas. Há uma mudança na dominância deste 
grupo na 14ª semana de vida. O C3Az promove 
18 episódios agressivos distribuídos por todos os 
outros componentes. O C4Az também promove 2 
ataques e o C4Az promove 2 episódios e sofre 1. 
Apenas o C3Az, C2Az e o C5Az não apresentaram 
PCA (0). Em relação ao ganho de peso, todos os 
animais apresentaram ganho em seu peso, a exce-
ção de C2Az que perdeu 1.4g. Na 16ª semana de 
vida, há um aumento da agressividade promovida 
pelo dominante, promovendo 40 episódios de 
agressividade e sofrendo 4 ataques em 60 min. 
O C4Az promoveu 23 episódios 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 o C2Az (1.8g) 
e o C1Az (2.7g) não tiveram perda de peso. Não 
observamos, em nenhuma das idades estudadas, 
nenhuma alteração significativa ou correlação 
entre a dominância e os outros quesitos como 
PCA, PC e Grip.

Na figura 5 (S1) e 6 (S5) correlacionamos a 
presença e o tempo de permanência do dominante 
(min) e o percentual do consumo de ração nas 
respectivas áreas do sistema. Em relação ao S1, 
na 12ª semana de vida, o dominante (C3Am) 
permaneceu mais tempo na A1 (25 min), porém 
o maior consumo de ração na área 3 (60.6%). 
Na 14ª semana de vida, o C1Az torna-se domi-
nante e permanece mais tempo (22 min) na Área 
2, mantendo o maior percentual de consumo 
de ração na Área 3 (48.3%). A manutenção do 
C1Az na dominância demonstra na 16ª semana 
de vida uma divisão no tempo de permanência, 
24 minutos na Área 1 e 22 minutos na Área 3. 
Curiosamente, observamos uma relação entre os 
resíduos encontrados nas gaiolas e a permanên-
cia do dominante das áreas. As áreas de escolha 
do dominante são mais limpas do que as outras 
áreas, indicando que, em geral, este animal de-
marca seu território e os demais componentes 
do grupo são destinados para permanecerem nas 
outras áreas. Não observamos a reprodutibilidade 
dos resultados acima descritos para o S5. Na 12ª 
semana de vida, a dominância do C2Az demons-
tra maior permanência de um grande numero de 
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indivíduos na Área 3, corroborando com o maior 
consumo de ração (44.3%). Porém o dominante 
permanece tanto na Área 1 (20 min) quanto na 
Área 2 (26 min). Na 14ª e na 16ª semana de vida, 
com a presença de dominantes/disputantes não 
conseguimos determinar exatamente quem é o 
dominante e qual a área de preferência deste. 
Porém, observamos que o consumo de ração é 
mais prevalente na Área 3 (55.6% na 14ª e 55.3% 
na 16ª semana de vida). Pela presença de resíduos 
na gaiola, observamos que os animais dividem-
-se entre a A1 e a A3, em certos momentos, com 
presença de um maior número de animais na 
Área 1 (14ª semana de vida) ou  na Área 3 (16ª 
semana de vida). 

A partir destes resultados, sugerimos um es-
quema de estrutura hierárquica revelando a alta 
dinâmica na alternância entre dominantes e su-
bordinados. Na figura 7, a partir do encontro de 
dois triângulos inversos estipulamos 4 categorias: 
A – triângulo central (azul claro) – dominante, 
apenas um único animal que exerce com diferentes 
intensidades de agressividade a sua liderança no 
grupo. B - triângulos vermelhos – disputantes: 
são vários animais que agridem e são agredidos 
pelo dominante durante a dinâmica de busca pela 
liderança. C – dentro do triângulo – neutros: são 
alguns animais que não se envolvem nos episódios 
agressivos. D – triângulo inferior (azul escuro) 
chamamos de “subordinado alvo”, pois até 90% 

Figura 4 e 5: Estrutura e dinâmica de hierarquia: Na 12ª (A), 14ª (B) e 16ª (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: Atq, número de ataques promovidos em 
comparação ao número de ataques sofridos (Ataque/Atacado). PCA, padrão de comportamento 
agressivo de 0 a 4+ onde os animais que sofrem mais ataques e mais machucados ocupam as 
posições mais inferiores da escala social. GP, cálculo do ganho de peso entre as semanas e PC 
peso corporal em cada semana estudada (gramas). Grip, valor da força muscular medida pela 
resistência do animal em prender-se a grade e expressa em Newton (N).

Figura 4 Figura 5
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Figura 6 e 7: Relação entre a presença do dominante e o consumo de ração: Na 12ª (A), 14ª (B) e 16ª (C) 
semana de vida mensuramos o tempo de permanência (minutos) do dominante nas áreas (A1, A2 
e A3) e correlacionamos com o percentual de consumo de ração de cada área para os sistemas 
S1 (Fig. 6) e S5 (Fig. 7). Fotografamos cada sistema, nas respectivas semanas, após 72 horas 
da última limpeza de gaiola e evidenciamos maior deposição de dejetos em áreas contrárias a 
presença do dominante.

dos ataques são direcionados a este indivíduo. 
Consideramos pela dinâmica de dominância, que 
os subordinados estão ligados a todas as catego-
rias. Dependendo do momento em que observa-
mos os indivíduos que estão ligados aos eventos 
agressivos podem estar promovendo ou sofrendo 
a agressividade. 

