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Resumo

As Boas Praticas de Laboratdério (BPL) sdo um sistema de controle de qualidade gerencial que abrange o processo
organizacional e as condi¢des sob as quais os estudos nao clinicos de saude e meio ambiente sdo desenvolvidos. Conforme
a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) as BPL devem conter cinco topicos: recursos, caracterizagio, regras, resultados e
controle de qualidade. O objetivo deste trabalho foi apresentar uma revisdo conforme o padrio da OMS para a
implementa¢do das BPL em biotério de zebrafish. Considerando que a promog¢do da saude Unica (animal, humana e
ambiental) associada a um plano de educagdo, protocolos e registros sdo fundamentais para garantir a seguranga e a
integridade dos trabalhadores/pesquisadores, animais ¢ meio ambiente assim como confiabilidade nos resultados gerados.
De certa forma o Brasil ainda necessita de melhorias relacionadas ao bem-estar de organismos aquaticos (leis nacionais,
acordos internacionais, programas corporativos e outros); especialmente em relagdo a utilizagdo destes na pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico. Desta forma, a implementagdo de BPL fornece uma orientagdo valiosa para a melhoria do
bem-estar animal, e seguranca do trabalhador vindo a facilitar a padronizagdo da pesquisa.

Palavras-chave: Danio rerio; padronizagao; bem-estar; diretrizes reguladoras; legislagao.

Abstract

Good Laboratory Practice (GLP) is a management quality control system that encompasses the organizational process and
conditions under which non-clinical health and environmental studies are carried out. According to the World Health
Organization, GLP must contain five topics: resources, characterization, rules, results, and quality control. The aim of this
work is to address a review according to WHO standard to the implementation of Good Laboratory Practices in zebrafish
(Danio rerio) facility. Considering that the promotion of one health (animal, human, and environmental) associated with an
education plan, protocols, and records are fundamental to guarantee the safety and integrity of employees, animals and the
environment as well as reliability in the results generated. In a way, Brazil still needs improvements related to the wellfare
of aquatic organisms (national laws, international agreements, corporate programs, and others); especially in relation to its
use in research and technological development. In this way, the implementation of GLPs provide valuable guidance for
improving animal welfare and worker safety, facilitating the standardization of research.

Keywords: Danio rerio; standardization; welfare; regulatory guidelines; legislation.
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Resumo grafico - Boas praticas na criagdo e manutengao de zebrafish (Danio rerio) em laboratorio no Brasil.
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1. Introducio

A utilizagdo de peixes como modelos de estudo
bioldgico teve sua disseminagdo durante o século XIX.
Uma das espécies precursoras foi o peixe-dourado,
Carassius auratus, sobre a qual se realizaram estudos de
toxicologia e fisiologia . Atualmente, além de C.
auratus, outras espécies também se destacaram como
modelos para estudos cientificos como Oryzias latipes,
Rutilus  rutilus, Gasterosteus aculeatus, Takifugu
rubripes, Xiphophorus hellerii e Danio rerio. Essa tlltima
a mais estudada ©.

Embora o D. rerio (zebrafish) tenha sido
proposto como uma espécie para uso em ciéncias pela
primeira vez no ano de 1934 ©, o0 modelo comegou a se
popularizar apoés a publicacdo do trabalho da equipe de
George Streisinger em 1981 onde sdo descritos métodos
para geragdo de mutagdes por meio de gimnogénese .
No entanto, a grande consolidacdo de zebrafish como
“modelo biomédico mundial” ocorreu a partir de 1996

quando foi publicado um volume no Journal of

Development (Dezembro de 1996, Vol. 123) contendo 37
artigos sobre o screening genético de mais de 4.000
mutagdes. No Brasil, o primeiro trabalho publicado com
zebrafish como modelo foi no ano de 1999 ®. Além disso,
o primeiro peixe transgénico desenvolvido no Brasil foi
também uma linhagem de zebrafish ©. Atualmente no
pais diversas instituicdes de pesquisa utilizam essa
espécie como biomodelo, tendo como principais areas de
estudo: (1) Neurociéncia e Comportamento; (2)
Farmacologia e Toxicologia e (3) Meio Ambiente e
Ecologia (9.

A utilizagdo de vertebrados em pesquisas
cientificas no Brasil ¢ regida pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) criado
pela Lei n° 11.794/2008 e normatizado pelo decreto n°
6.899/2009 (12 Regularmente o CONCEA edita
Resolugoes Normativas (RNs), que tém forg¢a de lei no
Brasil, que tratam sobre orienta¢des e procedimentos para
o0 uso cientifico de animais em instituicdes de ensino ou
pesquisa cientifica. A RN n° 34/2017 do CONCEA ¥, por
exemplo, apresenta normativas diretamente relacionadas
a criagdo e manutengdo de zebrafish em atividades de
ensino ou pesquisa cientifica. Diversas revisdes e livros
tém abordado os métodos para a criagdo de zebrafish em
laboratorio*!9,  Recentemente Canedo et al. @7
apresentaram um trabalho descrevendo o principio dos 10
Rs e a importancia da sua implementa¢do na pesquisa
com zebrafish. No entanto, a abordagem de satde unica
(animal, humana e ambiental), junto de uma padronizagao
de criagdo, manejo e procedimentos experimentais em
zebrafish no Brasil considerando os principios éticos e
legais ainda ¢ limitada.

As Boas Praticas de Laboratério (BPL) foram

regulamentadas por diversas instituicdes e agéncias no
mundo como Agéncia de Administragdo de Alimentos e
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Medicamentos dos Estados Unidos (USFDA), Agéncia de
protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e
Organizacdo para Cooperagdo de Desenvolvimento
Econémico (OCDE), por exemplo. Essa regulamentagao
promoveu um sistema de monitoramento dos estudos
realizados com animais para garantir a seguranga dos
produtos desenvolvidos. Embora as BPL sejam
amplamente empregadas em estudos envolvendo
mamiferos terrestres, elas tém sido comparativamente
subutilizadas na pesquisa com organismos aquaticos %,
No Brasil, as diretrizes de Integridade e de Boas Praticas
para Produ¢ao, Manutengao ou Utilizagdo de Animais em
Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, estdo
descritas na RN n° 32/2016 do CONCEA . No entanto,
o documento apresenta apenas os valores ¢ principios da
conducdo da pesquisa cientifica sem uma explanagdo
mais detalhada das recomendacdes particulares para cada
grupo de organismos utilizados.

O objetivo deste trabalho é apresentar um padrao
em conformidade com a Organiza¢do Mundial da Satde
(OMS) para a implementacdo das Boas Praticas de
Laboratério em biotérios de zebrafish.

2. Boas Praticas de Laboratorio (BPL)

As atividades realizadas em laboratorio
requerem do profissional uma série de cuidados,
justificada pelo risco a saude do trabalhador, bem como ao
bem-estar animal e meio ambiente. A prevengdo desses
riscos requer a aplicagdo de modernos avangos
tecnologicos no desenho de biotérios e nas rotinas de
trabalho. Dentre estes avangos destacamos o padrdo
sanitario e caracterizagdo genética dos animais e a
utilizagdo de técnicas menos invasivas. Infelizmente
poucos estabelecimentos do pais apresentam recursos
humanos com formacao apropriada e infraestrutura basica
de pesquisa que inclua os centros de criagdo de animais de
laboratdrio, equivalentes aqueles existentes nos Estados
Unidos e na Europa @9,

As BPL sdo um sistema de controle de qualidade
gerencial que abrange o processo organizacional e as
condicdes sob as quais os estudos nao clinicos de saude e
meio ambiente sdo planejados, realizados, monitorados,
registrados, relatados e retidos (ou arquivados) . Apesar
dos avangos consideraveis no controle de qualidade, os
erros  originados nas investigagdes laboratoriais
continuam a ocorrer em grandes niimeros anualmente.
Desta forma, uma estratégia adotada ¢ a busca continua da
melhoria da qualidade por meio de diretrizes regulatorias
como as BPL e que podem servir como chave para a
redugdo de erros.

As doengas tropicais sdo um importante
problema de satde publica nos paises em
desenvolvimento. Para muitas dessas doencgas ndo
existem medicamentos novos, eficazes e acessiveis,
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enquanto as terapias mais antigas come¢am a perder
terreno por conta do surgimento de resisténcia contra os
medicamentos tradicionais. As empresas farmacéuticas
multinacionais ndo tém tradicionalmente investido em
novas formulagdes em seus programas de
desenvolvimento, razdo pela qual a OMS criou programas
de pesquisa e desenvolvimento em varias areas
prioritarias, como a malaria @Y. Desta forma a OMS
publicou documentos sobre boas praticas de fabricacao
(BPF) e boas praticas clinicas (BPC), no entanto esses
documentos nao definem qualquer padrdo de qualidade
que rege as fases ndo clinicas do desenvolvimento de
medicamento.

Na experimentag@o animal, as BPL abrangem a
adesdo aos aspectos éticos de métodos usados em
experimentos com animais de laboratdrio, incluindo o
desenho experimental, aderéncia as diretrizes emitidas
pelos orgdos de ética animal, dosagem, nimero de
animais utilizados em cada grupo de estudo, analise
estatistica significativa dos dados obtidos, medigdo de
dados e garantia de qualidade. Para fins didaticos, as BPL
foram divididas em cinco grandes topicos conforme
recomendacdo da OMS @2 descritos a seguir.

3. Recursos
3.1. Gestiao de Pessoal

De forma geral, todos as normativas referentes a
gestdo de pessoal descrevem a equipe e os requisitos
integrantes de todos os estudos de BPL, incluindo o
fornecimentopara gerenciamento de instalagdes de teste,
um diretor de estudo, umaunidade de garantia de
qualidade e acesso a assisténcia profissional ?'*». Neste
contexto, as exigéncias para o desenvolvimento de
estudos com zebrafish sdo as mesmas empregadas para
experimentos com mamiferos, por exemplo, roedores. Ou
seja, devem seguir a prerrogativa de que todo o pessoal
envolvido no cuidado e uso de animais deve possuir
qualificagdo ¢ treinamento baseados nos principios do
cuidado de animais de laboratorio de forma a subsidiar o
bem-estar animal e, consequentemente, a qualidade da
pesquisa (723,

Além disso, a necessidade de cuidados
veterindrios ¢ parte essencial do uso de animais para
experimentacdo. O foco principal do médico veterinario é
supervisionar o bem-estar ¢ os cuidados clinicos de
animais usados em pesquisa, testes, ensino e producao.
Essa responsabilidade se estende ao monitoramento e
promocao do bem-estar animal em todos os momentos
durante o uso do animal e durante todas as fases da vida
do animal ®», De acordo com Kuzel et al. ® a orientagao
do médico veterinario aos técnicos e usudrios reduz os
riscos a que sdao expostos os animais e profissionais
durante a experimentagao.
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3.2. Instalac¢oes e equipamentos

As instalagdes de um biotério de peixes devem
apresentar um cuidado critico com o layout a fim de
maximizar a utilizacdo do espago disponivel, facilitar o
acesso ¢ trafego, garantir a seguranca dos trabalhadores,
manter as condi¢des ambientais e estar adequada para
futuras ampliagdes. Estes principios gerais independem
do tamanho da instalacdo e devem estar de acordo com o
objetivo da pesquisa ¢ o espago disponivel. Neste sentido,
a instalagdo para manutengdo de zebrafish pode variar de
uma sala com alguns aquarios até um centro composto por
diversas salas contendo sistemas de racks com dezenas de
tanques.

