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RESUMO

ANGELLA-NETO, Pedro. Manejo e cuidado no Biotério de Zebrafish (Danio
rerio). 2022. 39 p. Trabalho de Conclusao de Curso (Especializagao em Biotérios) —
Escola Superior do Instituto Butantan, Sao Paulo, 2022.

Danio rerio (zebrafish), oriundo das &guas rasas asiaticas, € um modelo
experimental em grande ascensao na comunidade cientifica por sua vantagem e
velocidade reprodutivas; com seu genoma completamente sequenciado e grande
similaridade genética com o ser humano, além do cuidado e manejo facilitado em
ambientes fechados, tornam o zebrafish uma opgao extremamente viavel para a
pesquisa cientifica. Esta revisdo bibliografica busca expor e esclarecer os meios e
principais parametros para o estabelecimento de uma instalagdo de producao,
manutengdo ou utilizacdo de zebrafish, bem como as resolugbes normativas e
requerimentos legais que regem o estabelecimento destas instalagdes; também
reunimos as condi¢des de instalacdo necessarias para a construgao e implantacao
da instalagédo, seus parédmetros para a manutengéo, criagdo, reprodugao e manejo

dos peixes-zebra na instalagdo animal.

Palavras-chave: diretrizes, alojamento, criagdo, ciéncia dos animais de laboratério.

Peixe-zebra, zebrafish, técnicos em manejos de animais, bem-estar do animal.



ABSTRACT

ANGELLA-NETO, Pedro. Husbandry and care in zebrafish housing. 2022. 39 p.
Monograph (Specialist in Animal Facility) — Escola Superior do Instituto Butantan,
Sao Paulo, 2022.

Danio rerio (zebrafish), originating from the Asian shallow waters, is a high-rise
experimental model in the scientific community for its reproductive advantage and
speed; with its completely sequenced genome and great genetic similarity with
humans, in addition to the care and management facilitated indoors, make zebrafish
an extremely viable option for scientific research. This literature review seeks to
expose and clarify the means and main parameters for the establishment of a
zebrafish production, maintenance or use facility, as well as the normative
resolutions and legal requirements governing the establishment of these facilities; we
also meet the installation conditions necessary for the construction and
implementation of the installation, its parameters for maintenance, breeding,

reproduction and management of zebrafish in the animal installation.

Keywords: guidelines, housing, husbandry, laboratory animal science, zebrafish.

animal technicians. animal welfare.
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1 INTRODUGAO

Conhecido como peixe-zebra, paulistinha, zebrafish o Danio rerio € uma
espécie que tem chamado a atencdo da comunidade cientifica como um modelo
nao-convencional para a experimentagdo animal. Sua utilizagdo como modelo
experimental esta se expandindo rapidamente. Além de suas aplicagbes tradicionais
em biologia e genética vem sendo utilizado em varios outros campos, incluindo
ecotoxicologia, triagem de drogas, cancer, xenotransplante e comportamento
(LAWRENCE, MASON, 2012).

1.1 Origem e Biologia

Peixe tropical, originario dos principais rios da india, Bangladesh e Nepal, tem
como nome cientifico Danio rerio, e € um peixe da familia Cyprinidae, Ordem
Cypriniformes, classificado como um peixe 6sseo. Ocupa uma variedade de habitats,
incluindo plantagdes de arroz, lagoas, valas e fluxos, e tolera uma ampla gama de
flutuagdes na temperatura e das condi¢des da agua (LEE, PAULL & TYLER, 2020).

E uma espécie gregaria, encontrada em cardumes de 5 a 20 individuos; além
disso, apresenta caracteristicas como estratégias reprodutivas diversas,
comportamento, dietas, tolerancia a fatores abiéticos e habilidades sensoriais (como
emissao de som, produgao e detecgéo de eletricidade, dentre outras (LAWRENCE,
2007).

O peixe adulto mede aproximadamente 4-5cm de comprimento, tem um corpo
cilindrico e um padréao de coloragdo muito distinta, alternando em faixas horizontas
claras e escuras (Figura 1). As fémeas adultas podem desovar a cada 2-3 dias, com
cada desova produzindo centenas de ovos. O embrido de zebrafish desenvolve-se
rapidamente, com a formagéo de 6rgaos primarios no primeiro dia pos-fertilizagcéo e

ira alcangar maturidade sexual em torno de 2-3 meses (TEOH, 2020).
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Figura 1 - Aquario com peixes-zebra (Danio rerio)

Fonte: proprio autor

1.2 Do rio ao laboratério

O zebrafish tornou-se conhecido na comunidade cientifica através do bidlogo
e pesquisador norte-americano George Streisinger, da Universidade de Oregon. Ao
ter um artigo publicado na prestigiada revista cientifica Nature, em 1981, Streisinger
teve o reconhecimento da comunidade cientifica em seu modelo de pesquisa. Desde
entdo observamos uma aceleragdo no crescimento de publicagbes em artigos

cientificos usando peixe como modelo biolégico.

1.3 Importancia como modelo animal experimental

A luta pela diminuicdo do uso de animais na experimentagao cientifica tem
sido longa e alvo constante dos olhares dos 6rgéaos de protegao animal, de grandes
industrias que visam modelos alternativos para testes diversos; a propria
comunidade cientifica, consciente de sua responsabilidade pela vida animal, vem
esforcando-se em buscar modelos alternativos nao-vivos. Infelizmente, ainda nao é
possivel eliminar totalmente a vida animal da pesquisa cientifica; portanto, partindo
da premissa que nao ha um modelo alternativo ao animal, a ciéncia faz o possivel

para aproveitar o maximo da vida que esta sendo alvo de estudo, através dos 3R’s:
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Reduction (Redugao), Replacement (Substituicdo) and Refinement (Refinamento)
(RUSSELL & BURCH, 1959).

A utilizacado do zebrafish na ciéncia é parte de um esfor¢o da aplicagao dos
3R’s, pois € considerado um modelo de substituicdo parcial, onde todas as fases de
seu desenvolvimento sdo aproveitadas, desde o embrido, fase larval e o peixe
adulto.