5 discussão

Acredita-se que, em animais sociais, o estabe-
lecimento da estrutura hierárquica é uma caracte-
rística evolutiva desenvolvida para a perpetuação e 
evolução da espécie18,19. A organização de grupos, 
bandos, tribos, clãs e sociedades facilitam no 

desempenho das respectivas funções dentro dos 
agrupamentos e possibilitam o maior acesso e 
aproveitamento dos recursos necessários para os 
indivíduos19. Há diversos estudos, em várias espé-
cies, tanto em cativeiro quanto em vida livre, des-
crevendo a dinâmica das relações e das posições 
sociais dentro de um grupo de animais20,21,22,23. 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 relação “fra-
ternal” e não há a demonstração clara de estrutura 
hierárquica clássica determinada pela presença de 
dominantes (agressores) e subordinados (agre-
didos)24,25. Acreditamos que haja algum tipo de 
liderança estabelecida e talvez alguma organização 
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Figura 8: Estrutura social de camundongos 
em biotério: Após seis semanas de 
observação, identificamos as categorias: 
a) dominância: exercida por apenas um 
único animal, com diferentes intensidades 
de agressividade (triângulo claro); b) 
subordinados: dividimos esta categoria 
em: disputantes (envolvidos nos eventos 
agressivos – triângulos), neutros (não 
envolvidos em eventos agressivos 
– hexágono no interior da figura) e 
subordinado alvo (que sofre o maior 
número de agressões do dominante – 
triângulo escuro). Sugerimos que esta 
estrutura hierárquica obedece a uma 
dinâmica variável, principalmente entre o 
dominante e os subordinados (disputantes 
e alvo), mantendo-se fixos os neutros. 
Também acreditamos que o objetivo da 
dominância é o acesso e permanência 
exclusiva na área ocupada, para garantir 
o alimento e aumentar as chances de 
acasalamento.

social, porém não estabelecida através da agressi-
vidade. Este resultado está de acordo com outro 
estudo da literatura quando revisa a influência do 
instinto, principalmente nas relações humanas. 
Este autor descreveu que em insetos e outros ani-
mais, a primeira estrutura social estabelecida para 
animais sociais é a família. Dentro da qual, busca-
-se proteção e a cooperação entre os indivíduos19. 
Nossos resultados corroboram esta ideia onde os 
mesmos camundongos agrupados quando jovens, 
reconhecem-se, possivelmente pelo sistema de 
ferormônios26,27, e na confrontação com um grupo 
diferente e o estabelecimento de uma hierarquia 
despótica (agressiva) o dominante tende a prote-
ger os seus semelhantes e facilitar seu acesso a 
alimentação.

O camundongo é um animal com metabolismo 
altamente acelerado, com maturidade sexual (ida-
de adulta)1,2. É coerente observarmos uma rápida 
dinâmica entre suas relações sociais. Estes ani-
mais quando reagrupados em idade adulta busca 
estabelecer uma hierarquia baseada em um único 
dominante (com agressividade de intensidade va-
riável) e subordinados (que sofrem as agressões). 
Porém através do SGI foi possível detalhar um 
pouco mais esta estrutura. Observamos que há a 
presença de dominantes e subordinados, porém 
dentre estes subordinados, há indivíduos que 
são disputantes a dominância e envolvem-se em 
eventos agressivos e indivíduos, que chamamos 
de “neutros”, que se subordinam, não disputam a 
dominância e buscam não envolver-se nos eventos 
agressivos. Outra categoria nos chama a atenção 
que é o “subordinado alvo” que sofre quase 90% 
das agressões do dominante e demonstra lesões 
significativas. Tendemos a acreditar que este ani-
mal ocupa a posição mais inferior da escala social, 
por sua presença ser uma ameaça permanente ao 
dominante. 

Acreditamos que o objetivo do dominante está 
relacionado ao seu instinto primitivo, obedecendo 
principalmente a seleção sexual19,28. Através do 
SGI, observamos que o dominante busca uma 
área exclusiva para sua permanência, isolando o 
restante do grupo para outra área. Comparando 
outros animais sociais, sugerimos que esta atitude 
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mais velho30. No caso de camundongos em bioté-
rio, não parece ser este fator primordial. 

6 conclusões

O SGI demonstrou ferramenta útil para a ava-
liação comportamental de camundongos em bio-
tério. A manutenção tradicional de camundongos 
em uma gaiola simples e pequena impossibilita a 
aplicação do comportamento exclusivista e terri-
torialista do dominante. Através do SGI foi pos-
sível observar o objetivo do dominante e também 
outras posições sociais dentro do grupo, como 
dominantes, subordinado (disputantes e neutros) 
e “subordinado alvo”.  Além disso, também foi 
possível pelo SGI, observar que camundongos, 
quando agrupados jovens, reconhecem-se durante 
a idade adulta e mesmo quando confrontados com 
outros indivíduos de outros grupos mantêm sua 
relação de afinidade.
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está relacionada ao acesso a alimentação e também 
a reprodução, pois estabelecendo seu território sem 
oponentes facilitaria seu acasalamento, no caso do 
surgimento de alguma fêmea19. 

Este territorialismo torna-se evidente quando 
há o estabelecimento definido do indivíduo do-
minante e ausência (observável) de disputantes 
agressivos. É relevante também discutir que 
durante o processo de disputa e troca de domi-
nantes, há a preferência do indivíduo pela área de 
passagem (A2), pois possibilita a observação de 
todos os indivíduos e encontrar mais facilmente 
o “subordinado alvo”. Além disso, apesar da ex-
clusividade da área para o acesso a alimentação, 
o estabelecimento da dominância é uma situação 
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 não há uma aceitação completa 
do dominante. Quando há esta aceitação, tanto 
o dominante quanto os demais componentes do 
grupo apresentam ganho de peso. 