A criagdo e manutencdo de zebrafish ¢ mais
exigente do que manter invertebrados, mas menos do que
manter estoques de mamiferos (¥, Para um
funcionamento eficiente, a prevencao de falhas ¢ uma das
preocupagdes primarias. Quanto maior o controle sobre
influéncias externas como suprimento de agua,
suprimento de ar, comida e novos peixes, melhor a
estabilidade e seguranga. Isso deve ser equilibrado com
consideragdes de espaco, custo de equipamento, mao de
obra, custo de manutenc¢do, habilidades técnicas da
equipe, utilidade de pesquisa, bem como esforgos
investidos em uma linhagem especifica de peixe @©. Neste
contexto, a maior demanda ocorre para manter a 4gua em
boas condi¢des. Dessa forma, podemos ter dois tipos de
sistemas: (1) sem filtragem e (2) com filtragem de dgua ¥,
No primeiro ndo ha custos de instalagdo e manutengao de
filtros tornando-os relativamente baratos de configurar.
Por outro lado, sdo muito exigentes em termos de espago,
porque os peixes tém de ser mantidos em baixas
densidades. Além disso, exigem alta manutencdo e, na
pratica, funcionam apenas em areas onde a agua limpa
pode ser produzida ou captada com baixo custo. Ja o
sistema com filtros possui elementos filtrantes e meios
para a agregacdo de bactérias que degradam compostos
toxicos na agua, permitindo a reutilizagdo do meio de
criagdo através da recirculacdo da agua, da passagem
continua da agua pelos diversos filtros e da constante
disponibilizagdo da agua tratada para os animais.

Uma das principais vantagens dos sistemas de
recirculagdo ¢ que eles fornecem agua de alta qualidade
sem a necessidade de troca de agua. Além disso, este
sistema permite a cria¢do e manuten¢ao de um nimero
maior de peixes em um espago comparativamente menor.
Independentemente do tipo de sistema adotado, o tipo de
tanque deve permitir as necessidades fisioldgicas e
comportamentais normais dos animais, incluindo fungao
excretora, controle e manuteng@o da temperatura corporal,
movimentos tipicos e ajustes posturais e, quando
indicado, reprodugdo @Y. Os sistemas de criagdo de
zebrafish evoluiram consideravelmente nas ultimas
décadas devido a popularizacdo e diversificagdo das



Kutter M T et al.

pesquisas utilizando-o como modelo. Dados esses niveis
crescentes de complexidade, tanto em sistemas de
habitacdo e os usos experimentais do zebrafish, a tarefa de
escolher, projetar e planejar um novo sistema ou atualizar
um existente ¢ extremamente importante para 0 sucesso
da pesquisa. De acordo com Lawrence e Mason ?” acima
de tudo, os sistemas de habitagdo dos peixes selecionados
devem funcionar para (1) proporcionar um ambiente
estavel e favoravel que produz e mantém peixes saudaveis
e produtivos e (2) apoiar os objetivos de pesquisa
especificos da equipe de investigagao.

4. Caracterizacio

Considerando que a agua ¢ o “ambiente” em que
0 peixe estd e que ¢ o meio de suporte a sua vida, a
manuten¢do das condi¢des adequadas ¢ fundamental para
qualidade da pesquisa € bem-estar dos peixes ®. Por isso,
serdo apresentados a seguir 0s principais pardmetros a
serem avaliados e monitorados regularmente em um
biotério que se propde a abrigar zebrafish.

4.1. Parametros Abioticos
4.1.1. Temperatura

Nos peixes a temperatura afeta praticamente
todos 0s aspectos do
comportamento e da fisiologia ®. O zebrafish esta
classificado como um peixe euritérmico que suporta um
amplo gradiente de temperaturas. No ambiente natural ele
habita locais com temperatura de ~6 °C no inverno até
~38 °C no verdo ®%. Em laboratorio a temperatura da sala
ou agua ¢ normalmente mantida entre 26-28,5 °C “V, No
entanto, a temperatura Otima recomendada tanto para
reproducdo como para o desenvolvimento embrionario no
laboratério é de 28,5 °C (53D, Estudos com embrides de
zebrafish demostraram que o consumo de oxigénio, taxa
de batimento cardiaco e toxicidade de compostos sdo
modificados pela temperatura ©>**. Além disso, a
temperatura apresenta uma forte influéncia sobre a
diferenciagdo sexual durante o desenvolvimento
embrionario . Scott e Jhonston ¢ demostraram que a
temperatura de incubagdo do embrido pode ter efeitos
dramaticos e persistentes na capacidade de aclimatacao
térmica em varios niveis de organizagdo biologica, desde
o nivel molecular at¢é o morfoldgico. De acordo com
Zhang et al. ®9, larvas incubadas a temperaturas mais
baixas (24 °C) durante o desenvolvimento inicial t¢ém uma
piora na taxa de sobrevivéncia e em processos da
imunidade inata.

4.1.2. Fotoperiodo

Embora zebrafish tenha sido descrito como uma
espécie diurna @9, estudos posteriores revelaram que a
espécie ¢ capaz de exibir ritmos comportamentais diurnos
ou noturnos dependendo das condic¢des de criacdo (como
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alimentagdo e ciclos de temperatura) ¢7*®, No entanto, o
fotoperiodo apresenta uma forte influéncia sobre o
comportamento reprodutivo de zebrafish “9. Em
laboratorio, o zebrafish geralmente desova nas primeiras
horas de luz do dia. De acordo com Francis ¢, uma das
maneiras mais rapidas de garantir que os peixes nao
realizem oviposi¢cdo ¢ manter as luzes acesas por tempo
integral. Assim, o ciclo circadiano ideal de Iuz no
laboratorio para o zebrafish ¢ geralmente definido em 14
horas de luz e 10 horas de escuriddo completa . Este
ciclo de claro-escuro imita o ambiente natural sendo o
ideal para manutenc¢ao do reldgio circadiano do zebrafish.

4.1.3. Qualidade da 4gua

Os parametros de qualidade da agua afetam
diretamente os organismos sendo necessario manté-los
dentro dos niveis adequados para a espécie de cultivo. A
manuten¢do dos animais em condigdes de agua
inadequada faz com que os organismos alterem sua
condi¢do fisiologica podendo levar ao surgimento de
doengas, surtos epizodticos, baixo crescimento, falhas
reprodutivas ¢ mortalidade @®.

Independentemente do tipo de sistema de criagdo
adotado, os parametros de qualidade da agua devem
seguir um controle rigido conforme descritos a seguir.

4.1.4.pH

O pH da 4gua nos sistemas aquaticos exerce um
profundo efeito nos processos fisiologicos dos peixes
assim como no funcionamento da comunidade microbiana
que os suporta. Além disso, a toxicidade de alguns
compostos como amonia, nitrito, metais ¢ medicamentos
sdo fortemente influenciados pelo pH da dgua “>*Y. Na
maioria dos laboratorios o nivel do pH é mantido entre 7.0
e 8.0 “9 Brand et al. " sugerem um nivel mais restrito
entre 6.8 ¢ 7.5 (nunca abaixo de 6.0 ou maior que 8.0).

4.1.5. Alcalinidade

A alcalinidade representa a medida de todas as
bases titulaveis presentes na agua. Ela descreve a
capacidade da agua de neutralizar acidos fortes, o que
ajuda a manter a estabilidade do pH. Em geral, ¢
recomendavel manter os valores de alcalinidade dentro de
uma faixa de 50-150 mg de CaCO,/L “".

4.1.6 Dureza

A dureza da agua ¢ uma medida da quantidade de
ions divalentes principalmente calcio ¢ magnésio, ¢ em
menor grau, ferro e selénio “?. Os peixes requerem esses
ions para as fungdes fisiologicas, e eles devem ser
fornecidos na agua e/ou na dicta aos peixes em cativeiro.
O zebrafish ¢ considerado um peixe de “agua dura”
preferindo agua com concentragdes acima de 100 mg de
CaCO,/L. De acordo com Lawrence “ ¢ recomendavel
manter os valores de dureza dentro de uma faixa de 75-
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200 mg de CaCO,/L sendo a mesma faixa geralmente
recomenda para uma gama de peixes de agua doce.

4.1.7. Compostos nitrogenados

O nitrogénio amoniacal total consiste em dois
compostos, a amonia ionizada (NH,"), denominada ion
amonio, € a ndo ionizada (NH,), amplamente conhecida
como amonia. A razdo relativa a proporc¢ao de cada umas
das formas de amonia depende do pH, temperatura e
salinidade “®. O principal produto metabdlico excretado
pelos peixes ¢ a amoénia que ¢ eliminada através do
epitélio branquial por difusdo e em menor quantidade
pelas fezes. A produgdo de amonia também ocorre durante
a decomposicdo da matéria organica (principalmente
fezes, alimentos ndo consumidos e peixes mortos) por
bactérias ?”. A aménia ndo ionizada ¢ altamente toxica
para os peixes devendo ser retirada do sistema. Niveis de
amoénia acima de 0,02 ppm devem ser evitados “V. Em
sistemas de recirculacdo, esses niveis sdo atingidos
através da oxidagdo da amonia a nitrito ¢ em seguida a
nitrato por devido a ag@o de bactérias nitrificantes em um
processo conhecido por nitrificagdo. O produto
intermediario desta conversdo, o nitrito também ¢ toxico
para os peixes e pode ser problematico em concentragdes
superiores a 0,1 ppm “V. A toxicidade pelo nitrato ocorre
apenas em concentragdes muito altas. Dessa forma,
recomendam-se trocas parciais de agua como rotina de
manuten¢@o a fim de manter o nivel de nitrato menor que
50 mg/L “Y,

4.1.8. Oxigénio

Baixos niveis de oxigénio dissolvido sdo os
maiores responsaveis por mortalidade de peixes em
cultivo do que qualquer outro pardmetro ©“9. A
solubilidade do oxigénio varia de acordo com a pressdao
atmosférica, sais e temperatura. Temperaturas elevadas
reduzem a solubilidade de oxigénio na agua. Em cultivo
de zebrafish, a temperatura relativamente alta de
manuten¢do, a densidade de animais nos aquarios ¢ a alta
frequéncia de alimentacdo tipica de instalagdes de alta
atividade criam a necessidade de niveis de oxigénio

dissolvido proximos da saturagdo (~7,8 mg/L em 28 °C)
0)

4.1.9. Salinidade e condutividade

A salinidade ¢ medida em partes por mil ou da
capacidade da 4gua em conduzir eletricidade
(condutividade) expressa em microSiemens por
centimetro (uS/cm). Os niveis de salinidade devem ser
estaveis e mantidos < 5 g/L @7, A maioria dos sistemas de
zebrafish usa agua do sistema de abastecimento urbano
sem cloro; no entanto, alguns sistemas utilizam agua
deionizada. A condutividade deve ser de 150-1700 puS/cm
@7 embora seja recomendado um intervalo mais estreito
de 300-1.500 puS/cm, de acordo com o recomendado por
Avdesh et al. “.
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4.1.10. Fonte da agua

Especial cuidado deve ser tomado com as fontes da
agua de abastecimento dos biotérios de criagdo e
manutencdo do zebrafish. Apesar dos sistemas de filtragdo
serem uma opg¢ao para o tratamento da dgua captada, muitos
contaminantes nao sdo removidos por esses sistemas.
Existem muitos relatos dos impactos sobre o
comportamento, a fisiologia, a reproducdo e o
desenvolvimento do zebrafish tanto para residuos de
medicamentos “¥%9 quanto para agroquimicos ©.