O genoma do zebrafish foi totalmente sequenciado, e foi constatado que 70%
de seus genes sdo homodlogos aos genes humanos; se associarmos estes genes as
doengas em humanos, esta porcentagem sobe para 84% de homologia (HOWE et
al., 2013; WHITE, 2015). Além do fator genético, contamos também com a facilidade
de criagao, baixo custo de manutengao e estrutura compacta, ndo exigindo grandes
espacos ou adaptacdes prediais onerosas.

O zebrafish esta tornando-se rapidamente um modelo vertebrado popular
para pesquisas em farmacogenética, toxicologia, obesidade, doengas
cardiovasculares, hematologia, neourociéncia, cancer e biologia desenvolvimento da
biologia (TEOH, 2020), consolidando-se como um bom modelo biolégico em estudos
e abordagens experimentais em laboratério (RESOLUCAO NORMATIVA n? 34).

2 OBJETIVOS

O crescimento na utilizagao de zebrafish como modelo animal nos traz muitos
desafios quanto ao cuidado e manejo nas instalagbes animais. Nao ha formacéo
profissional qualificada para profissionais que irdo trabalhar com os peixes, e a
demanda pela pesquisa dos mesmos so tem aumentado. Portanto, o objetivo deste
trabalho € reunir, através de uma revisdo bibliografica, a maior quantidade de
informacgéao para facilitar o cuidado e manejo nas instalagdes animais de peixes para
o pesquisador, professor, técnico e/ou estudante que porventura venha a trabalhar
com zebrafish.

3 METODOLOGIA

Para a realizagdo deste trabalho, utilizamos as ferramentas de pesquisa em
artigos cientificos como as bases dados PubMed, Web of Science e Google

Académico. A coleta de dados foi realizada durante os meses de outubro, novembro
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e dezembro de 2022. Para a selegao dos artigos, priorizamos a busca e a utilizagédo
de publicagdes e artigos de lingua inglesa e que fossem o mais recente possivel até
o periodo de coleta deste trabalho. Utilizamos para a coleta as palavras chaves
“zebrafish”, “zebrafish welfare” (bem-estar em zebrafish), “zebrafish housing’
(alojamento de zebrafish), “zebrafish husbandry” (criacao de zebrafish), “zebrafish
care’(cuidados em zebrafish); a coleta de dados também envolveu a legislagao
vigente brasileira e o conteudo equivalente em lingua portuguesa. A coleta de dados
abrangeu artigos publicados no intervalo de 30 a 40 anos, que estivessem em
concordancia com as resolugbes normativas brasileiras que regulam tais

procedimentos e/ou que propusessem o que as resolugdes nao abrangem.

4 RESULTADOS

4.1 Legislacao sobre Instalagcoes Animais

Antes de revisarmos os cuidados e manejos do zebrafish nos biotérios, &
importante conhecer a legislagdo que regula e norteia todo o trabalho cientifico da
experimentagao animal no Brasil.

A Lei Arouca, de n° 11.794, de 08 de Outubro de 2008, sancionou a criagcao e
a utilizagcdo de animais de laboratorio em atividades de ensino e pesquisa cientifica
em todo o territoério nacional, posteriormente regulamentada pelo Decreto n? 6.899,
de 15 de julho de 2009. O Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal (Concea) é um 6rgao integrante do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdes, que tem a responsabilidade de formular as normas relativas a utilizagao
humanitaria de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica, bem como
estabelecer os procedimentos para instalacdo e funcionamento de centros de
criacao, de biotérios e de laboratoérios de experimentagcdo animal no Brasil.

4.1.1 Estabelecimento da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Para que o biotério ou instalagdo animal esteja dentro da lei é preciso:
1. Constituir uma Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) na
instituicdo. A CEUA ¢é condicdo indispensavel para que qualquer instituicdo
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legalmente estabelecida em territorio nacional, que produza, mantenha ou utilize
animais para ensino ou pesquisa cientifica, possa requerer o credenciamento no
Concea;

2. Registra-la no Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais
(CIUCA);

3. Solicitar o credenciamento institucional junto ao Concea. Todo o passo-a-
passo do credenciamento estda descrito no site do  Concea:
https://www.gov.br/mcti/pt-br/composicao/conselhos/concea

A CEUA deve ser constituidas por cidadaos brasileiros e serem integradas
por: médicos veterinarios e bidlogos, docentes (para instituicdes de ensino) ou
pesquisadores (para instituicbes de pesquisa), representantes de sociedades
protetoras de animais legalmente constituidas e estabelecidas no Pais.

Os médicos veterinarios, bidlogos, docentes e pesquisadores deverao,
obrigatoriamente, ter nivel superior, com ou sem pos-graduagdo, com competéncia
técnica reconhecida e ja exercer atividade profissional nas areas relacionadas a
ciéncia de animais de laboratério (CAL). Os docentes e pesquisadores, além das
qualificacbes anteriores, deverao possuir formagdo em uma das areas relacionadas
ao escopo da Lei no 11.794, de 2008, e os representantes de sociedades protetoras
de animais deverao ter atuagao na defesa do bem-estar animal; e ser indicados por
sociedades protetoras de animais legalmente constituidas e estabelecidas no Pais.

Todo o funcionamento de uma instalacdo animal, desde sua construgao fisica
até as praticas diarias estao reguladas pelas Resolugbes Normativas n° 50, 51 e 52

do Concea, disponiveis em https://www.gov.br/mcti/pt-

br/composicao/conselhos/concea/paginas/publicacoes-legislacao-e-quia/legislacao-

do-concea.

4.1.2 Estabelecimento do Tipo de Biotérios ou Instalagdo Animal

Segundo a Resolugdo Normativa n°® 51 do Concea, o biotério ou instalagcao
animal é um local onde s&o criados ou mantidos animais para serem usados em
ensino ou pesquisa cientifica, que possua controle das condicbes ambientais,

nutricionais e sanitarias.
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Para criarmos um biotério ou instalacdo animal, além de cumprir com a
legislacdo, é importante definirmos a finalidade desta instalagdo: producao,
manutengao ou de utilizagéo.