Finalizando, a dominância não está relacionada 
ao “mais forte” e sim ao mais adaptado19,29. O peso 
corporal destes animais, assim como a sua força 
muscular, não esteve diretamente relacionada a 
posição de dominância hierárquica e nem aos seus 
disputantes. Na literatura, principalmente em pri-
matas não humanos, normalmente relaciona-se a 
disputa de liderança a diferença de idade. Os mais 
jovens disputam com o dominante, geralmente o 
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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”.

Keywords: Mice. Social Behavior. Hierarchy and dominance status.
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Desenvolvimento e implementação de um software livre 
para o gerenciamento de um biotério brasileiro

Giovanny Augusto Camacho Antevere Mazzarotto1,2 
Guilherme Ferreira Silveira1

Com o advento da promulgação da Lei 11794/2008 (Lei Arouca), posteriormente regu-
lamentada pelo Decreto 6899/2009, iniciou-se uma corrida para a implementação de 
mudanças no cenário da experimentação animal no Brasil, com ênfase para a neces-
sidade de melhorias no gerenciamento dos biotérios. Com o intuito de facilitar essas 
melhorias, o uso de softwares específicos para o gerenciamento de biotérios tornou-se 
uma opção atrativa para a manutenção e recuperação dos dados das diferentes rotinas 
do criatório animal. Estes programas proporcionam melhor visualização da alocação 
dos recursos financeiros e facilitam tomadas de decisões gerenciais mais rápidas 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 implementação do 
software foram fundamentadas na interação direta entre o desenvolvedor e os biote-
ristas, propiciando a construção de uma ferramenta robusta, versátil, 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 
pôde ser posteriormente adaptado, visando à adequação do software com a realidade 
apresentada na rotina de cada ambiente do biotério. No presente relatório técnico 
descrevemos o desenvolvimento e a implementação de um software baseado em 
linguagens de programação de acesso livre, utilizado como uma ferramenta gerencial 
aplicada a biotérios. 

Palavras-chave: Biotério. Software livre. BioterC.

1 introdução

Situação atual do gerenciamento dos  
biotérios brasileiros

Após a promulgação da Lei 11794/2008 (Lei 
Arouca), que estabelece os procedimentos para 
o uso científico de animais, o Brasil ganhou 
um alicerce sólido na Ciência de Animais de 
Laboratório (CAL). Antes da referida lei, este 
ramo da ciência foi dominado por um vácuo 

jurídico-regulatório que perdurou por décadas. 
Com a regulamentação da referida lei através 
do Decreto 6899/2009, surgiu a necessidade da 
implementação de mudanças em muitos biotérios 
do Brasil, com destaque para a necessidade de 
melhorias no controle gerencial. Este controle 
gerencial possibilita o aumento da rastreabilidade 
da produção de animais em termos qualitativos 
e quantitativos, além de uma visão 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 local1. 

Os biotérios são classificados de acordo com o 
projeto arquitetônico e em função da finalidade a 
que se destinam, considerando ainda as barreiras 
sanitárias implementadas no local2. Em geral, 
biotérios com desenhos arquitetônicos comple-
xos e com grande número de barreiras sanitárias 
implementadas têm custos operacionais maiores 
e demandam, conseqüentemente, maior controle 
gerencial. 

Independente da classificação do biotério, a 
falta de um processo de gerenciamento eficaz é 
capaz de reduzir as tomadas de decisões no pro-
cesso de produção dos animais, além de dificultar a 
visualização do emprego dos recursos financeiros. 
Agregado a estes problemas estão 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 instituições a 
que pertencem. 

	 Na tentativa de implementar um controle 
gerencial vários biotérios brasileiros ainda man-
têm a prática usual de utilização de planilhas de 
Excel (Microsoft Office) para a tabulação dos da-
dos oriundos das diferentes atividades realizadas 
dentro do criatório. A interface dessas planilhas, 
salvo raras exceções, não têm formato intuitivo, 
fato que pode comprometer o processo de adesão 
da equipe do biotério no que diz respeito ao ca-
dastro mais pontual e acurado dos dados. Além 
disso, a utilização de planilhas de Excel para fins 
institucionais depende da obtenção de licenças 
pagas para o uso do software.

Diante dos desafios observados em nossas 
rotinas de criação de animais, a alternativa mais 
viável, considerando inclusive aspectos econômi-
cos, foi desenvolver um software adaptado à re-
alidade das rotinas realizadas em nosso biotério. 
Diante do exposto, o presente relatório técnico 
detalha o desenvolvimento e a implementação 
de um software de gerenciamento de biotérios 
baseado em linguagens de programação de livre 
acesso. 

2 materiais e métodos

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 
não se baseou em softwares fechados (como a 
plataforma Office). Este desenvolvimento foi 
feito utilizando-se do conceito da Programação 
Orientada a Objetos, com o uso de lógicas de pro-
gramação que visam extrair o máximo de informa-
ções dos bancos de dados gerados. As linguagens 
usadas na elaboração do software envolveram a 
marcação web HTML, com a inserção de scripts 
utilizando-se lógica em PHP e com o estilo gráfi-
co determinado com CSS. Adicionam-se a estes, 
regulação e controle do navegador com JavaScript 
e todo o conceito de armazenamento de informa-
ções fornecida pelo MySQL, resultando em um 
software com total integração entre a diferentes 
áreas virtuais (Figura 1).