4.2. Manuseio e contenciao

Quase todos os peixes mantidos em laboratorio
precisam ser manuseados fisicamente em algum momento
devendo-se considerar que esse ¢ um evento estressante
para os peixes. Atividades como exposicdo ao ar,
transferéncia de tanques, isolamento social, manejo
reprodutivo, anestesia, coleta de sangue e sémen entre
outras sao episodios causadores de estresse. Cada atividade
de manuseio se caracteriza por uma intensidade e
frequéncia, desta forma a sua influéncia nos resultados
experimentais deve ser considerada ao se planejar um
experimento. Mesmo em episddios de estresse agudo os
peixes podem demorar algumas horas até retomarem o seu
estado inicial. De fato, muitas das atividades rotineiras de
um biotério de manutengdo de peixes, como a perseguigdo
e captura com rede, a transferéncia de aquarios e a
exposi¢do ao ar sdo estressantes para o zebrafish, sendo,
inclusive, usadas em protocolos de estresse padrao ¢

Zebrafish submetidos a diferentes tipos de
estressores cronicos apresentam mudangas fisioldgicas e de
comportamento Y. Além disso, Kirsten et al. ©
demostraram que o estressecronico ativa alguns genes
relacionados a resposta pro-infamatoria em zebrafish. Desta
forma, a exposi¢ao ao estresse cronico pode ser minimizada
por meio de treinamento de pessoal, padroniza¢do na rotina
de manejo e aclimatagdo. De acordo com a recomendacao
da Canadian Council on Animal Care (CCAC) @ “os
peixes devem ser manuseados somente quando necessario e
o numero de episddios envolvendo o manuseio deve ser
minimizado.”

4.3. Densidade populacional

A densidade de estocagem dos peixes ¢
influenciada por fatores como qualidade da agua, alimento,
taxa de alimentacdo, tamanho e idade dos peixes. A
otimizagdo destes fatores varia de um biotério para outro.
Os adultos podem ser mantidos a uma densidade de 5-8
peixes/L. Os juvenis (<45 dias) podem ser alojados em uma
densidade mais alta. A Tabela 1 apresenta as recomendacdes
de densidade de acordo com alguns estudos. Contudo, no
momento, nao ha informagdes suficientes sobre a densidade
adequada para peixes jovens em desenvolvimento. Se o
crescimento ou a satde dos peixes ndo sdo os esperados, a
densidade deve ser modificada.
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Tabela 1. Principais recomendagdes sobre densidade de manutengao de zebrafish (Danio rerio). Adaptado do Conselho Canadense para

Prote¢do Animal ¥

Densidade populacional Referéncia
Adultos
Em sistemas de recirculagio de larga escala as familias de irmaos adultos podem ser mantidas na densidade de até 5 peixes/L 14
Manutengao de adultos: 5 peixes/L »
Para reprodug@o, um casal pode ser mantido durante a noite em 1,5 L, ou 6 peixes em 2,3 L de 4gua
Em sistemas com filtros e biofiltro, desde que haja troca regular de agua, um bom regime alimentar e boa qualidade da agua: 5
peixes/L
Para fins de reprodugdo, ¢ melhor ter menos peixes por tanque: 2-3 peixes/L 56
Em um tanque que ndo possui filtros ou biofiltro: 1 ou 2 peixes/L
25 peixes em tanques de 45 L 57
Sistema estatico para a reprodugdo: 2-8 peixes em tanque de 2 L 58
6-7 peixes adultos/L 41
5 peixes por litro em tanques de 10 L 59
4-10 adultos/L 47
Juvenis
Crescimento de peixes juvenis: 5 peixes/L 15
Larvas
250 larvas de 5-10 dpf/L 47
20 larvas jovens por 400 ml até a fase juvenil 15
Ovos e embrioes
20 ovos/embrides por 100 ml de dgua 15
100 embrides em 35 mL em placa de Petri de 9 cm de didmetro 47

4.4. Alimentacao

De todos os aspectos da criacdo e manejo de
zebrafish, a nutrigdo foi a que apesentou menor
desenvolvimento apesar da grande popularizagdo de
zebrafish como modelo biomédico. Os protocolos
“padrdo” de nutrigcdo para o zebrafish, citados em varias
publicagdes, geralmente descrevem a administracdo de
uma dieta composta por nauplios de Artemia spp. e ragao
processada, geralmente floculada desenvolvida para
peixes tropicais ?’*”. Devido a escassez de informacdes
especificas sobre os requisitos nutricionais de zebrafish
pode ser imprudente alimentar exclusivamente com dieta
artificial. Na natureza, os zebrafish alimentam-se de
pequenos crustaceos e larvas de insetos. Dessa forma, a
oferta de alimento vivo permite que os peixes expressem
o comportamento natural da espécie e supre a necessidade
de busca ativa e captura do alimento, enquadrando-se
como uma medida de incremento ao enriquecimento
ambiental. Em laboratério, os alimentos vivos mais
comumente utilizados sdo paramécio, rotiferos e nauplios
de Artemia spp.

A quantidade de racdo oferecida em cada
alimentagdo ¢ a frequéncia sdo  importantes
componentes dos protocolos de alimentagdo, ¢ muitas
vezes sdo especificas de acordo com o objetivo a ser
atingido, como, por exemplo, crescimento, reprodugdo ou
manuten¢do. Em termos de taxa de alimentagdo, existem

duas abordagens gerais utilizadas nos cuidados de
zebrafish: (1) alimentagdo até a saciedade (ad libitum) e
(2) alimentacao proporcional ao peso corporal. Nos guias
de cuidado com zebrafish, a taxa de alimentacdo que ¢
recomendada varia de 3-8% do peso corporal/ de
ragdo/dia ©?. De acordo com Lawrence @®, a frequéncia
de alimentagdo deve ser continua desde de 5 a 14 dpf (dias
pos-fertilizacdo) passando para 3-5 vezes ao dia de 15 até
60 dpf e, finalmente, 1-3 vezes ao dia apds 60 dpf. Outro
fator importante na criagdo de zebrafish ¢ o tamanho do
alimento. A alimentacdo das larvas deve comegar a partir
de 5 dpf, pois nesse periodo do desenvolvimento o
sistema digestorio ja estd aberto nas duas extremidades ¢
o vitelo estd quase ou totalmente consumido 9. A
transi¢do de alimenta¢do enddgena para exdgena e de
alimento vivo para ra¢do sdo periodos criticos para a
larvicultura. Durante esse periodo ¢ importante o
oferecimento de invertebrados como Paramecium spp.,
Brachionus plicatilis e nauplios de Artemia spp. Ja as
larvas jovens podem ser alimentadas com alimentos secos
de ~100 um de tamanho (por exemplo, ZM-100, ZM
systems, Reino Unido) e alimentos vivos como
paramécios e rotiferos (que estimulam o crescimento). O
tamanho do alimento pode ser aumentado lentamente para
200 pum (por exemplo, ZM-200, ZM systems, Reino
Unido) ou 300/400 pm (por exemplo, ZM-300, ZM
systems, Reino Unido) “9.

Além dos aspectos nutricionais relativos a
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composicdo das dietas utilizadas para o zebrafish, tdo ou
mais relevante ¢ o manejo alimentar dos estoques de
peixes, pois sabe-se que tanto a frequéncia alimentar
utilizada quanto o intervalo de tempo entre os testes
comportamentais ¢ a tltima alimentagdo, podem interferir
fortemente no comportamento do zebrafish ©. Assim, é
muito importante padronizar e relatar fielmente o
protocolo utilizado para evitar vieses, especialmente nos
experimentos que avaliam as respostas comportamentais
dos peixes a estimulos de diferentes naturezas.

4.5. Reproducao

A reproducdo ¢ um processo complexo
influenciado por varios fatores, comportamentais e
abioticos. Os fatores comportamentais, como a escolha do
companheiro, sdo determinados pelo comportamento de
coorte ¢ estdo relacionados a interacdo e percepcdo de
uma variedade de elementos, incluindo percepgdo visual,
tatil/auditiva (pela linha lateral) e olfativa. Os fatores
abioticos do meio ambiente, incluem a qualidade da agua,
temperatura, fotoperiodo, alimentacdo, enriquecimento
ambiental e tamanho do tanque Y. O primeiro passo para
a reproducio ¢ a sexagem dos individuos. Em condigdes
ideais zebrafish atinge a maturidade sexual por volta de 3
a 4 meses @, Zebrafish adultos nd3o possuem um
dimorfismo sexual bem visivel. Em geral, o dimorfismo
s0 pode ser observado em individuos no estagio adulto ja
bem desenvolvido. Nesse estagio pode-se distinguir as
seguintes caracteristicas: machos possuem o corpo mais
delgado e curto; nadadeira anal com coloracdo mais
vibrante (amarelo alaranjada); raios da nadadeira peitoral
com a coloracdo amarelada. Ja as fémeas tém o corpo
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mais rolico e comprido com ventre mais claro e
distendido; presenga de uma pequena papila genital e
nadadeiras peitorais com raios mais ténues; auséncia de
coloracdo vibrante na nadadeira anal; raios da nadadeira
peitoral de cor palida ©¥. De acordo com McMillan et al.
©9 um método pratico de diferenciagdo sexual é a
presenca de tubérculos nos raios da nadadeira peitoral dos
machos. De acordo com estes autores estes tubérculos se
desenvolvem apds a maturagdo sexual.

De acordo com Hutter et al. ®® em tanques
grandes os peixes geralmente formam pares em vez de
grupos, demonstrando uma sele¢do sexual enquanto em
aquarios convencionais com altas densidades, a desova
em grupo ¢ mais comum. Um fator importante a ser
considerado no manejo reprodutivo de coldnias de
zebrafish é a consanguinidade e deriva genética devendo-
se sempre primar pelo aumento da diversidade genética.