A instalacdo animal ou biotério de producao € o ambiente ou local que ofereca
as condi¢cdes necessarias a manutengao do bem-estar animal, compativeis com as
atividades a serem desenvolvidas na reproducéo e criagcdo de animais para fins de
ensino ou de pesquisa cientifica.

Uma instalacdo ou biotério de manutencdo é aquele onde os animais
permanecem durante o crescimento ou logo apds sua saida da instalagdo animal ou
biotério de producdo, aguardando a entrada em protocolos experimentais.

A instalacao ou biotério de utilizacdo € o ambiente ou local que vai oferecer as
condigcbes adequadas para a realizagdo dos protocolos requeridos nos projetos
cientificos e que contemplem os cuidados necessarios para a manutencdo do bem-

estar animal até a finalizag&do das atividades de ensino ou da pesquisa cientifica.

4.2 Comecando uma instalagao animal de Danio rerio

Estabelecido o tipo de instalacdo, podemos comecar a delinear nossa
instalagdo, a comecar pelo sistema de recirculagdo de agua dos aquarios em que

manteremos Nossos peixes.

4.2.1 Espaco Fisico

Umas das vantagens da criacdo de zebrafish € a capacidade de adequar-se
em espacgos fisicos dos mais variados. Nao ha recomendagdo em lei sobre
requisitos que devem ser contemplados em sua construgéo, porém podemos seguir
parametros indicados em diretrizes internacionais, como a encontrada no Guia de
Cuidado e uso de peixes na pesquisa, ensino e testes do Conselho Canadense de
Cuidado Animal (CCAC, 2022).

Para um projeto de instalagdo animal de peixes, € necessaria uma
contribuigdo significativa de pessoal operacional especializado durante a fase de
projeto e construgdo para garantir que ela atenda aos requisitos dos peixes que
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estdo sendo mantidos e as necessidades dos pesquisadores e coordenadores da
instalacao.

Em instalagbes aquaticas, é particularmente importante garantir que o piso
seja suficientemente forte para suportar o peso do total de aquarios pretendidos na
instalagdo, somados ao peso da agua.

A manutengdo de servigos de agua, ar, energia elétrica etc., geralmente
aumentam depois que a instalacdo € construida; portanto € necessario incluir no
projeto a flexibilidade para futuras intervengdes fisicas na instalagéo.

O projeto da instalagdo deve garantir facil acesso a todos os sistemas de
operagcao e manutencao, incluindo a limpeza. Fluxos de abastecimento, fluxos de
drenagem e outros componentes criticos ndo devem ser enterrados ou em
condigbes inacessiveis. A construgdo modular € desejavel para permitir a facil
remogao de componentes com o minimo de interrupgao das operacoes.

As instalagbes devem ser ter em seu planejamento areas de quarentena,
separadas para o isolamento de novas unidades populacionais, conforme adequado.
As instalagcbes convencionais devem incluir estacbes de limpeza de pés e maos,
acesso restrito e outras medidas sanitarias comuns para evitar a introducao e
propagacéo de patdgenos de animais aquaticos preocupantes.

Os fluxos de abastecimento de agua devem ser seguros, protegidos contra
interrupgcdes. Sempre que possivel, os fluxos de agua que vem e vao para os
tanques de abastecimento devem ser tubos duros e permanentemente fixos para
evitar problemas devido ao achatamento da mangueira, fechaduras de ar,
incrustacdo etc. Isso pode néo ser possivel em uma instalagédo de pesquisa onde a
flexibilidade da instalacdo € de suma importédncia, mas o uso de linhas de
encanamento duras antes da bomba de agua principal é altamente recomendado.

Todas os fluxos devem ser identificados, para evitar confusdo e efeitos
potencialmente letais sobre os peixes. Os fluxos de abastecimento de agua e de
drenagem devem ser planejados de modo a facilitar a limpeza através de métodos
simples e de baixa tecnologia. Mandémetros e medidores de vazdo podem ser
instalados em pontos de todo o sistema para monitorar a condi¢gdo das linhas e o
desempenho das bombas e filtros.

Os sistemas que provem o fluxo de ar para a instalagdo devem ser
localizados de modo que apenas seja utilizado ar limpo, isento de gases de motor,

fumo de tabaco ou outros contaminantes que venham do ar.
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E importante ressaltar que os drenos principais devem ser
superdimensionados para lidar com grandes fluxos transitérios de agua. As calhas
devem ter coberturas niveladas com o chdo e que permitam que a agua escorra
rapidamente. Os drenos e as calhas devem ser planejados para que permitam a
limpeza mecanica, para remover qualquer acumulo de residuos nos fluxos. Sempre
que possivel, os drenos de todos os tanques devem ter armadilhas e portas de
limpeza facilmente acessiveis. Também importante € incluir o tratamento adequado
de efluentes, seguindo os requisitos regulamentares para o efluente, no projeto da
instalagdo. Na maioria das vezes, a descarga para um esgoto municipal
proporcionara tratamento adequado dos efluentes do laboratério de peixes.

Outro fator que deve ser incluido no planejamento predial uma bancada
grande com pia para limpeza dos utensilios e aquarios, bem como espago para o
armazenamento de materiais sobressalentes de aquarios, alimentacgao,

equipamentos de protecéao individual e coletivo, etc.

4.2.2 Abastecimento de agua

O local onde os aquarios de zebrafish serdao mantidos deve apresentar um
sistema de abastecimento de agua, que pode ser da propria rede de tratamento; no
entanto, deve ser previsto um reservatorio de armazenamento de agua que
mantenha pelo menos entre 12h e 24h de abastecimento emergencial. E ideal que
este reservatério esteja localizado em um nivel acima do nivel do alojamento dos
aquarios, para que eles possam ser abastecidos através da gravidade. Se nao for
possivel, deve-se instalar uma bomba para distribuicdo da agua, de acordo com as
necessidades de renovacido e abastecimento dos aquarios. Uma outra opgao € a
remogao do cloro livre na agua através da adigao de produtos quimicos comerciais
especificos para tal fim ou pela utilizago de filtros declorinizadores (RESOLUCAO
NORMATIVA n? 34).