O BioterC foi dividido primariamente em duas 
partes. A primeira destina-se ao usuário de animais e 
consiste de um formulário que pode ser preenchido 
on-line (Figura 2). Nesse formulário o usuário soli-
cita - com todos os detalhes técnicos necessários ao 
bioterista - os animais utilizados nos experimentos. 
A solicitação é confirmada via e-mail e segue para 
a segunda área do programa. Esta área é restrita 
aos bioteristas e contém as principais ferramentas 
do software. A área restrita é organizada em três 
seções: animais, estoque e gráficos.

Na seção animais (Figura 3), encontram-se 
todas as etapas de manejo da colônia de animais 
do biotério. Nessa seção o bioterista localiza todas 
as solicitações realizadas pelos usuários, desti-
nando os animais do estoque do biotério a cada 
solicitação. Novamente, um e-mail automático 
de confirmação é enviado ao usuário informando 
que o animal encontra-se disponível para o uso. O 
estoque de animais, também localizado na seção 
animais, é formado pelo controle de acasalamen-
tos, nascimentos e sexagens das linhagens, com-



RESBCAL, São Paulo, v.2 n.1, pg. 61-68, 2013	 63

Giovanny Augusto Camacho Antevere Mazzarotto e Guilherme Ferreira Silveira

pondo todas as informações de produção. 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 identificação única para cada caixa. A par-
tir da lista de caixas estoque, os animais podem 

seguir três destinos: experimentação, montagem 
de acasalamentos ou descarte zootécnico (no caso 
de animais não saudáveis), fechando assim o ciclo 
produtivo do plantel.

A segunda seção da área restrita do BioterC, 
chamada de estoque, destina-se ao controle de todos 

Figura 1:	Overview do software BioterC. A área delimitada pela linha externa representa todo o conjunto de 
dados componentes do software. O usuário do biotério acessa o programa, pelo link da world wide 
web (http://www.bioterio.net/) onde tem acesso ao formulário de solicitação de animais, o índice 
gráfico de utilização do biotério e links relacionados com o bioterismo. Intrínseco a esta interface, 
podemos encontrar a região do software destinada ao controle do biotério, delimitada em cinza 
médio e reservada aos bioteristas. Nesta região fica toda a parte de movimentação de número 
de pedidos e andamento dos experimentos, número total de animais e em experimentação, 
acasalamentos, nascimentos e sexagens. Adicionalmente a estas movimentações, fica o controle 
de matérias de consumo, como maravalha, ração, anestésicos, etc, e materiais permanentes como 
caixas, grades, etc. Ligando, organizando e controlando todos estes dados ficam os bancos de 
dados, em cinza escuro, os quais são administrados pelo programador, e tem como objetivo, além 
de proporcionar todo o funcionamento do programa, gerar os índices para melhorar a produção, 
dando origem ao controle financeiro do biotério e visualização através de gráficos e análises 
estatísticas. 
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os insumos, consumíveis, equipamentos e materiais 
utilizados no biotério. O controle de insumos como 
ração, maravalha, anestésicos e analgésicos fica na 
lista itens da lista geral em estoque (Figura 4). Itens 
como caixas, grades, e outros são organizados na 
subdivisão material permanente. Na seção estoque, 
o bioterista pode controlar a solicitação, entrada e 
saída dos itens de forma independente, com regis-
tro por lote e validade, propiciando o rastreio de 
todo o material utilizado no biotério em função de 
determinado período de tempo. 

Na terceira e última seção do BioterC, designa-
da de gráficos (Figura 4), são compiladas todas as 

informações das seções animais e estoque. Nesta 
seção, os dados compilados geram gráficos que 
auxiliam na visualização dos diferentes processos 
produtivos do biotério. Algumas das informações 
encontradas são: período médio para nascimentos 
e sexagens dos animais após acasalamentos, tempo 
médio de fornecimento dos animais aos usuários, 
destinação dos animais produzidos, médias de 
produção de cada linhagem e gastos mensais de 
itens consumíveis/animais produzidos. Todos es-
tes dados são atualizados automaticamente sendo 
que o software pode receber a inclusão de novas 
variáreis de acordo com a necessidade do biotério. 

Figura 2:	Formulário de solicitação de animais. Área de acesso livre para os usuários do biotério, onde são 
adicionadas as informações de solicitação ao bioterista.
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Figura 3:	Entrada da seção Animais. Destaque para as tabelas de dados de solicitação de animais, 
acasalamento, estoque e número total de animais.
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Figura 4:	Estoque de materiais consumíveis no BioterC. Manejo de insumos no biotério, propiciando a 
rastreabilidade de itens em relação a produção.

Figura 5:	Exemplo de gráficos de Tempo de Produção de Animais e Entrega de Pedidos no BioterC.
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3 resultados e discussão

A elaboração do software BioterC foi funda-
mentada na interação direta do desenvolvedor 
com os bioteristas, propiciando a construção de 
uma ferramenta flexível e altamente adaptada às 
diferentes rotinas existentes no biotério. Diferen-
te de outras soluções comerciais utilizadas nos 
biotérios, uma vez disponibilizado e colocado em 
uso, o software pôde ser posteriormente adapta-
do, visando à adequação com a realidade de cada 
ambiente e atividade do biotério. Em congruência 
com estes mesmos conceitos, o BioterC foi total-
mente disponibilizado online, pelo endereço 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 diminuição do tempo de recuperação 
dos dados nos processos do biotério.

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

ração, anestésicos, adjuvantes e demais materiais 
permanentes. 