Para o acasalamento, geralmente os peixes sao
alojados a tarde ou no comeco da noite no tanque de
desova e mantidos até a manha seguinte. Se os embrides
coletados precisam ser sincronizados com precisdo no
mesmo estdgio de desenvolvimento, um casal pode ser
separado por um divisor plastico no tanque. Este divisor ¢
removido na primeira hora de luz para que ocorra a
desova e fertilizagdo dos ovos. A utilizagdo de grupo ou
par para o acasalamento deve considerar o design do
tanque como tamanho e forma. Outra consideracdo
importante ¢ a densidade de peixes utilizada pois
influencia a qualidade da agua. As recomendagdes de
manuten¢do ¢ reprodugdo de zebrafish estdo sumarizadas
a seguir (Quadro 1).

Quadro 1. Principais recomendagdes sobre a reproducdo de zebrafish (Danio rerio)

Sobre o ambiente

Reprodutores devem receber uma dieta balanceada

Parametros de qualidade da dgua devem estar em conformidade com as exigéncias da espécie
Luminosidade deve estar ajustada pois os peixes costumam desovar na primeira hora de luz
Disttrbios ambientais como transito de pessoas e ruidos devem ser minimizados na sala em que os animais estdo durante o periodo de reprodugio

Durante o periodo em que os peixes estiverem no tanque de reprodugdo nao devem ser alimentados

Sobre biologia/comportamento
Peixes sdo separados por sexo no dia anterior

Maturidade sexual ocorre a partir dos 3 meses

Pico reprodutivo dos machos ocorre aos 10 meses

Frequéncia ideal de desova é de uma vez na semana

Intervalo de desova para fémea deve ser de no minimo uma semana

Tanques > 10 L: densidade de 2-3 peixes/L
Pequeno grupo: 2-8 peixes em 2 L
Casalem 1 L

Deve-se escolher animais sadios que preferencialmente apresentem caracteristicas sexuais secundarias: ex. machos com coloragio viva, fémeas com abdomen distendido

Desova em grupo (> 1 casal) apresenta maior produgdo de ovos fertilizados e maior variabilidade genética

4.6. Higiene e profilaxia

Um ambiente limpo ¢ essencial para manter um
elevado padrdo de satide e bem-estar animal. Para
alcancar esse objetivo, cuidados especiais devem ser
tomados para evitar infeccdes cruzadas durante os
procedimentos de criagdo e rotina, uma vez que muitas
doengas podem ser transmitidas através do contato fisico
entre peixes individuais, tanques e sistemas de agua.

Qualquer fomite ou equipamento em contato fisico com
os peixes (como redes, caixas de acasalamento,
aquecedores etc.) deve ser utilizado em apenas um
sistema e higienizados/desinfetados periodicamente “9.

O acumulo de residuos pode estimular o
crescimento de algas e cianobactérias, bem como de
outros organismos que podem ser patogénicos para os
peixes. Alguns projetos sdo mais eficientes que outros na
remoc¢ao de residuos, em qualquer caso, alguns residuos
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solidos serdo acumulados e exigindo a limpeza ou
substituicdo do tanque 9. A limpeza dos aquarios e dos
filtros ¢ uma das caracteristicas mais importantes para
manter os peixes saudaveis e em condi¢des de
reprodugdo. Para evitar a propagacao de doengas, todos os
recipientes e ferramentas com que o peixe possa entrar em
contato devem ser mantidos limpos (9. Todas as
recomendagdes para praticas de limpeza serdo
influenciadas ndo apenas pelo tipo de tanque ou sistema,
mas também pelo regime de alimentacao e qualidade da
agua que entra no sistema.

Especificamente sobre a higienizagdo dos
utensilios, ¢ imperativo que todos os fomites usados na
criacdo de zebrafish se mantenham livres de detergentes,
visto que esses produtos sdo complexos, contendo muitos
compostos distintos e apresentam toxicidade elevada para
zebrafish ¢7, Ao invés de detergentes, solugdes de cloro
podem ser utilizadas para a lavagem de artigos feitos de
plastico e de vidro, por exemplo ©®. E importante
salientar que o hipoclorito de sddio é o composto a base
de cloro mais utilizado para desinfec¢do ao redor do
mundo, porém esse composto pode liberar gas cloro como
resultado da exposi¢@o em algum grau a matéria orgénica,
a luz ultravioleta (UV) ou do contato com algumas
superficies metalicas. O gas cloro ¢ extremamente
irritante para os olhos e para o trato respiratorio, se
tornando um risco para quem frequenta o biotério %,
Além disso, ¢ sabido que o hipoclorito de sodio ¢
corrosivo para metais ), o que pode ser danoso para
certos utensilios e equipamentos sanitizados através do
uso prolongado desse composto. Recentemente o acido
peracético vem sendo cogitado como um substituto
eficiente e mais seguro ao hipoclorito de sodio, inclusive
aplicado a aquicultura, sendo a dose dependente da
alcalinidade e dureza da agua utilizada 9. Ainda, a
desinfecgdo com etanol 70%, a autoclavagem e a
irradiag@o por luz UV continuam sendo boas opgdes para
0 Uso em materiais que suportam esses processos.

Varios métodos de limpeza ¢ desinfec¢dao de
fomites ja foram propostos especificamente para
instalacdes que mantém zebrafish. Garcia e Sanders 7V
propdem dois protocolos para limpeza e desinfeccdo de
fomites usados na criagdo de zebrafish. O primeiro deles
¢ direcionado para materiais que ndo absorvem e nao se
deterioram com o cloro e sdo faceis de secar, como
tanques e suas tampas, aparatos usados para alimenta¢ao
dos animais e outros materiais diversos. Esse protocolo
estabelece uma lavagem inicial com agua deionizada por
osmose reversa sob pressdo, imersao por 30 minutos em
solugdo desinfetante de cloro a 1,98% (Clorox® 5,25%
diluido em agua deionizada), novo enxague com agua
deionizada e secagem natural. O Outro protocolo ¢é
direcionado para redes e pugas usados rotineiramente para
a manipulacdo dos peixes, as quais sdo dificeis de secar
(devido a alta demanda e rotatividade) e absorvem o
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cloro, que ¢ toxico mesmo em baixas quantidades para os
peixes. Além disso, esses utensilios sdo feitos de finos
filamentos de nylon, que se deteriora ao entrar em contato
com o cloro. Esse protocolo estabelece uma lavagem
inicial com agua deionizada sob pressdo, imersdo por 1
hora em solucdo desinfetante comercial para aquarismo
(Net Soak, Jungle Labs, USA, 4,93 mL/3,8 L de agua
deionizada, ingredientes ativos: cloreto de banzalconio e
azul de metileno) e novo enxague com agua deionizada.
O banho de solugdo desinfetante para pucas ¢ mantido em
baldes opacos e tampados quando ndo estdo em uso para
evitar a incidéncia de luz e evaporagdo. O banho
desinfetante ¢ substituido uma vez por semana.

Chang et al. 7? testaram a efetividade de
solucdes de cloro (Clorox®); peroxido de hidrogénio e
iodo povidona (PVPI) contra Mycobacterium spp., um
grupo de bactérias muito prevalente em colonias de
zebrafish (ver adiante). Dos tratamentos testados, a
desinfec¢do com 25 ppm de PVPI por 5 minutos foi a
mais efetiva (< 1% de sobrevivéncia) contra M.
abscessus. Ja a desinfec¢do com solucdo de cloro a 100
ppm por 10 minutos foi a menos efetiva. Contra M.
chelonae, a desinfec¢do mais efetiva (< 1% de
sobrevivéncia) usou solugdo de cloro a 150 ppm e PVPI a
100 ppm, ambas por 5 minutos. Ainda para M. chelonae o
protocolo menos efetivo usou PVPI a 12,5 ppm por 5
minutos. Por fim, os autores avaliaram a efetividade
desses 3 agentes desinfetantes para M. gordonae, sendo o
desinfetante mais efetivo o cloro a 150 ppm por 10
minutos e o PVPI a 25 ppm por 5 minutos. Ja o protocolo
menos efetivo usou peroxido de hidrogénio a 1,5% por 5
minutos.

Outro agente infeccioso muito prevalente, o
microsporidio Pseudoloma neurophilia, tem > 95% dos
seus esporos inativados apos o tratamento com cloro a
100 ppm por 10 minutos. Quando o pH da solucdo ¢
ajustado para 7 com acido acético glacial a efetividade da

desinfec¢do aumenta e > 99% dos esporos sdo inativados
)

Com base no exposto se pode perceber que varios
principios ativos podem ser usados para impedir a
proliferacdo de microrganismos indesejaveis em um
biotério de zebrafish. Contudo, a efetividade do método
utilizado dependera de fatores como os parametros da
solugdo, como a concentragdo utilizada e o pH,
microrganismo a que se destina o tratamento, tempo de
exposi¢do dos fomites ao agente desinfetante,
composicdo material do fomite e armazenamento ¢
substituicdo adequados da solugdo desinfetante. Além
disso, quando mais de um microrganismo for alvo
especifico do tratamento, uma associagdo de protocolos
pode ser adotada. Por exemplo, como ja demonstrado, a
desinfec¢do de utensilios com 100 ppm de cloro por 10
minutos ¢ extremamente efetiva contra P. neurophilia,
mas deixa bastante a desejar em se tratando de M.
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abscessus. Neste sentido, cada laboratério deve
desenvolver seu protocolo de limpeza ¢ manutengdo
contendo os procedimentos de operagdo padrao para essas
rotinas.