Os peixes devem ser mantidos em um sistema minimo que filtra e oxigena
continuamente a agua de seus aquarios, garantindo a qualidade necessaria para um
ambiente aquatico saudavel. O sistema de circulagdo também ajuda a filtrar o
excesso de comida e de excretas dos animais (AVDESH, CHEN et al. 2012).

E perfeitamente possivel manter uma instalacdo de zebrafish somente com

aquarios pequenos, bombas de ar e aquecedores individuais para um modelo de
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criacdo ou experimentacdo pequeno. No entanto, as modalidades mais comuns de
alojamento de zebrafish sdo os sistemas de recirculagédo. Estes sistemas minimizam
o0 uso de agua fazendo a reciclagem da agua e mantendo a qualidade da agua

através de uma série de sistemas de filtragem.

4.2.3 Qualidade e fluxo da agua

A condigbes da agua nos laboratorios devem ser controladas e monitoradas
para reduzir as flutuagbes e manter a estabilidade ao longo do tempo. O fluxo de
agua nos aquarios de instalagbes deve ser homogéneo, com fluxo recomendado de
3 a 5 trocas de volume de aquario por hora para zebrafish adulto. O fluxo de agua
através dos aquarios de laboratério varia para cada um dos diferentes estagios da
vida. O fluxo de agua constante no aquario contribui para o bem-estar dos peixes,
ajudando a minimizar a micobacteriose, promover o movimento e, possivelmente,
estimular o sistema imunolégico. O fluxo de agua também pode ser negativo para o
bem-estar, especialmente em pequenos aquarios, como os aquarios de 1 a 10 litros
usados em unidades de estantes comerciais, onde a incapacidade de se afastar do
fluxo pode aumentar o estresse e os custos energéticos para o peixe (LEE, PAULL,
TYLER, 2022).

4.2.4 Aquarios

A qualidade e caracteristicas do material dos aquarios devem garantir que o
impacto de atividades fora do aquario interfira minimamente em seu bem-estar. O
zebrafish demonstrou preferéncia por paredes escuras, e demonstrou ansiedade na
presenca de paredes brancas. No entanto, se todas as paredes forem de cores
opacas ou muito escuras, os problemas de higiene podem nao ser Obvios e o0s
peixes terdo estimulagéo visual reduzida (GRAHAM. C, et al., 2017).

Recipientes transparentes tém a vantagem de permitir facil observagéao e
monitoramento dos peixes, mas percebe-se que o0 zebrafish tem aversdo aos fundos
de aquario transparentes (SCHROEDER et al., 2014). Além disso, o zebrafish,

quando em um aquario isolado, demonstra exibir comportamentos de medo em
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resposta a visdo de um semelhante em estresse num aquario adjacente (contagio
por medo) (CCAC GUIDELINES, 2020).

Uma alternativa é cobrir a parte de baixo e trés das quatro paredes do aquario
com um material opaco escuro, para facilitar a observagdo dos peixes e o
monitoramento da higiene do aquario. No caso de sistemas empilhados, uma
superficie escura no fundo de um aquario ja provoca uma diminuigdo da intensidade
da luz para os aquarios posicionados mais baixos. Luzes adicionais acima do
aquario serao necessarias para manter a iluminacdo consistente para todos os

aquarios.

4.2.5 Densidade de peixes por aquario

Ainda em relagdo a manutencgéo, o zebrafish € um peixe gregario que pode
ser alocado em densidade de 5 peixes adultos por litro em aquarios que tenham
aeragao, biofiltro, renovagao de 70% por dia, boa qualidade da agua e bom regime
de alimentacdo. Em aquarios sem biofiltro, uma boa relagdo de densidade para esta

espécie é 1-2 animais por litro.

4.2.6 Temperatura

O local onde os aquarios serao mantidos devera contar com controle de
temperatura, para facilitar a manutengéo da temperatura da agua (com aquecedores
ou chillers) (RESOLUCAO NORMATIVA n° 34).

Os peixes devem ser mantidos em aquarios ou outro sistema de alojamento
equipados com termostato e aquecedores para manter a temperatura da agua entre
25°C e 31°C, com temperatura ideal de 28,5°C (LOPES-FERREIRA, 2017). A
criacdo em temperaturas tdo baixas quanto 22°C ou tdo altas quanto 31°C da
desova a metamorfose podem distorcer as propor¢des sexuais. Seja qual for o
sistema de troca de agua utilizado, a agua de substituicdo recebida deve ter a
mesma temperatura que a agua que esta substituindo (CCAC GUIDELINES, 2020).

4.2.7 lluminacao
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A iluminacao afeta o comportamento dos peixes de varias maneiras. Os ciclos
de dia e noite moldam os horarios em que os peixes se alimentam, reproduzem e
descansam e os ritmos de luz sazonais influenciam a reprodugédo e a desova. Um
ritmo de atividade e descanso ocorre no zebrafish desde o primeiro dia pos-
fertilizagdo, refletindo o ciclo claro-escuro na natureza. Na india e em Bangladesh,
as horas de luz do dia variam de 10h em dezembro a 13h em junho, com os dias
mais longos coincidindo com o inicio da mongao, quando se acredita que o zebrafish
selvagem se reproduza (SPENCE et al., 2007).

A intensidade da luz pode variar dependendo da posi¢cdo dos aquarios na
estante ou sala, e pode ser reduzida para inibir o crescimento de algas. Um ciclo de
14 horas de luz e 10 horas de escuriddo com transi¢cdes de fases foi sugerido como
apropriado para peixes-zebra de laboratorio (REED & JENNINGS, 2011), mas, ao
longo do ano, pode ser adicionado de 1h—4h de luz por dia em relagdo ao ambiente
natural. Esse aumento do comprimento do dia pode aumentar o crescimento e o
desempenho reprodutivo (ABDOLLAHPOUR, FALAHATKAR & LAWRENCE, 2020).
O fotoperiodo também pode ser alterado ou ajustado em casos excepcionais quando
justificado para os objetivos de algum experimento (RESOLUCAO NORMATIVA N°
34).