4 conclusão

Os benefícios da utilização do BioterC já pu-
deram ser observados nos três primeiros meses de 
utilização do programa. O uso do BioterC gerou 
ganhos mensuráveis que puderam ser traduzidos na 
segurança de aplicação de recursos financeiros e no 
aumento da confiança da equipe do biotério diante 
a implementação, execução e gerenciamento das 
rotinas. Por fim, o estabelecimento e implementação 
do BioterC aumentou a visibilidade das ações do 
biotério não só em nível 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 AB
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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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MODELOS ANIMAIS DAS PRINCIPAIS CRANIOSTENOSES HUMANAS

Wladimir Bocca Vieira de Rezende Pinto1; Paulo Victor Sgobbi de Souza2 

As craniostenoses representam importante grupo de alterações dismórficas fenotípicas 
dentro da prática clínica, resultantes do fechamento prematuro das suturas cranianas, 
originando alterações na orientação do crescimento e desenvolvimento normal do 
crânio, conforme o comprometimento de uma ou mais suturas. Mais do que compro-
metimento isoladamente estético, alterações neurofuncionais e cognitivas são comuns, 
especialmente nos casos das craniostenoses sindrômicas malformativas. Apesar dos 
fenótipos clínicos serem bastante conhecidos da prática médica, especialmente neu-
rológica e pediátrica, atualmente o conhecimento referente aos mecanismos fisiopato-
gênicos envolvidos ainda é bastante incipiente. Assim, o conhecimento dos principais 
modelos experimentais animais e o desenvolvimento de novos modelos dirigidos são 
fundamentais para a compreensão mais ampla das principais doenças que cursam com 
tal fenótipo. O objetivo deste artigo é fazer uma breve revisão a respeito dos principais 
modelos animais descritos para as craniostenoses. 

Palavras-chave: Modelos animais. Craniostenose. Craniossinostose.

RE
SU

MO

1 introdução

O desenvolvimento ontogenético do crânio hu-
mano é muito dinâmico. À época do nascimento, 
são encontradas 30 suturas cranianas e 10 fontícu-
los, os quais passam por diferentes processos de 
modificações até a formação do crânio do adulto. 
O processo de fechamento definitivo da ampla 
maioria das suturas crânio-faciais se dá predomi-
nantemente no adulto jovem, em diferentes idades, 
conforme o grupamento envolvido. Entretanto, 
o processo de fechamento dos fontículos se dá 
precocemente nos primeiros anos de vida, predo-
minantemente no primeiro ano de vida. Assim, 
os transtornos genéticos hereditários ou os pro-
cessos adquiridos durante o desenvolvimento que 
comprometam tanto o desenvolvimento normal 
ósseo do crânio quanto a formação e o fechamen-
to inapropriado das suturas originam diferentes 
graus de acometimento dismórfico e neurológico, 

integrando desde os chamados desvios fenotípi-
cos menores ou as variantes da normalidade até 
quadros amplamente malformativos1.

As craniostenoses representam importante gru-
po de alterações dismórficas fenotípicas dentro da 
prática clínica, pois resultam do fechamento pre-
maturo das suturas cranianas, originando alterações 
na orientação do crescimento e desenvolvimento 
normal do crânio, conforme o comprometimento de 
uma ou mais suturas. Ao fenômeno fisiopatológico 
de obliteração prematura de uma ou mais suturas 
dá-se o nome de craniossinostose. Mais do que 
comprometimento isoladamente estético, alterações 
neurofuncionais e cognitivas são comuns, especial-
mente nos casos das craniostenoses sindrômicas 
malformativas. A maioria dos quadros clínicos de 
craniostenoses ocorre por fechamento precoce das 
suturas sagital e coronal, apesar de o acometimento 
das demais também serem descritos1.

Os métodos de classificação das craniossi-
nostoses incluem características referentes ao 
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mecanismo relacionado ao número de suturas 
envolvidas primariamente, à condição clínica de 
base e ao processo etiopatogênico. A classificação 
é bastante diversa e heterogênea entre os diferentes 
autores, sendo que as mais importantes se referem 
ao número de suturas e suas subclassificações e à 
etiopatogenia1,2. 

Quanto ao número de suturas envolvidas, po-
de-se falar em craniostenose simples, no caso de 
envolvimento de uma única sutura, ou composta, 
no caso de envolvimento de pelo menos duas 
suturas. As simples são denominadas conforme 
o formato do crânio 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 cabeça longa e estreita em 
vista superior do crânio; (ii) braquicefalia, por 
fechamento prematuro da sutura coronal bilate-
ralmente, causando formato encurtado do crânio 
no eixo occipito-frontal; (iii) 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 cabeça; e (iv) trigonocefalia, por fechamento 
prematura das suturas metópicas, causando fron-
te com formato triangular em V. As compostas 
subdividem-se: em oxicefalia ou acrocefalia, no 
caso de fechamento simultâneo de duas ou mais 
suturas (destacadamente coronal e sagital); e em 
“crânio em trevo” (kleeblattschädel ou clover leaf 
deformity), no caso de fechamento simultâneo de 
múltiplas suturas1.

Quanto ao mecanismo etiopatogênico, divi-
dem-se em craniostenoses deformacionais, àque-
las decorrentes de alterações no ambiente materno 
intra-uterino, e malformativas, àquelas decorrentes 
de alterações em mecanismos de desenvolvimento 
intrínseco por alterações cromossômicas, gênicas 
e/ou ambientais. As mais importantes na prática 
médica são as craniostenoses malformativas cro-
mossômicas e gênicas, correspondendo à ampla 
maioria dos casos em que o diagnóstico correto 
e o aconselhamento genético apropriado devem 
ser realizados.