4.7. Origem dos animais

Todo e qualquer fornecedor de zebrafish no
territorio brasileiro, seja para fins cientificos ou apenas
para aquariofilia doméstica, deve contar com médico
veterinario como responsavel técnico pelos animais ¢,
Ainda, ¢ importante que o fornecedor seja consultado
sobre a pratica de bleaching antes do envio de ovos de
determinada linhagem ®. Originalmente o bleaching foi
proposto como um método de desinfec¢ao de ovos usando
cloro como principio ativo. Westerfield et al. ©7
recomendam uma solucdo de bleaching contendo cerca de
0,003% de cloro. No protocolo desses autores 4
recipientes sdo preparados, 2 com a solugdo de bleaching
e 2 com agua do sistema de criagdo do biotério. Os
embrides sdo coletados e dispostos em uma peneira, que
passara pela sequéncia de banhos de forma a submergir e
emergir todos os embrides com celeridade ¢ a0 mesmo
tempo. Os embrides sdo submersos no primeiro banho,
que contém a solucdo de bleaching, por 5 minutos. Logo
em seguida os embrides sdo postos em um banho com
agua do sistema. O processo ¢ repetido uma vez mais, de
forma a utilizar todos os 4 recipientes preparados. O
protocolo proposto por Brand et al. '® apresenta pequenas
variagdes no procedimento descrito. Esse protocolo usa
solugdo de bleaching contendo entre 0,0038 ¢ 0,0049% de
hipoclorito de sédio. Ao invés de 4 banhos, esse protocolo
utiliza 5 banhos na seguinte sequéncia: banho de
bleaching; banho de agua da torneira; novo banho de
bleaching; novo banho de dgua da torneira e, por fim,
mais um banho de 4dgua da torneira. Cada banho ¢
aplicado por 5 minutos. Ap6s os banhos, os embrides
devem ser lavados com meio E3 (que sera utilizado como
meio de incubagdo dos embrides). Os embrides devem
passar pelo procedimento de bleaching com idade entre
10 e 28 hpf. Apds 28 hpf o corio comega a ser degradado
por enzimas que preparam o embrido para a eclosdo, por
isso, essa membrana protetora ja esta permeavel ao cloro.
A penetragio de cloro pelo corio mata o embrido. E
importante salientar que o processo de bleaching, quando
realizado entre 10 e 28 hpf, atrapalha a eclosdo, tornando
o cério mais rigido. Por isso, 30 mg/ml de pronase deve
ser utilizada para facilitar a eclosdo. Apos o processo de
bleaching os embrides ja podem ser encubados a
temperatura de 28,5 °C. Se no outro dia ap6s a realizacao
do processo de bleaching os embrides ndo tiverem
eclodido, a eclosdo deve ser realizada manualmente
através da retirada do cério com ajuda de uma pinga.

Uma alternativa ao uso de solu¢des contendo cloro
¢ o bleaching com PVPI como principio ativo 7. Nesse
protocolo, 4 banhos sdo preparados na seguinte
sequéncia: banho de PVPI tamponado na concentragéo de
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12,5 ou 25 ppm e 3 banhos de agua Milli-Q estéril. Os
embrides sdo transferidos através dos banhos em peneira,
conforme ja exposto anteriormente ¢ permanecem no
banho de PVPI por 2 minutos, as passagens em agua, por
sua vez, sdo banhos rapidos de cerca de 5 segundos. Antes
e depois dos banhos descritos, os embrides sdo mantidos
em meio de cultivo de embrides e esse protocolo ndo
requer o uso da pronase. O bleaching ¢ uma importante
barreira sanitaria na criagdo de zebrafish, podendo ser
usada ndo sd como requisito para o envio de ovos de
fornecedores externos, mas também para realizar a
desinfec¢do externa de qualquer desova obtida em um
biotério aquatico. Além da responsabilidade técnica e da
pratica de bleaching, animais adquiridos de fornecedores
externos devem possuir atestado sanitario sobre o seu
estado ou condi¢des de saude ?». No Brasil, a emissdo
desse tipo de atestado ¢ atividade privativa do profissional
médico veterinario 7.

Em vista disso, uma criagdo saudavel depende
também de fornecedores idoneos e comprometidos com a
satide e bem-estar de seus animais. O conhecimento tanto
sobre a origem dos peixes quanto sobre sua vida até o momento
da chegada ao laboratorio ¢ extremamente relevante. Alguns
fatores durante a criagdo, podem influenciar os peixes para toda
a vida e justificam a busca de fornecedores idoneos e com a
histéria prévia dos peixes bem controlada. A manutengdo do
zebrafish em instalacdes onde os peixes possam visualizar
possiveis predadores, tem forte impacto em seu comportamento
e sua reatividade para toda a vida "®’. Da mesma forma, o tipo
de instalagdes, a forma de manuten¢do dos peixes (sexos
misturados ou separados) e de eventuais enriquecimentos
ambientais também podem impactar no comportamento e na
reatividade a estimulos dos animais ¢, Ainda, mesmo que os
peixes sejam criados em agua de alta qualidade, livre de
contaminantes, se seus pais (geragdo parental) sofreram alguma
contamina¢do com residuos de medicamentos ou agrotoxicos,
os efeitos podem passar para a proxima geragao “853,

4.8. Transporte

De acordo com Alestrém et al. “” a troca de
peixes entre laboratérios apresenta trés principais
desafios: (1) organizar o envio seguro de peixes, (2)
garantir o atendimento ao bem-estar dos peixes, bem
como as legislagdes nacionais e internacionais e,
finalmente, (3) evitar a propagacdo de patdgenos entre
laboratorios.

Durante o transporte, o desafio ¢ manter a
temperatura e os parametros de qualidade da 4gua dentro
das exigéncias de zebrafish, em particular no que diz
respeito ao oxigénio dissolvido, didxido de carbono e
nitrogénio. O tempo de envio deve ser o mais curto
possivel, e geralmente ¢ mais facil enviar e receber
embrides do que peixes adultos. Os embrides preparados
para embarque devem ser desinfetados por bleaching
antes do embarque. O transporte de peixes adultos requer
uma densidade relativamente baixa de peixes (dois peixes
adultos/0,5 L) e uma propor¢ao de 1:3 ou superior de
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volume de ar ou oxigénio para dgua em cada recipiente
@9, Peixes juvenis e adultos devem ser mantidos em jejum
por 24 horas antes da embalagem para reduzir excregio e
evitar a degradagdo da agua do recipiente “7. Para tempos
de transporte superiores a um dia, recomenda-se adicionar
quelantes de amodnia a agua de transporte, visando reduzir
os riscos para a saude dos peixes. Ao chegar no destino
final, os animais devem ser inspecionados quanto ao
numero, sexo, estado geral de saude e estresse. 7.

4.9. Quarentena

Apds a recepgao segura de embrides ou peixes,
o proximo desafio ¢ evitar a propagagdo de patogenos no
plantel do laboratorio. A desinfeccdo de ovos por
bleaching, apesar de altamente recomendada para uma
inser¢do segura de novas linhagens em um biotério, ¢
ineficiente para eliminag¢do de patégenos intracelulares,
como P. neurophilia, por exemplo “7. Peixes recém-
chegados podem trazer organismos patogénicos com eles,
mesmo que inicialmente os hospedeiros apresentem
quadros subclinicos. Nesse caso, o estresse de manuseio e
aglomeragdo durante o transporte, podem causar uma
depressdo da imunidade do peixe levando a ocorréncia de
um surto de doenga. Uma abordagem combinada para
aclimatacao e quarentena devem ser utilizados, na medida
do possivel, para que ambos sejam realizados
simultaneamente. Novos estoques devem passar por
triagem geral de saude, sendo que os protocolos de
avaliacdo da saude utilizados podem ser influenciados
pelos objetivos da pesquisa ©¥. E fortemente
recomendado manter os animais recém-importados em
quarentena para limitar o risco de disseminagdo de
patdgenos na instalagdo principal *? e, de acordo com
Mattews et al. ™, uma vez introduzidos em seu novo
tanque, os peixes em quarentena devem permanecer no
mesmo por trés a quatro semanas. Para laboratorios com
apenas alguns tanques em que sdo empregados menores
niveis de biosseguranga os animais sdo mantidos em
observacdo na quarentena durante um periodo esperando
a constatagdo de sinais clinicos ou mortalidade. Nesse
caso ¢ apropriado dedicar um tanque com circulagdo de
agua propria como unidade de quarentena, para reduzir o
risco de disseminagdo de patégenos durante a introducao
de novos individuos. A unidade de quarentena deve ser
mantida o mais separado possivel de outras unidades, de
preferéncia em uma sala diferente da criag@o principal.
Todos os equipamentos utilizados devem ser de uso
exclusivo da unidade de quarentena, recomenda-se que
sejam claramente identificados e que nunca entrem em
contato com fomites usados na instalagdo principal.

J& biotérios mais exigentes quanto a
biosseguranga aplicam quarentenas entre 3 a 4 semanas
#3586 ¢ além disso, realizam alguns testes por amostragem
nos animais recebidos, como analises moleculares,
histologicas, bacteriologicas e de fezes, por exemplo ¢7.
No entanto, talvez a recomendagdo mais importante para

2023, Cienc. Anim. Bras., V24, e-74134P

entrada de novos animais no biotério seja nio integrar
novos animais exogenos a experimentos ou a criagdo
principal. Uma alternativa mais segura ¢ criar e reproduzir
esses novos animais em quarentena/isolamento e integrar
apenas a prole desses animais 758839 ou mesmo a prole
da prole (geragdo F2) @Y apds constatado o estado
sanitario satisfatorio dos peixes.

4.10. Monitoramento sanitario dos animais

Outra recomendacdo para avaliar a saude da
colonia criada em um biotério aquatico ¢ a pratica, ja
tradicional em biotérios de roedores, de criagdo e
manutengdo de sentinelas ©°. Animais sentinelas sdo
individuos indicadores do estado sanitario da colonia
inteira. Em biotérios de zebrafish, os sentinelas sdao
mantidos de forma que as principais fontes de riscos a
saude da colonia sejam apresentadas a cles de maneira
mais intensificada para que sejam avaliados
frequentemente sem a necessidade de se desfazer de
animais da colonia principal. Geralmente zebrafish
sentinelas sdo expostos em aquarios isolados ao efluente
do sistema de criagdo inteiro com as trocas parciais de
agua que permitam o bem-estar ideal, mas sempre usando
o efluente como meio de criagdo ®%. Idealmente, os
individuos devem ser selecionados como sentinelas ja a
partir da eclosdo. Isso reduz o risco de estarem indicando
problemas externos ao biotério, no caso de animais
exogenos ¢ introduzidos em estagios posteriores. O
periodo minimo de manutengdo desses animais ¢ de 3
meses ®%°D. Porém, animais mais velhos podem ser
mantidos para que indiquem também afec¢des que
possam estar relacionadas a idade ou a problemas
originados de exposi¢des cronicas. Os sentinelas ja tém o
destino tracado desde a eclos@o e esse destino ndo deve
ser desviado. Sendo assim, recomenda-se que o0s
sentinelas ndo sejam usados com finalidades alheias a
deteccao de problemas de saude e bem-estar no ambiente
do biotério, como para reprodugdo ou para
experimentagdo, por exemplo.

Por outro lado, hé autores que defendem que, para
algumas doencas, o melhor método para deteccao de um
agente etiologico que esta causando um quadro subclinico
¢ a testagem por amostragem representativa ao invés de
usar animais sentinelas ou animais resgatados do sump de
sistemas de recirculag@o, por exemplo. Outra promissora
fonte de material a ser usado para vigilancia sanitaria da
colonia sdo os individuos moribundos ou recém mortos
©2. O monitoramento sanitario periédico ndo requer
obrigatoriamente que sinais clinicos sejam observados,
porém, ¢ imprescindivel que o bioterista monitore as
caracteristicas gerais dos animais da colonia para
perceber quando alguma anormalidade se instalar sobre a
criacao.