4.2.8 Ruidos

O zebrafish pode aparentar acostumar-se com o ambiente externo, e
aparentemente habituar-se a certas vibragdes, como a das bombas de ar ou agua
no ambiente, por exemplo. Mas os peixes também podem reagir fortemente a ruidos
altos repentinos ou a novas vibragdes, portanto, medidas devem ser tomadas para
evitar tais ruidos. O ideal é que qualquer equipamento ou agente causador de
vibragdo ou ruido ndo seja mantido na mesma sala que os peixes. (REED,
JENNINGS, 2011)

A reproducao e desova do zebrafish pode ser afetada se o ambiente estiver
muito barulhento ou se houver muito movimento ou atividade nas proximidades
(CCAC GUIDELINES, 2020)

4.2.9 Umidade
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A umidade na instalagao animal de zebrafish deve ser controlada para evitar a
condensacgao e o crescimento de mofo. Além disso, outros sistemas que estejam em
funcionamento colaborando com o suporte e manutencdo dos peixes, e outros
componentes do sistema relacionados, devem ser adequadamente protegidos da
umidade (CCAC GUIDELINES, 2020).

Do ponto de vista de bem-estar dos peixes, ha pouca necessidade de
controlar os niveis de umidade na sala; no entanto, a umidade ambiente pode ter um
efeito sobre a manutencdo da temperatura nos aquarios: as salas mais secas terao
aquarios mais frios ou uma variagao de temperatura maior nos aquarios, devido ao
resfriamento evaporativo na superficie (REED, JENNINGS, 2011).

4.2.10 pH

O pH da agua deve ser mantido em um nivel estavel e 6timo, pois as
mudangas no pH podem influenciar outras variaveis da qualidade da agua, como a
amonia. Dentro de um aquario o pH varia de acordo com a respiragao dos peixes € a
adicdo de compostos nitrogenados, que podem variar com as praticas de
alimentac&o e a saude e a idade dos peixes. E importante monitorar o pH da agua
nos aquarios regularmente, usando um kit de teste colorimétrico ou, de preferéncia,
um medidor de pH eletrdnico preciso.

E consenso nas instalagdes de zebrafish manter o pH entre 7,0 - 8,0
(LAWRENCE, 2007). Alguns sugerem apontar para 6,8 - 7,5 e nao permitir que o pH
seja menor que 6 ou superior a 8 (CCAC GUIDELINES, 2020). Se o pH ficar fora
desse intervalo, medidas de mitigagdo devem ser aplicadas para garantir uma
mudancga lenta no pH a medida que retorna aos niveis anteriores, como solu¢des de
cloreto de sodio para diminui-lo ou uma solucido de carbonato de sodio para

aumenta-lo.

4.2.11 Salinidade e Dureza

O zebrafish é relativamente resistente a variagcbes em salinidade, ainda que
alteragdes repentinas possam levar a estresse. Embrides na fase pos-gastrulagcéo
s&o mais tolerantes a aumentos na salinidade do que animais mais jovens. Na

auséncia de estudos experimentais sobre o tema, a manutengao destes animais em
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condigbes de salinidade recomendadas para outras espécies de peixes de agua
doce (i.e., 0,25-0,75 ppt) € recomendada (Lawrence, 2007).

Em relagdo a dureza da agua, ha consideravel variagdo entre instalagoes
laboratoriais devido a caracteristicas préprias, incluindo origem da agua (rede de
tratamento, destilador ou osmose reversa), adicdo de sais de calcio e magnésio,
tamponamento com bicarbonato, etc. Via de regra, os valores de dureza devem
manter-se entre 75-200 mg/L CaCOs, sendo esses considerados adequados para
peixes de agua doce (WURTS, 2002).

4.2.12 Alimentagéo

De maneira geral os zebrafish podem se alimentar de alimentos vivos que
incluem varias espécies de zooplancton, como Artemia sp, rotiferos e Paramecium
spp, e alimentos processados.

A dieta com alimentos processados pode ser utilizada para substituir a dieta
com alimentos vivos, permitindo uma diminuigdo de custos, maior controle sobre a
nutricdo dos peixes e a reducado do risco de doengas ou toxinas provenientes da
alimentacao via dieta viva. A dieta processada pode ser usada como fonte exclusiva
apés a fase larval, se for nutricionalmente balanceada, estavel e de boa
digestibilidade. Os alimentos das dietas processadas devem ser estocados e
administrados corretamente; também €& importante lembrar que alimentos
processados devem ser ofertados secos e néo hidratados previamente. O tamanho
dos graos de ragao seca devem ser de 100 microns para larvas a 300/400 microns
para peixes adultos. A alimentacdo pode ser realizada usando um dispensador
simples de alimentos para peixes, uma colher simples ou cortando um conta-gotas
de plastico diagonalmente com uma tesoura para dar uma aparéncia de uma colher
pequena (AVDESH, CHEN et al., 2012).

A pratica da alimentac&o viva, além de enriquecer a dieta do animal, reforca
seu comportamento natural de busca a presa e pode ser considerado um
enriquecimento ambiental. Para a alimentacéo viva, € recomendada a obtencédo de
ovos de artémia, por serem acessiveis e estarem disponiveis em lojas de aquarismo
e, podendo ser eclodidos em laboratério, seguindo o passo-a-passo descrito abaixo:

- Dissolva 30g de cloreto de sodio vermelho em 1 litro de agua filtrada ou
destilada. Coloque 10-15g de ovos de artémia na solugao salina.
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- Mantenha a solugdo salina sob intensa luminosidade e arejada por uma
bomba de ar, entre 24 a 48h no maximo.

- Apbs o periodo de eclosdo dos ovos de artémia, remova o tubo de ar e
esvazie o recipiente em um Becker grande, utilizando a torneira abaixo do
nascedouro.