Apesar dos fenótipos clínicos serem bastante 
conhecidos da prática médica, especialmente 
neurológica e pediátrica, atualmente o conheci-
mento referente aos mecanismos fisiopatogênicos 
envolvidos ainda é bastante incipiente. Assim, o 
conhecimento dos principais modelos experimen-
tais animais e dos principais métodos de estudo do 
crânio dismórfico do camundongo é fundamental 
para a compreensão mais ampla das principais 
doenças que cursam com tal fenótipo. 

2 MORFOLOGIA BÁSICA DO CRÂNIO DO 
CAMUNDONGO E SEUS MÉTODOS DE ESTUDO

Tanto a formação quanto a estrutura geral e 
organização do crânio do camundongo seguem os 
mesmos mecanismos de desenvolvimento encon-
trados na formação do crânio humano3. O esque-
leto ósseo do crânio do camundongo é formado 
predominantemente por processo de ossificação 
intramembranosa de tecidos derivados da crista 
neural ou do mesoderma, através de condensação 
de células do mesênquima, da formação e expan-
são de centros e ossificação4. Conforme ocorre a 
expansão e desenvolvimento ósseos, as margens 
ósseas se aproximam e formam suturas entre 
si, representadas por mesênquima ladeado por 
porções osteogênicas. O mesênquima da porção 
posterior da sutura frontal e da sutura sagital tem 
sua origem de células da crista neural, enquanto o 
mesênquima da sutura coronal é de origem meso-
dérmica e o da sutura lambdóide tem sua origem 
ainda pouco estabelecida5,6.

A avaliação morfológica adequada do crânio 
do camundongo envolve diversas etapas, seguindo 
o protocolo Craniofacial Resource (The Jackson 
Laboratory): (i) avaliação morfológica direta in-
vivo e post-mortem (em autópsia) pela análise da 
integridade das suturas e das proeminências ósseas 
do crânio, da distância interorbital, do diâmetro 
biparietal, do comprimento da mandíbula superior 
e inferior e do nariz, e da altura do crânio, além de 
avaliação de anormalidades dentárias; (ii) estudo 
microscópico ósseo, muscular e das suturas (com 
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complementação histoquímica); (iii) estudo ra-
diográfico (mais comumente por microtomografia 
computadorizada com reconstrução tridimensional 
e eventualmente complementada com densito-
metria óssea); e (iv) estudo genético-molecular 
(mapeamento genético por microssatélites, array-
-CGH, micro-array, e sequenciamento gênico)7.

 

3 MODELOS ANIMAIS PARA CRANIOSTENOSES  
HUMANAS MALFORMATIVAS GÊNICAS

As craniostenoses humanas sindrômicas mal-
formativas gênicas representam os tipos mais 
conhecidos e prevalentes na prática clínica, sendo 
algumas de tais síndromes bastante reconhecidas 
por seus achados dismórficos e sistêmicos bas-
tante típicos, conforme resumidos seus principais 
aspectos na Tabela 18,9. Serão abordadas aqui in-
dividualmente as síndrome de Crouzon, de Apert, 
de Saethre-Chotzen e de Pfeiffer, a cefalopolissin-
dactilia de Greig e a displasia crânio-fronto-nasal. 
Apesar de remeterem em grande parte os processos 
fisiopatológicos e achados craniofaciais e esque-
léticos encontrados em tais síndromes, a grande 
maioria dos modelos caracteriza-se por fenótipos 
de maior gravidade que os quadros clínicos vistos 
em pacientes.

Síndrome de Crouzon  
(Disostose crânio-facial tipo 1)

O principal modelo descrito para a Síndrome 
de Crouzon é o knock-in Fgfr2tm1Schl/Fgfr2+ (fibro-
blast growth factor receptor 2; targeted mutation 
1, Joseph Schlessinger), também denominado 
Fgfr2cC342Y, produzido por inserção intragênica 
no gene Fgfr2 no cromossomo 7, na posição 73.19 
cM, por vetor direcionado para substituir a cisteína 
da posição 342 com tirosina no éxon 9, a partir 
de células-tronco embrionárias W9.5/W95 em 
linhagem de origem 129S1/Sv-Oca2+ Tyr+ Kitl+. 
Caracteriza-se fenotipicamente pelas manifesta-
ções de craniossinostose da sutura coronal, fenda 
palatina, óbito neonatal de alta incidência, fusão 

articular inapropriada, proptose ocular e anoma-
lias das cartilagens da traquéia. Em avaliações 
complementares por dissecção direta e estudo mi-
croscópico e por neuroimagem microscópica com 
microtomografia com reconstrução tridimensional, 
a obliteração 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-
-esfenóide-basiesfenóide em todos os mutantes7.

Síndrome de Saethre-Chotzen  
(acrocefalosindactilia tipo III) 

O principal modelo descrito para a síndrome de 
Saethre-Chotzen é o nocaute Twist1tm1Bhr/Twist1+ 
(twist basic helix-loop-helix transcription factor 
1; targeted mutation, Richard R Behringer), tam-
bém denominado twist1- e twist1del, produzido 
por inserção direta intragênica de sequência de 
neomicina no éxon 1 de células-tronco embrioná-
rias AB1 no gene Twist1 no cromossomo 12, na 
posição 14.81 cM, causando deleção intragênica 
e ocorrendo cruzamento posterior com linhagem 
129S7/SvEvBrd-Hprt+. Originaram-se fenotipi-
camente craniossinostose variável, polidactilia, 
caquexia, defeitos de fechamento do tubo neural, 
osso escamoso curto, anomalias do osso frontal e 
da diferenciação osteoblástica, hipoplasia da claví-
cula e altas incidências de óbito neonatal precoce 
e embrionário10. Acredita-se que a inibição de 
Twist1 (twist basic helix-loop-helix transcription 
factor 1, localizado no cromossomo 12 do ca-
mundongo) em camundongos por antagonização 
da via de sinalização do Wnt na sutura sagital 
origina ossificação endocondral do mesênquima 
com craniossinostose da sutura sagital5,11. 