Além do aspecto sanitario comentado acima,
justifica-se a vital importancia estabelecer uma rotina de
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monitoramento e recolhimento de peixes moribundos e
mortos, pelo fato de que odores liberados de peixes
mortos podem causar respostas comportamentais nos
peixes vivos desse aquario. De fato, os odores
provenientes  dos  zebrafish  mortos  induzem
comportamento defensivo nos vivos. Essas respostas
coincidem com a destrui¢do das células epidérmicas,
indicando que as respostas defensivas e de estresse podem
ocorrer como um efeito de substidncias que emanam da
carne em decomposi¢ao, bem como substancia de alarme
liberada devido a ruptura das células epidérmicas. Assim,
caso o0 monitoramento e o recolhimento dos peixes mortos
ndo sejam padronizados, pode haver altera¢des
comportamentais que irdo enviesar experimentos com
esses animais .

4.11. Caracteristicas biologicas normais de zebrafish
mantidos em biotério

Para identificar sinais de estresse, sinais clinicos e
anormalidades anatomicas e de comportamento ¢ de
fundamental importdncia que o bioterista conhega os
animais mantidos na colénia. Zebrafish adultos preferem
nadar em cardume, sdo bastante curiosos e exploram todo
o aquério ®¥. A espécie ¢ altamente social e apresenta o
comportamento de “shoaling”, que ¢ a simples agregacao
de varios animais em uma mesma area. A espécie ainda
apresenta o comportamento de “schooling”, que é o nado
sincronizado e com movimentos coordenados, no entanto
ndo estd claro se esse comportamento ¢ normal ou
decorrente de excitagdo . Quando transferidos para um
novo aquario, os animais logo ocupam o fundo ¢ aos
poucos passam a explorar os niveis superiores da coluna
d’agua.

Hierarquias bem definidas se formam no grupo e
espago (tanque), além disso, outros recursos podem ser
disputados e defendidos gerando agressdo e ferimentos ©*-
M. Grupos de machos e fémeas preferem ambientes com
plantas flutuantes a ambientes estéreis, apesar de as
fémeas também mostrarem preferéncia por plantas
submersas . Zebrafish possuem escototaxia, ou seja,
preferem ambientes escuros aqueles muito iluminados.
Além disso, apresentam tigmotaxia, ou seja, preferem
nadar préximos a paredes como as paredes do aqudrio,
por exemplo. Na natureza esses comportamentos sao
essenciais para evitar predadores. No entanto, quando os
animais ja estdo aclimatados ao ambiente de criagdo o
cardume explora toda a coluna d’agua. Além disso,
zebrafish  possuem células chamadas melanoforos,
contendo granulos do pigmento melanina, os
melanossomos. Dependendo da condigdo ambiental os
zebrafish podem mudar de cor. Esse fendmeno também
auxilia na fuga de predadores. Quando em ambiente
estressante, os melanossomos se agregam e a coloragdo
dos peixes fica mais clara e sem brilho. Quando em
ambiente tranquilo, os melanossomos se dispersam e os
animais ficam com coloracdo mais viva e brilhante ©9.
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Por isso, a cor pode ser usada como um indicador em
tempo real de estresse, medo ou ansiedade. Apesar de
geralmente a coloragdo dos machos ser mais brilhante e
mais dourada e a das fémeas ser menos brilhante e mais
prateada, isso ndo ¢ uma regra para todos os animais e as
diferengas entre machos e fémeas sdo maiores durante a
manha. Ou seja, a coloragdo dos animais muda ao longo
do dia. Além disso, em testes cegos, machos mais
coloridos apresentam comportamento reprodutivo mais
intenso ©®. Por isso, o conhecimento do padrio de
coloragdo também pode ser usado para inferir a satide
reprodutiva de alguns animais.

Muitos biotérios ao redor do mundo optam por
aquarios sem enriquecimento ambiental em favor da
higiene no sistema de manutengdo dos peixes. Cascalho
no fundo e “plantas de plastico”, mesmo que artificiais,
podem facilitar a acumulacdo de matéria organica na
dgua, o que dificulta a limpeza dos aquarios. Essa
preferéncia por ambientes estéreis interfere no bem-estar
da criag@o, visto que ¢ bem documentado que o zebrafish
tém preferéncia por ambientes enriquecidos ©3%1%0, Uma
alterativa para melhorar o bem-estar dos animais sem
abrir mdo da higiene controlada dos aquarios ¢ usar
imagens impressas de cascalho no fundo do aquario e de
plantas nas paredes do aquario ‘°0. Outra opg¢do de
enriquecimento ambiental, que tem como vantagem nao
impactar nas rotinas de limpeza das instalagdes ¢ o
enriquecimento auditivo ou musical que tem se mostrado
eficaz para deixas os peixes mais calmos e menos
ansiosos, inclusive reduzindo o estresse causado pelo
isolamento, comum nos testes comportamentais como o
teste do Tanque Novo, por exemplo 19102,

As caracteristicas apresentadas sdo uma
generalizacdo para a espécie. Porém, ¢ importante
salientar que existem variacdes e particularidades
individuais de cada espécime de uma colonia. Em vista do
exposto, recomenda-se que o bioterista conheca os
animais sob sua supervisdo e saiba identificar as
principais variagdes anatOmicas € comportamentais a
nivel de grupo e de individuo. Isso possibilitard que o
bioterista seja capaz de proceder o diagnostico de
cenarios patologicos, ou ndo, e a tomada de decisdo em
dire¢do da solugdo das intercorréncias impostas pela
rotina da criagdo no biotério.

4.12. Doencas e sinais clinicos de zebrafish mantidos
em biotério

A suscetibilidade de zebrafish a varios agentes
etiologicos estd amplamente documentada (Tabela 2).
Esses agentes sdo capazes de desencadear alteragdes
morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais, fazendo
com que os padrdes normais descritos anteriormente sejam
leve ou intensamente desestabilizados. Dentre os
principais sinais clinicos associados a doengas em
zebrafish estdo: nado anormal; emaciacdo; protusdo de
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escamas dorsais; distensdo da cavidade celomatica;
congestdo e hemorragias de pele; dispneia; nadadeiras
rentes ao corpo; curvatura espinhal; prolapso retal; nado
na superficie; nado no fundo; isolamento; inapeténcia;
perda de peso/score corporal; Ulceras externas;
mortalidade em grupo 758 Das doencas infecciosas, as
mais prevalentes em biotérios de zebrafish parecem ser
causadas por P. neurophilia e Mycobacterium spp. "®. Para
o bioterista conhecer mais profundamente as doencas de
zebrafish recomenda-se os estudos de Esmail et al. (%9,
Kent ¢ Sanders ® ¢ Kent et al. 1%,

Ao analisar a Tabela 2 ¢ possivel perceber que
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muitas dessas afeccdes apresentam possiveis sinais
clinicos em comum, mesmo as causadas por agentes
etiologicos muito distintos (como, por exemplo, infecgdes
causadas por Mycobacterium marinum e Pseudocapillaria
tomentosa) e varias possuem laténcia de varios meses ou
se apresentam de forma subclinica (como P. neurophilia;
Mycobacterium spp.; Myxidium spp. e P. tomentosa, por
exemplo). Por isso, ¢ importante que além da simples
observagdo e exame clinico, o responsavel pelos animais
utilize também quantos métodos complementares
estiverem disponiveis que auxiliem no diagnostico
definitivo ©?.

Tabela 2. Principais patogenos identificados em zebrafish (Danio rerio) e informagdes sobre 6rgéos acometidos, sinais clinicos e riscos

a satde humana

Risco

Classificacio Espécie Sitio de infeccdo/infestacdo Sinais clinicos Zoonélico Referéncia
Aeromonas Ava{montczda Cavidade celomica Nado erratico; nado superﬁcngl; taquipneia; altas taxas de R 76:107:175
masoucida mortalidade
Aeromonas hydrophila Cavidade celomica Distensdo e hemorragias na cavidade celomica 4 76;92;134;151
Aeromonas sobria Cavidade celomica; ulceras cutineas Hemorragias p;tequlﬁa 1S na pel;: : musculatqra ¢ nadadeiras; + 76;133;152
distensdo da cavidade celdmica
Aeromonas veronii Diversos orgéos ginem st @ les~0 CS Severas na supel 5 dlo Qoo A 92;134
distensdo da cavidade celomica
Distensao da cavidade celomica; edema perianal;
S . . - crescimento da lesdo inicial que serviu como porta de
taphilococcus aureus Diversos orgéos . s My S + 107
entrada para a infec¢do; nado superficial; taquipneia; altas
taxas de mortalidade.
Plesiomonas shigelloides Cavidade celomica Nado erratico; lesdes na superficie do corpo; exoftalmia 4 76,92
Pseudomonas spp. Diversos 6rgios Septicemia com d1§tensa}o (.13 caylflade celomica; ulceras 4 92:153
cutaneas; dispneia; morte
Pseudomonas fluorescens Ulceras cutaneas Slpiitee Gom d1§tensa.o da caylfiade elomicapilceras + (raro)  76;153;154
cutaneas; dispneia; morte
Shewanella putrefaciens ~ Cavidade celomica; Glceras cutaneas Ulceras cutineas 76
Vibrio alginolyticus Pele Ulceras cuténeas A 76
Vibrio metschnikovii Cavidade celomica; pele Ulceras cutaneas 76
Vibrio parahaemolyticus ~ Cavidade celomica; vesicula natatoria Curvatura espinhal; hemonaglas 3nt§mas com distensao da = 76;145
cavidade celomica
Fezes esbranquigadas; diarreia; letargia; perda de peso;
Vibrio cholerae Intestino agua do aquario torna-se turva ao longo da infecg¢do como + 109;110
resultado da maior eliminacdo de muco nas fezes
Vibrio vulnificus Cavidade celomica ik i cavu}i]ade celror.mca oI PSS 4 76;176
emorragica
Bactéria Mortalidade de embrides e larvas até 8 dpf; embrides e
larvas com coloragdo esbranquigada e pouco moveis; altas
Edwardsiella tarda Varios orgios taxas de morEahdadp cm aflqltps; hemorraglas petequiais; + 106
descoloragdo da injuria inicial que serviu de porta de
entrada para a infecgdo; letargia; nado superficial;
distensdo da cavidade celomica; edema perianal
Perda de pigmentagao e escamas ao redor da nadadeira
Flavobacterium columnare Pele; branquias dorsal (lesdo em forma de cela de cavalo); altas taxas de - 155
mortalidade
Quadro subclinico; baixa mortalidade; doenga/morte
Mpycobacterium abscessus Varios orgios quando em ambiente estressante ¢ com agua de baixa + 86;92;103;156
qualidade
Quadro subclinico; baixa mortalidade; doenga/morte T
M . P g . . 92;103;104;156
[ycobacterium chelonae Virios 6rgados quando em ambiente estressante e com agua de baixa 4= 157:158
qualidade S
Quadro subclinico; baixa mortalidade; doenga/morte 86:92:103:156:
Mycobacterium fortuitum Varios orgios quando em ambiente estressante ¢ com agua de baixa + 1 58 [
qualidade
Quadro subclinico; baixa mortalidade; doenga/morte
Mycobacterium peregrinum Varios 6rgaos quando em ambiente estressante e com agua de baixa - 86;103;158
qualidade Continua...
Mycobacterium haemophilum Vérios orgios Letargia; emaciagao severa; surtos com alte} morwlldade; + 86;92;103;104;
deformagdes musculares e esqueléticas 157
Mycobacterium marinum Varios orgéos Dlstgnsao -da cav1dad~e celdmica; surtos com glFa + 86;92;103;104
mortalidade; deformagdes musculares e esqueléticas
Mycobacterium saopaulense Varios 6rgdos Sinais ndo relatados na bibliografia 4 86156