- Apo0s a transferéncia para o becker, aguarde a cultura se estabelecer por 4-5
minutos. Retire os ovos eclodidos, que estardao na superficie do recipiente,
com uma pipeta ou peneira fina e descarte.

- Realize o processo de filtragem da solug¢éo, eliminando o liquido e filtrando as
artémias e os ovos eclodidos restantes de uma peneira ou filtro fino (350
microns).

- Apos a filtragem, despeje o conteudo filtrado em um Becker com agua filtrada
ou destilada, com a ajuda de uma pisseta. As artémias eclodidas se
concentram no fundo do recipiente, e tem um aspecto alaranjado.

- Com uma pipeta, colete as artémias no fundo do Becker e distribua entre os

aquarios com zebrafish.

E de suma importdncia nos atentarmos & qualidade, mas também a
quantidade de alimentos dispensados, que depende do tamanho da populagdo de
aquarios. A propor¢gao comumente aceita para o zebrafish é receber 4% do peso
corporal em alimentos por dia. O peixe nunca deve ser superalimentado, pois isso
pode aumentar o nivel de nitrato na agua, possivelmente afetando sua reprodugao
ou viabilidade, pois alguns peixes podem morrer devido a excessos (AVDESH,
CHEN et al., 2012).

4.2.13 Reproducéao

Os espécimes de zebrafish possuem dimorfismo sexual caracteristico, o que
permite diferenciar seus individuos machos e fémeas, imprescindivel para o
processo de reproducdo em instalagdo animal. As fémeas adultas. Os machos sao
geralmente mais esbeltos e de cor mais escura do que as fémeas, aparentando um
corpo mais alongado (Figura 2), enquanto as fémeas adultas tém um abdémen mais
cheio devido aos ovos em desenvolvimento nos ovarios (Figura 3) (CCAC
GUIDELINES, 2020).
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Figura 2 - Zebrafish machos

Fonte: proprio autor.

Figura 3 - Zebrafish fémeas

Fonte: proprio autor.

Acredita-se que a ovulagdo em zebrafish seja induzida através da presenca
de feroméOnios masculinos na agua (VAN DEN HURK & RESINK, 1992). O peixe
descansa durante o ciclo escuro, e o retorno da luz desencadeia a reprodugao dos
peixes (CCAA GUIDELINES, 2022), permitindo a coleta de embrides compativeis
com a idade.

A eficacia do protocolo de acasalamento ira determinar a quantidade de
produgéo de ovos viaveis. O manejo reprodutivo de zebrafish tem sido mais pratico e
eficaz quando o acasalamento é realizado em locais separados dos aquarios onde
0S animais vivem.

As fémeas de zebrafish liberam ovos diretamente em um substrato nu, mas
quando fornecidas com um local de desova artificial, como uma caixa de plastico
cheia de cascalho ou marmores, elas o utilizam preferencialmente. Estes substratos
tém sido utilizados para impedir que os peixes comam seus ovos (MATTHEWS et
al., 2002); no entanto, agora é mais comum o uso de aquarios ou camaras de

reproducdo em massa com encaixes para fundos perfurados para este fim
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(NASIADKA, CLARK, 2012). Alguns sistemas comerciais possuem fundo gradeado
que se encaixa em recipientes maiores preenchidos de agua (Figuras 4 e 5), mas é
possivel improvisar utilizando qualquer barreira fisica que separe os peixes do
substrato e ao mesmo tempo permita que os ovos perpassem a barreira e sejam

depositados ao fundo do aquario.

Figura 4 — Sistema comercial de reproducao de zebrafish de alta densidade com

separador e fundo gradeado
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Fonte: proprio autor

Figura 5 - Sistema comercial de reprodugéo de zebrafish de baixa densidade com

rampa

Fonte: proprio autor
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Os animais exibem rituais de acasalamento antes e durante a desova. Os
machos competem pelas fémeas, estabelecendo e defendendo territério. Durante a
cbérte, nadam em circulos para que as fémeas os percebam. No momento da
desova, nadam paralelo com as fémeas, provocando a liberacdo dos oévulos e
simultaneamente liberando o esperma para que ocorra a fecundagcdo. Os embrides
devem ser retirados do sistema de acasalamento o mais rapido possivel, evitando
possiveis contaminagdes. Quando ocorre o acasalamento, os ovos passam pelo
fundo gradeado e se depositam na parte inferior do recipiente, ficando assim
protegidos do canibalismo. Estes sistemas também possibilitam que os ovos sejam
facilmente retirados. O tamanho do sistema determinara a quantidade de peixes que
podem ser colocados para acasalamento e o cuidado com a manipulacdo dos
embrides apds a desova determinara o sucesso da criagdo (Resolugao Normativa n°®
34 do Concea).

Em aquarios de reprodugao, tem sido reportado maior sucesso de reproducao
com grupos acima de cinco peixes, comparado a aquarios com pares simples (1
peixe macho e 1 peixe fémea). No entanto, tem sido comum a reprodugéo 2:1 (2
machos e 1 fémea); assim como no aquario de alta densidade, a maior quantidade
de machos frente as fémeas gera competicéo, reforgcando caracteristica nativas do
comportamento do peixe e retornando em maior sucesso reprodutivo.

Para a realizagdo da reprodugdo em biotério, realizamos os seguintes

procedimentos:

- Prepara-se um aquario de 2 — 3 litros, com um separador (fundo perfurado, malha
ou fundo de grelha) que fique préximo ao fundo do aquario, mas nao encostado, e
entdo preenche-se com agua dos proprios peixes;

- Colocam-se nos aquarios os casais reprodutores ou 0s pequenos grupos de
peixes, (de acordo com a escolha e objetivo do usuario), com um separador fisico
entre os peixes fémeas e os peixes machos.

- Na manha seguinte, coloca-se o(s) aquario(s) sob iluminagéo intensa (lampada,
abajur ou similar), retira-se o separador de géneros e aguardamos pela desova e
fertilizacdo dos ovos, por cerca de 40 — 60min.