Síndrome de Apert (acrocefalosindactilia tipo I) 

Para estudo da síndrome de Apert, o modelo de 
destaque descrito é o knockin Fgfr2tm1Ewj/Fgfr2+ 
(fibroblast growth factor receptor 2; targeted 
mutation 1, Ethylin Wang Jabs), também deno-
minado Fgfr2NeoS252W e Fgfr2S252Wflox, produzido 
em linhagem 129X1/Sv por vetor direcionado ao 
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Tabela 1. Principais causas de craniostenoses malformativas monogênicas8,9.

Síndrome genética (gene/locus) Fenótipo clínico

Síndrome de Crouzon 
(genes FGFR2/10q26.13; FGFR3/4p – 
variante com acantose nigricans)
(MIM #123500)

Autossômica dominante. Idade paterna avançada. 
Braquicefalia, proptose ocular, fronte proeminente, 
hipertelorismo, hipoplasia do terço médio da face, nariz em 
formato de “bico de papagaio”, prognatismo relativo, perda 
auditiva condutiva, atrofia óptica, malformações do sistema 
nervoso central; acantose nigricans, hidrocefalia e atresia de 
coanas na variante Ala391Glu.

Síndrome de Apert
(gene FGFR2/10q26.13)
(MIM #101200)

Autossômica dominante (maioria esporádica). Idade paterna 
avançada. Craniostenose coronal irregular, com diâmetro 
ântero-posterior curto, acrobraquicefalia, turribraquicefalia, 
occipício achatado, hipertelorismo ocular, alterações 
dentárias, alterações do sistema ventricular liquórico, 
agenesia do corpo caloso e outras malformações estruturais 
do sistema nervoso, sindactilia completa, acne tardia 
moderada, fusão verebral de C5-C6.

Síndrome de Pfeiffer (Noack)
(genes FGFR1/8p11.23-p11.22; 
FGFR2/10q26.13)
(MIM #101600)

Autossômica dominante. Tipo 1 (clássico): craniossinostose 
coronal com braquicefalia, hipertelorismo ocular, ponte 
nasal hipoplásica, maxila estreita, dedos largos com desvio 
ulnar, sindactilia parcial. Tipo 2: crânio em cloverleaf. Tipo 3: 
semelhante tipo 2, sem cloverleaf.

Síndrome de Saethre-Chotzen
(genes TWIST1/7p21.1; 
FGF2/10q26.13)
(MIM #101400)

Autossômica dominante. Craniostenose por coronal, metópica 
ou lambdoide, acrocefalia, braquicefalia, hipoplasia maxilar, 
sindactilia parcial, braquidactilia, hálux alargado, hélice da 
orelha proeminente, clavícula curta com hipoplasia distal. 
Variante com ptose, blefarofimose e epicanto inverso.

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

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

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

Herança dominante ligada ao X. Fenótipo feminino 
mais grave. Craniossinostose tipo braquicefalia, fronte 
proeminente, hipertelorismo ocular, raiz nasal alargada, ponta 
nasal bífida, assimetria facial, clinodactilia, sindactilia, unhas 
com cisão longitudinal.

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

Autossômica dominante. Polidactilia pré-axial e pós-axial, 
sindactilia do 1º-3º dedos, hálux 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 posição 73.19 
cM, causando substituição na posição 755-756 
de CA por GG inserido, no éxon 3, resultando 
em troca de serina na posição 252 por triptofano. 
Posteriormente houve inserção de sequência de 
neomicina no íntron IIIa no éxon 7, reduzindo 
expressão do alelo em células-tronco embrio-
nárias R1. Apresenta-se morfologicamente com 
o seguinte fenótipo: craniossinostoses coronal, 
lambdoide, metópica e sagital; microcrania com 
encéfalo aumentado, anomalias do osso parietal, 
da base do crânio e do arco zigomático, mandí-
bula curta, palato curto, fenda palatina, osso nasal 
curto, hidrocefalia comunicante, hipotelorismo 
ocular e baixo ganho ponderal com alta taxa de 
óbito neonatal, além eventualmente de proteinose 
alveolar, bronquiolectasia e de alterações da car-
tilagem traqueal12. Tal modelo foi fundamental 
para mostrar que o evento crítico na ocorrência das 
craniossinostoses é a perda precoce do mesênqui-
ma basal das suturas por alteração na expressão 
de Fgfr2 ativado, unindo os centros osteogênicos 
para formar membrana formadora do esqueleto 
contígua contínua. 