Continua...
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Tabela 2. Principais patogenos identificados em zebrafish (Danio rerio) e informagdes sobre 0rgaos acometidos, sinais clinicos e riscos

a saude humana

Classificagao - " . Evd a et T f] Risco P
Espécie Sitio de infec¢iio/infestacdo Sinais clinicos e Referéncia
Embrides e larvas de até ~7 dpf sdo predados pelo
Coleps sp. Embrido e larvas inteiros ciliado; baixas taxas de eclosdo e altas taxas de - 159;160
mortalidade na larvicultura
Nodulos esbranqui¢ados na superficie da pele e
Ichthyophthirius multifiliis Superficie do corpo; branquias branquias; maior produgao de muco; dispneia; perda - 161;162;163
Ciliado de equilibrio; anorexia; letargia; morte
Tetrahymena sp. Larvas inteiras Larvas de ~30 dias sdo predadas pelo ciliado; : 164
mortalidade em massa de larvas
Dermatite e dispneia com inflamagao branquial;
Trichodina spp. Superficie do corpo; branquias geralmente surtos relacionadas com aumento da - 86;161

temperatura da dgua

Dinoflagelado Piscinoodinium pillulare

Superficie do corpo; branquias

Pele com aspecto "aveludado"; desconforto cutaneo/
prurido, representado por animais se esfregando em
objetos ou nas paredes do aquario; excesso de muco 38
cutdneo; letargia; dispneia; nado superficial;
escurecimento da pele; hemorragias petequiais; surtos
com alta letalidade

Crescimento de hifas filamentosas brancas ¢ finas que

. Saprolegnia brachydanis Superficie do corpo; branquias se acumulam na superficie do corpo e nas branquias - 86,103
Oomiceto formando uma massa com aspecto de algodao
Saprolegnia ferax Superficie do corpo; branquias Idem a S. brachydanis - 86,103
Mixozoario Myxidium streisingeri uces m:lfglﬁzi;rﬁ(;f;ilsumen ilae Quadro subclinico - 88;104;165
Principalmente na musculatura Necrose e deformagdo muscular, emaciagao, letargia;
Pleistophora hyphessobryconis esquelética, mas também no rim, bago, f N ’ d |§ 1,’ Jctargia; - 86;88;103
intestino e ovArios requentemente ocorrem quadros subclinicos
Microsporidio sl names; media Emaciagdo; lordose; e§c01i0§e; necrose muscular;
el G oGl mes fhm o giliviles i mmiihe 86:92:103;104:
Pseudoloma neurophilia P e A X frequentemente ocorrem quadros subclinicos; - e A
em musculatura esquelética; esofago; iacio ndo relacionad o d 158;166;167
Him & ovirio emaciagdo ndo relacionada a anorexia; doenga
relacionada a quadros de estresse
Dermatite e dispneia com inflamagéo branquial;
Monogenético Gyrodactylus spp. Superficie do corpo; branquias geralmente surtos relacionadas com aumento da - 161
temperatura da dgua
Clinostommsp) Musculatura Nado tortuoso; curvatura lateral da espinha; nodulos + 9
amarelados sob a pele
Quadro subclinico; lesdes locais nos pontos de adesao
Digenético Transversotrema patialense Pele do parasito foram constatadas apenas em infecgdes - 88
experimentais
Centrocestus formosanus Branquias 5 Anomal1dades -8 A= 125;168;169;170
respiratorias; quadro subclinico
Nematodeo Pseudocapillaria tomentosa Intestino Emaciagao; protuberancias no ventre - 92;1041;%8;17 L
Red-spotted grouper nervous g Nado erratico; mancha opaca clara e de aspecto X
necrosis virus (RGNNV) Siigm memase el cremoso no dorso da cabega,; alta letalidade de adultos ~ H@EI7S
Virus Infectious spleen and kidne Letargia; perda de apetite; nado anormal; distensdo da
P y Bago e rim cavidade celdomica; taquipneia; branquias palidas; - 104;174

necrosis virus (ISKNV)

hemorragias petequiais na base das nadadeiras; morte

Muitos desses agentes causadores de enfermidades
em zebrafish fazem parte da microbiota normal da espécie
(103105 caracterizando-se como agentes oportunistas.
Ainda, varios patogenos, inclusive alguns zoondticos, tém
sido usados para modelagem experimental de infecgoes
em zebrafish como, por exemplo, Edwardsiella tarda;
Vibrio cholerae; Staphylococcus aureus; Aeromonas
salmonicida; Spring viremia of carp virus (SVCV) e
diversos outros 1%, Por isso, ratifica-se a manutenc¢do
das boas praticas no biotério relacionadas a fatores como
qualidade da agua, barreiras sanitarias e ao bem-estar para
que surtos de doengas criticas para a colonia ou para os
manipuladores ndo se instalem em decorréncia da

debilidade imunologica dos animais provocada pelo
desbalanco desses fatores.

Além dessas doengas infecciosas, diversas doengas
podem se desenvolver nos zebrafish a partir da
manutengdo da criagdo sob parametros ambientais
desfavoraveis, sdo as chamadas doencas ambientais.
Dentre elas, podem ser citadas as lesdes branquiais
decorrentes por exposi¢do a amonia, nitritos, nitratos e ao
cloro; a nefrocalcinose, decorrente da apresentacdo em
excesso de cdlcio ambiental/nutricional e do excesso de
dioxido de carbono (CO,) na dgua; a doenga das bolhas de
gas, decorrente da supersaturacao de oxigénio na agua; os
tumores ultimobranquiais, provavelmente decorrentes do
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desbalanco eletrolitico do meio; os tumores de tireoide,
causados pela deficiéncia de iodo; ¢ finalmente a
megalocitose hepatica e os seminomas, causados
possivelmente pela exposicdo a xenobidticos e
carcinogenos, respectivamente 1°. A partir dessa série de
doengas salienta-se a importancia da manuteng¢do de um
meio de cultivo saudavel e do controle e corregdo dos
parametros de qualidade da agua como praticas favoraveis
a saude plena da criago.

Ainda, existem doengas idiopaticas, ou seja, com
causa desconhecida como, por exemplo, deformagoes
espinhais; inflamacdo associada ao ovo; malformagoes
operculares; lesdoes proliferativas de ducto biliar e
pancreatico; cordoma; tumores de bainha de nervo
periférico e  linfossarcoma (1.  Devido ao
desconhecimento da origem dessas afecc¢des, recomenda-
se evitar variagdes bruscas da qualidade da agua ou do
manejo geral, de forma que os animais nao entrem em um
quadro de stress ou baixa imunologica que possa
desengatilhar tais doengas.

Varias das doencas apresentadas na Tabela 2 estdo
relacionadas com a idade dos animais. Até os 24 meses de
idade a prevaléncia de patdgenos e de lesdes associadas
em geral aumenta conforme a idade dos animais 7. Por
isso, nao ¢ recomendado manter animais idosos no plantel
principal. Quando os procedimentos experimentais
exigirem animais em senescéncia, estes devem ser
isolados dos demais, de forma a reduzir o risco de
transmissao de doengas relacionadas a idade.

Assim, a simples percep¢do de anormalidades
individuais ou coletivas dos peixes, pode indicar ao
bioterista que a colonia esta sendo acometida por algo e,
também, pode nortear a tomada de decisdo rumo a solugéo
do problema. Nos casos em que o pesquisador perceba
qualquer sinal clinico e desvio de comportamento, a
recomendagdo mais adequada ¢ separar os peixes
acometidos dos demais o mais rapido possivel para depois
planejar a melhor abordagem para o problema. Dessa
forma interrompe-se a transmissdo do agente para animais
sadios, em casos de doengas infecciosas cujo ciclo ainda
esteja no inicio. Em casos de agressdo entre companheiros
do mesmo aquario, o animal agressor deve ser isolado dos
demais para que a hierarquia seja quebrada e esse animal
perca sua dominancia sobre os outros em uma possivel
volta ao mesmo aquario. Uma substancia de alerta ¢
liberada na agua quando um peixe estd machucado
sinalizando a todos os peixes que compartilham o
ambiente que existe alguma ameaga iminente ©®. Por isso,
se o peixe agredido estiver muito lesionado, ele também
pode ser isolado em um tanque hospital para tratamento ou
para repouso antes que seja direcionado de volta ao
aquario, visando diminuir o estresse do proprio animal e
dos companheiros de aquario. Vale salientar que zebrafish
¢ uma espécie social e que o isolamento por longos
periodos pode gerar estresse nos animais “©,
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4.13. Controle da Microbiota

Para evitar problemas sanitarios com varios dos
patdgenos citados, os biotérios aquaticos de zebrafish
podem adotar a criagdo de coldnias “specific pathogen
free” (SPF, livres de patdgenos especificos) ou mesmo
“germ free” (livres de germes, totalmente livres de
microbiota). Biotérios com criagdes desse tipo sem
duvidas sdo aqueles que mais atentam para o estado de
satde geral e especifica de seus animais e, por isso,
requerem maior investimento em instalagdes, materiais,
racdes, barreiras sanitarias, pessoal, procedimentos e,
principalmente, testagem e diagnostico definitivo ¢792), Por
exemplo, colonias SPF regularmente adotam um criterioso
monitoramento periddico do status sanitario. Além disso,
optam por ndo utilizar alimento vivo, visto que a
manutengdo das espécies de invertebrados com microbiota
controlada torna-se um desafio maior do que a prépria
criagdo de zebrafish ®.