- Durante todo o periodo da reprodugédo (desde a separagdo dos peixes até a

desova), € imprescindivel que ndo haja ruidos altos ou movimentagdes bruscas no
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ambiente em que os peixes estiverem, pois € um grande fator de insucesso da
reproducgao.

- No momento da desova dos peixes, os ovos fertilizados caem através do "chao" do
separador, impedindo que os peixes adultos os comam.

- Apos este periodo de espera, é possivel observar os ovos fertilizados ao fundo do
aquario. Devolve-se os peixes para seus aquarios de origem, e 0s ovos S&o
coletados para contagem e armazenagem. Em seguida, devem ser de maneira
cuidadosa lavados com agua limpa e transferidos para placas de Petri preenchidas
com agua (Figura 6 e Figura 7).

Figura 6 - Ovos de zebrafish fertilizados e coletados, imersos em meio de
manutencido em placa de Petri

Fonte: proprio autor

Um meio de evitar contaminagao dos ovos € utilizar um meio de manutencéo,
com azul de metileno (0,00003%) dissolvido em agua. Apds 12 ou 24 horas os
embrides nao-viaveis sado facilmente identificados por sua aparéncia esbranquicada
e devem ser imediatamente retirados. Os ovos vao permanecer em recipientes de
incubagdo até que as larvas eclodam e inflem a bexiga natatéria. Os ovos do
zebrafish eclodem de 2-3 dias pos-fertilizagéo (dpf). Apds esses procedimentos, os
ovos ficam em repouso, em recipientes de incubacéao, até que as larvas eclodam e
inflem as bexigas natatérias (LOPES-FERREIRA, 2017). Em condi¢cdes de

laboratério, os zebrafish podem reproduzir-se durante todo o ano, com as fémeas
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desovando a cada um a trés dias e liberando todos os 6vulos maduros dentro de
uma unica hora (MATTHEWS et al., 2002; SPENCE et al., 2006a).

Os ovos tém um didmetro de cerca de 1,0 - 1,5 mm (MATTHEWS et al.,
2002). Uma fémea geralmente produz 70-300 ovos transparentes em uma unica
desova, dos quais pelo menos 80% séo fertilizados (CCAC GUIDELINES, 2020);
embora o numero de ovos possa variar de alguns a mais de 1.000 (REED &
JENNINGS, 2011). As fémeas desovam consistentemente com mais frequéncia e

produzem quantidades maiores de ovos com alguns machos do que outros.

Figura 7 - Ovos de zebrafish fertilizados viaveis, sob aumento da lupa

Fonte: proprio autor

Se o0 acasalamento foi bem-sucedido, os ovos recém-formados estarao
depositados no fundo do aquario. Para a retirada dos ovos, passamos a agua deste
aquario de reproducao sob uma peneira fina, que ira reter os ovos. Com o auxilio de
uma pisseta e agua esterilizada ou agua do préprio aquario, retiramos os ovos da
peneira e depositamos em placas de Petri com meio de manutencéo, para verificar a
viabilidade (separar ovos viaveis de ovos coagulados ou rejeitos) e a contabilidade
deles. Apds a obtencao dos ovos, deve-se devolver os peixes machos e fémea do

aquario de acasalamento aos seus aquarios de origem.

4.2.14 Eutanasia
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Segundo a Resolugdo Normativa n°® 37 do Concea, a preparagdo para o
procedimento de eutanasia deve considerar, em primeiro plano, o bem-estar do
peixe, mantendo-o dentro da sua zona de conforto. A eutanasia em peixes deve ser
realizada em duas etapas: 1°) Uso de anestésico, até a perda do equilibrio do peixe;
2°) Utilizagao de método fisico / quimico que cause a morte cerebral do peixe.

Os métodos recomendaveis, segundo Resolu¢do Normativa n° 37 do
CONCEA séao:

- Benzocaina (imerséo): pode ser usada para imersao e sistema de recirculagao
para peixes. Sua forma isolada de benzocaina ndo € hidrossoluvel e deve ser
preparada em alcool. O hidrocloridrato de benzocaina & hidrossoluvel e pode ser
usado diretamente para anestesia ou eutanasia. Os peixes devem ser mantidos

imersos na solugao por pelo menos 10 minutos apos cessar 0 movimento opercular.

- Sulfonato metano de tricaina (TSS ou MS222) (imersédo): a eficiéncia deste
anestésico é variavel e pode apresentar alguns efeitos adversos como perda de
muco, irritacdo das branquias e olhos, bem como danos a cérnea. No homem, causa

irritacdo por contato na pele e por inalagédo, bem como danos na retina.

- Oleo de cravo da india ou eugenol (imersdo): ambos podem ser utilizados para
eutanasia de peixes. E pouco solivel em agua e solGvel em solventes organicos,

como o alcool.

- Anestésicos gerais via intravenosa: propofol, etomidato ou metomidato.

- Anestésicos inalatérios, seguido de outro método para assegurar a morte.

Os métodos de eutanasia aceitos com restricdo pela legislagdo sao:
atordoamento; atordoamento ou anestesia geral e decapitacdo; atordoamento e
destruicdo do cérebro (perfuragdo craniana); atordoamento e secgdo da medula
espinhal; atordoamento por eletronarcose, seguido de exsanguinagdao ou de outro
método que assegure a morte. O atordoamento ou concussdo s6 devem ser

utilizados apos a anestesia, a ndo ser que os animais se encontrem sob estresse
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extremo, e o tempo até o preparo da anestesia provocar um sofrimento prolongado
no animal. A perfuragdo ou esmagamento do cérebro apds atordoamento s6 é
autorizada quando qualquer outro método trouxer incompatibilidade no experimento,
e ainda diante da impossibilidade total de uso de outros métodos que possam
interferir nos resultados da pesquisa, e 0 uso de anestésicos nao for possivel.

Também é aceito: 2-fenoxietanol (imersédo). Este método é aceito desde que
os outros métodos interfram nos resultados da pesquisa. Utilizado em
concentragdes de 0,5 a 0,6 ml/l ou 0,3 a 0,4 mg/l para causar a morte em peixes;
estes devem ser mantidos imersos na solugédo por pelo menos 10 minutos apds o
movimento opercular ter cessado.