Displasia ou disostose crânio-fronto-nasal 

O principal modelo descrito para a displasia 
crânio-fronto-nasal é o nocaute Efnb1tm1.1Sor/
Efnb1+ (ephrin B1; targeted mutation 1.1, Phili-
ppe Soriano), também denominado ephrin-B1null, 
produzido por deleção intragênica no gene Efnb1 
no cromossomo X, na posição 43.22 cM, por re-
combinação mediada por proteína Cre em células-
-tronco embrionárias de AK7, removendo éxons 
2-5, e pós-acasalamento de animais com back-
ground genético 129S4/SvJaeSor. Caracteriza-se 
pela presença de migração anormal de células da 
crista neural, fenda palatina secundária, falha na 
fusão palpebral bilateral, morfologia anormal do 
osso frontal e da sutura coronal, glândulas sali-
vares pequenos, membrana timpânica dismórfica, 
morfologia anormal das vibrissas, polidactilia e 
malformação de costelas e das cartilagens da tra-
quéia. Foram observadas também malformações 
do sistema nervoso manifestas fundamentalmente 

por agenesia do corpo caloso e disrupção dos 
núcleos da base13. A importância de tal modelo 
se deu fundamentalmente para a compreensão do 
processo dos defeitos embrionários dependentes 
da migração de células da crista neural relaciona-
dos à expressão da efrina-B1.

Síndrome de cefalopolissindactilia de Greig 

O principal modelo descrito para a síndrome 
de cefalopolissindactilia de Greig é o mutante 
espontâneo Gli3Xt-J/Gli3Xt-J (GLI-Kruppel Fami-
ly member GLI3; extra toes Jackson), também 
denominado extra-toesJ, originado por mutação 
espontânea com deleção intragênica de 51,5 kb 
no gene Gli3 no cromossomo 13, na posição 
5,43 cM, com background genético da linhagem 
C3H/HeJ. Caracteriza-se fundamentalmente pelas 
seguintes manifestações fenotípicas: morfologia 
anormal das suturas lambdoide e sagital, hipopla-
sia da mandíbula, fenda palatina, anormalidades 
dentárias, hipertelorismo ocular, macrossomia 
embrionária, hipertelorismo mamário, perda 
progressiva de fâneros, polidactilias pré- e pós-
-axial, polissindactilia, esterno bífido, anomalias 
pulmonares e hipopigmentação além de achados 
menos frequentes como membros curtos por 
encurtamento ósseo com aumento do diâmetro 
de ossos longos, de anomalias do prosencéfalo 
e de óbito pré-natal na organogênese14. Uma das 
conclusões que tal modelo permitiu foi o papel 
decisivo do fator de transcrição Gli3, dependente 
de ligante hedgehog, na indução do gene Twist1, 
no desenvolvimento osteoblástico e no controle da 
proliferação e da diferenciação de osteoprogenito-
res, principalmente na sutura lambdoide.

Síndrome de Pfeiffer (de Noack ou 
acrocefalosindactilia tipo V) 

Um dos principais modelos animais em camun-
dongos desenvolvido para estudo da Síndrome de 
Pfeiffer é o nocaute Fgfr2tm2,3Dsn/Fgfr2+ (fibroblast 
growth factor receptor 2; targeted mutation 2.3, 
Clive Dickson), também denominado Fgfr2delta e 
Fgfr2-IIIcdelta, produzido por deleção intragênica 
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no gene Fgfr2 no cromossomo 7, na posição 73,19 
cM, a partir de deleções no éxon 9 e nas sequências 
da neomicina e da timidina-quinase através do 
acasalamento de carreadores do alelo Fgfr2tm2Dsn 
com camundongos 129Sv expressando Cre re-
combinase na linhagem germinativa. O fenótipo 
morfológico crânio-facial caracteriza-se por ma-
xila curta, crânio em formato de “cúpula” (dome-
-shaped), maxila curta hipoplásica associada com 
fusão prematura e ossificação da sutura coronal, 
morfologia arredondada do neurocrânio com ex-
tensão dorso-ventral, fusão articular prematura do 
arco zigomático, proptose ocular e discreta dimi-
nuição de comprimento na maioria dos mutantes, 
além de atraso no ganho ponderal pós-natal com 
óbito pós-natal precoce até 9 dias. Outros achados 
menos frequentes foram intolerância à glicose e 
hipoglicemia por distúrbios intrínsecos dos me-
canismos de absorção gastro-intestinal, defeitos 
leves na lobulação hepática normal, redução no 
número normal de glomérulos renais com menor 
volume renal e dilatação dos túbulos contorcidos 
proximais e distais, lobulação pulmonar parcial 
com alteração no padrão de alveolização normal 
e nos bronquíolos terminais, manúbrio do esterno 
e processo xifóide bifurcados com ossificação 
anormal, e ausência de glândulas lacrimais15. 

Uma das principais contribuições do modelo até 
o momento foi a compreensão da importância da 
interação da via de sinalização do Wnt com os 
mecanismos relacionados ao FGF no processo 
de ossificação endocondral do mesênquima da 
sutura, semelhante ao que ocorre nas síndromes 
de Muenke, de Crouzon e de Apert. 

4 conclusÕES

As craniostenoses humanas representam em 
conjunto um dos grupos de transtornos dismórfi-
cos do desenvolvimento mais comuns na prática 
médica. A ampla maioria dos quadros dá origem 
a acometimento estético sem comprometimento 
funcional, embora um amplo número de condições 
clínicas malformativas sindrômicas cromossômi-
cas e gênicas seja conhecido. O desenvolvimento 
e o conhecimento de modelos animais para o es-
tudo de tais condições clínicas são fundamentais 
e proporcionarão a oportunidade de compreensão 
da evolução natural da maioria dos quadros e seu 
diagnóstico mais precoce, favorecerão o acon-
selhamento genético de forma mais adequada e 
ofertarão novas oportunidades terapêuticas.

ANIMAL MODELS OF THE MAIN HUMAN CRANIOSTENOSIS

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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