Os métodos considerados inaceitaveis pela legislacdo do CONCEA sao:
deslocamento cervical; decapitagao ou secgao da medula espinhal; maceragao; CO2
e Hipotermia. A hipotermia pode ser aceita com restricdo, desde que os outros
meétodos aceitos cientificamente comprometam os resultados da pesquisa e que a
justificativa seja detalhada na proposta submetida a analise pela CEUA da
Instituicdo. Métodos diferentes dos descritos, ou novos métodos que sejam
langados, s6 podem ser utilizados desde que comprovados os mecanismos de agao
de forma cientifica, em literatura de impacto internacional e respeitados os preceitos
aqui estabelecidos, ou seja, se forem rapidos e n&o causarem dor ou sofrimento. Em
casos de duvida, é necessaria a consulta ao anexo da Resolugdo Normativa n° 37,
ou solicitar auxilio a CEUA, que deve consultar o CONCEA.

4.2.15 Descarte de Carcacas

As carcacas dos peixes sdo consideradas um risco a saude publica e ao meio
ambiente, tornando-se meios de cultura e de disseminagdo de doencas e/ou
contaminantes. Portanto, suas carcagas, bem como os restos de tecidos, devem ser
acondicionadas em sacos plasticos de classe |l, especificos para descarte de
material biolégico, de cor branca leitosa, identificado com a simbologia de substéancia
infectante e risco biologico.

Apés embalado, o material pode ser mantido em camaras frias (ou freezers a
-18 °C) por um periodo de até 24 horas, devendo entdo ser recolhido por empresas
especializadas e transferido ao seu destino. Alguns destinos possiveis sao aterros
sanitarios, autoclavacgéo e incineragdo (RESOLUCAO NORMATIVA n° 37).



33

4.2.16 Uso de Equipamentos de Protecao Individual

Recomenda-se o uso de EPIs ao adentrar um biotério de peixes. O uso de
propé, jaleco ou avental, touca e luvas faz-se necessario para evitar a contaminagao
e o carregamento de sujidades do ambiente externo ao ambiente de criagdo e/ou

experimentacgao.

4.2.17 Checagem na Instalagdo ou Biotério

E extremamente importante que qualquer pessoa que trabalhe, pouco ou
muito frequente, em um biotério esteja atento a checagem. Checagem diaria de
temperatura do biotério, iluminagcdo, parametros da agua dos aquarios (pH,
temperatura, dureza, etc), estado dos aquarios (limpeza), estado dos animais
(agitados, parados, ocorréncia de o6bitos), organizagdo e limpeza do ambiente,
reunido de todos o0s recursos necessarios antes de comegar um procedimento

especifico.

4.2.18 Limpeza e Desinfecgao do Biotério

A agenda de limpeza e desinfecgdo do biotério de zebrafish deve ser
projetada e implementada para manter condigbes adequadas a saude do animal e
ao ambiente onde esta instalado, evitando o acumulo de residuos e a contaminacgéo
cruzada de agua e bens recém-tratados.

Os aquarios sao trocados ou desinfetados de forma que sempre garanta a
qualidade da agua e permita a visualizagdo e o monitoramento dos peixes. Os
componentes do sistema que acumulam particulas de alimentos, como o fundo dos
aquarios, devem ser higienizados regularmente. E recomendada a troca de tampas
e higienizagcdo de aquarios semanalmente, e a troca dos aquarios trimestralmente.
Aquarios e outros componentes podem ser lavados com desinfetante ou agua
quente, desde que nao permita o acumulo de residuos destas substancias nos
componentes. As redes e pugas podem ser higienizadas por desinfetante,

autoclavagem, sistema automatizado de lavagem de gaiolas ou agua quente.



34

Salas e macroambiente (estantes, bancadas, carrinhos) podem ser
higienizados conforme necessario. Mas pode-se definir uma limpeza trimestral para
as estantes; bancadas e espacgos de trabalho sdo limpos apds o uso, diariamente, e
carrinhos de transporte e pisos sao limpos semanalmente, sempre com materiais

neutros, que nao exalem odores fortes no ambiente.

5 DISCUSSAO

Observamos que o zebrafish possui uma O6tima adaptabilidade para
ambientes de cativeiro. Embora ndo haja ampla literatura cientifica nacional
corroborando técnicas e procedimentos, os parametros para a criagdo destes
animais em instalagbes de produgdo, manutencdo ou experimentacdo sao bem
claros e especificos, sem maiores discordancias.

E necessario salientar que, embora existam grandes modelos de instalacdes
em grandes instituicbes, com imenso aporte para investimento em equipamentos
especificos e automatizados para facilitar o manejo dos peixes, ha também um
enorme potencial em iniciar uma instalacdo de zebrafish de baixo custo e facil
operabilidade e manutengéo.

A contribuicdo deste modelo experimental para a comunidade cientifica ndo
deve ser diminuida por fatores extrinsecos como um orcamento limitado para
adquirir aparelhos e equipamentos de ultima geragdo. Nao ha duvida quanto a sua
contribuigdo ao manejo e a padronizagdo de parametros e resultados; no entanto, o
zebrafish vem trazer novas experiéncias quanto a producdo de animais de forma

rapida, facilitada e ndo-dependente de alta tecnologia.

6 CONCLUSOES

Oriundos de aguas selvagens asiaticas, os peixes zebrafish possuem uma
otima adaptabilidade para ambientes fechados e controlados, e os cuidados para
manté-lo nestas condicbes em instalagcbes animais para manutengdo ou
experimentagdo tem-se mostrado acessiveis tanto para pesquisadores experientes
como para novos pesquisadores engajados em iniciar neste novo modelo de
experimentacdo. Com a devida atengdo aos parametros de cuidado e manejo destes

by

animais, a observagcdo a legislacdo prevista, e treinamento técnico para a
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manutencao do status sanitario da instalagao, o estabelecimento de uma instalacao

de zebrafish ocorrera com sucesso.
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