No entanto, por mais que a eliminag¢@o completa ou
parcial de microrganismos associados pareca uma
vantagem para a criagdo de qualquer animal, efeitos
adversos também existem. O status sanitario dos animais
¢ citado como uma varidvel capaz de afetar o sistema
imune e a resposta ao tratamento experimental em animais
de laboratorio !>, Da mesma forma que a presenga de
organismos patogénicos ¢ capaz de afetar a fisiologia geral
e 0 desenvolvimento dos animais, a total auséncia também
¢ capaz disso 'Y, Zebrafish germ fiee apresentam auséncia
de ativacdo natural de vias importantes para maturagdo do
sistema imune e para homeostase de tecidos diversos 1'¥;
menor resisténcia imunologica a agentes infecciosos 9,
menor proliferagao de células epiteliais do intestino !'9;
menor capacidade de absor¢ao de lipidios '” e possuem
comportamento locomotor drasticamente alterado!'®!%)]
por exemplo. Por isso, alguns autores afirmam que
modelos com microbiota mais natural devem ser
preconizados em estudos translacionais ¢ modelos SPF
devem ser direcionados a estudos mecanisticos sobre a
relagéo entre microbiota e patogéneses diversas ??. Dessa
forma, os pesquisadores e instituigdes devem adequar a
forma de suas criagdes, bem como suas barreiras sanitarias
e programas de monitoramento, ao objetivo dos estudos
desenvolvidos. Da mesma forma, é imprescindivel que
cada estudo seja planejado tendo em mente a capacidade,
estrutura e padrdo sanitario do biotério que subsidiara a
pesquisa. Para isso, o planejamento conjunto e
colaborativo entre pesquisadores e bioteristas ¢ essencial.

4.14. Recomendacdes sobre satide uinica relacionada a
biotérios de zebrafish

As recomendacdes sobre saude de zebrafish nao
devem estar limitadas ao ambito da saude animal, mas sim
da saude tnica. O conceito de saude tnica foi criado em
2004 e ¢é diretamente derivado do conceito de medicina
unica, o qual prega a unido da medicina humana e
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medicina veterinaria em resposta as zoonoses (?1?2, Em
2008, a OMS, a Organizagdo Mundial da Satide Animal
(OIE) e a Organizacdo das Nagdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO) criaram a iniciativa
“One World, One Health” (Um mundo, uma saude), na
qual o termo “One Health” (traduzido para o portugués
como saude Unica) expressa a indissociabilidade da satde
humana, satde animal e saude do ecossistema (ou saude
ambiental) (2129, Doengas parasitarias de zebrafish tém
relevancia para a satide Gnica ®*'29, Desse ponto de vista,
a saude de uma colodnia de zebrafish pode impactar a satide
dos experimentadores e bioteristas, bem como de pessoas
de suas convivéncias ¢ do meio ambiente e, por isso,
algumas recomendacdes sdo importantes.

4.14.1. Satide humana

Varios dos agentes infecciosos ja identificados
natural ou experimentalmente em zebrafish tém potencial
de serem transmissiveis tanto de humanos para zebrafish
quanto de zebrafish para humanos (ou seja, sdo tanto
zooantroponoticos quanto antropozoondticos,
respectivamente) como, por exemplo, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia
e fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Cryptococcus
(126.127) Nao a toa zebrafish esta sendo usado como modelo
de estudo sobre infectologia humana “®. Por isso, o
bioterista deve ter em mente que os animais da colonia
podem estar abrigando natural ou experimentalmente
algum patéogeno humano. No caso de infecgdes
experimentais por esses patdgenos, os aquarios devem
estar devidamente identificados e apenas os profissionais
treinados e envolvidos no projeto devem entrar em contato
com os aquarios e fomites usados. O potencial zoonotico
das principais doencas de zebrafish esta indicado na Tabela
2.

De fato, os bioteristas que desenvolvem suas
atividades com zebrafish estdo constantemente expostos a
riscos ocupacionais potencialmente importantes. A
preocupagdo se intensifica ainda mais pelo fato de esses
agentes infecciosos se apresentarem através da agua, que,
por sua vez, ¢ uma das principais fontes de disseminagao
de doengas para humanos (?*139  Em vista disso,
recomenda-se que o manipulador sempre higienize as
maos antes e apds o contato com os animais, agua de
criagdo ou qualquer fomite que tenha entrado em contato
com a agua do biotério ¢ use luvas para realizagdo dessas
atividades. O uso de mascara de prote¢do também se faz
necessario, visto que o ambiente de um biotério aquatico
pode frequentemente ter formagao de goticulas que podem
ser inaladas ou ingeridas inadvertidamente. Outra
recomendagdo importante ¢ que, tdo logo se perceba
animais mortos nos aquarios, eles sejam retirados e usados
em programas de vigilancia (como ja abordado) e/ou
descartados de forma correta (ver adiante). A higieniza¢ao
e desinfeccao de fomites que entraram ou que entrardo em
contato com a agua de cria¢ao, bem como uso de pedilavio
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na entrada e na saida, sdo importantes medidas tanto de
biosseguranga quanto de biosseguridade. Ou seja,
evitando a infec¢@o dos animais com possiveis patogenos
vindos de fora do biotério ou evitando a infec¢do dos
manipuladores ¢ de outras pessoas com possiveis
patogenos saidos dos aquarios/biotério, respectivamente.
Higienizagdo e desinfec¢do de bancadas que
rotineiramente recebem gotejamento de agua dos aquarios
também sdo medidas eficazes que evitam a contaminagao
do ambiente e a infec¢ao de manipuladores.

A manutengdo do esquema vacinal em dia também
¢ recomendada. Ja foi reportado que a vacina BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) se provou capaz de reduzir a
letalidade de M. marinum sobre zebrafish *V. Além disso,
a vacina BCG ¢ capaz de proporcionar alguma prote¢ao
cruzada contra varias espécies de Mycobacterium
presentes em colonias de zebrafish 132. Isso mostra que a
vacina BCG tem um amplo espectro protetivo no que diz
respeito as espécies de bactérias ¢ as espécies de
hospedeiros potenciais presentes em um biotério de
zebrafish. Em casos mais especificos de surtos localizados
em determinados biotérios ou em experimentos que usem
zebrafish como modelo de estudo para infectologia
humana, a vacinagio contra colera pode ser indicada.

Além do risco de transmissdo da zoonose em si,
ainda ha o problema de o manipulador se infectar com
agentes resistentes aos tratamentos disponiveis na maioria
dos servigos de satde como ¢ o caso da infecgdo por
bactérias resistentes a antibioticos 33139 Além disso,
ainda que ndo se infecte, o manipulador pode transportar
agentes infecciosos (resistentes ou nao a tratamentos
disponiveis) a ambientes frequentados por individuos
imunocomprometidos, recém-nascidos e suas maes,
idosos ou hospitalizados de maneira geral. De fato,
recomenda-se que o bioterista nunca saia do biotério para
visitar um paciente hospitalizado no mesmo dia ou sem
antes ter se higienizado rigorosamente com um banho,
pelo menos (39,

4.14.2. Satide ambiental

Como ja mencionado, um biotério aquatico que
ndo prima pelas boas praticas e pela biosseguranga de suas
instalagdes pode se tornar um risco ndo sé para a satide dos
animais e dos experimentadores, mas também para a satide
ambiental. J4 ¢ amplamente defendido que avaliagdes
experimentais de peixes transgénicos, por exemplo, sejam
realizadas em instalagdes de forma que a contencao fisica
seja eficaz para garantir a seguranca da aplica¢do desses
animais 9. No entanto, recentemente foi reportado que
zebrafish transgénicos alcangaram o ambiente natural da
Mata Atlantica brasileira em decorréncia de barreiras de
contengdo inadequadas de criadores de peixes
ornamentais, causando preocupacdo no que se refere a
saude do ecossistema (37:13%),

Além disso, zebrafish transgénicos ou selvagens
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sd0 potenciais reservatorios de patdgenos que podem
contaminar 0 ambiente natural, infectando,
consequentemente, peixes silvestres e outros animais de
forma geral, inclusive humanos (Tabela 2). De fato, a
ocorréncia amplamente distribuida de zebrafish ao redor
do mundo ja causa preocupacdo pela introducdo de
doengas que ndo eram reportadas no passado em
determinadas regides geograficas ®*12. Para evitar a
contaminacdo do ambiente e o risco infeccioso ¢
recomendado que os coordenadores de biotérios aquaticos
de zebrafish estejam atentos ao disposto pela legislagao
vigente. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) tornaram publicas a Resolugdo da
Diretoria Colegiada n® 222/2018 ¥ a Resolugdo n°
358/2005 (49 respectivamente, que regulamentam as boas
praticas de gerenciamento dos residuos de servigos de
satde e dispdem de varias orientagdes sobre o descarte e
destino de residuos provenientes das atividades de
manutengdo e de experimentacdo de animais de
laboratorio. Ainda, a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio) publicou a RN n° 18/2014 que
dispde sobre a classificagdo de riscos de organismos
geneticamente modificados (OGM) e os niveis de
biosseguranga a serem aplicados nas atividades com
OGMs, visando a contengdo desses organismos € seus
derivados 4D, Além disso, o CONCEA possui duas
normativas particularmente importantes que auxiliam na
orientacdo da contencdo de material bioldgico em
instalagdes que mantém zebrafish com fins cientificos, sdo
a RN n° 55/2022, que apresenta a Diretriz Brasileira para
o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de
Ensino ou Pesquisa (DBCA) 2 ¢ a RN n°® 34/2017 3, que
apresenta informagdes relevantes sobre criagdo e
manutengdo de zebrafish em instalagdes de ensino e/ou
pesquisa cientifica ).,

No entanto, apesar de os biotérios de zebrafish
representarem riscos, eles também atuam a favor da saude
ambiental e da satde tinica como um todo. Zebrafish de
diversas linhagens tém sido empregados como modelos
promissores em estudos de doencas animais (10149
humanas 149 ¢ em ecotoxicologia 44147, Por isso, se
bem administrado e atentando para as boas praticas e para
a biosseguranga, um biotério aquatico de zebrafish pode
trazer mais beneficios para a sociedade do que riscos.

5. Regras
5.1. Planos de estudos, protocolos e procedimentos

O plano de estudo contém em detalhes o objetivo
da pesquisa, como o trabalho sera organizado, quais dados
serdo coletados durante o experimento e quem ¢
responsavel pelos varios aspectos do estudo. Este é o
documento central através do qual o pesquisador
comunica os objetivos ¢ a condugdo do estudo para a
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equipe de trabalho e para terceiros. Neste documento deve
conter uma descricdo geral do experimento com
cronograma de atividade, material e métodos e
responsabilidade de cada membro da equipe envolvido. A
aprovagdo do plano de estudo ¢ vital para que se possa
comecar a pesquisa. No Brasil rotineiramente esse
documento ¢ elaborado como projeto de monografia, tese
ou dissertagao.

Procedimentos de operagdo padrdo (POP), sdo
desenvolvidos para a conducdo de estudos, registros e
relatorios. Estes protocolos fazem parte das tarefas de
rotina do laboratério e descrevem como os procedimentos
devem ser conduzidos. De acordo com Andrade et al. 14®,
o trabalho com animais de laboratdrio requer a utilizagao
e o contato com substincias quimicas e alérgenos
potencialmente perigosos para a saude do pessoal
envolvido, as instalagdes e os proprios animais. Esses
perigos podem ser minimizados ou eliminados com o
estrito cumprimento de procedimentos operacionais
padronizados destinados a garantir a seguranca.

Um POP ¢ preparado para as pessoas diretamente
ligadas a tarefa com o objetivo de atingir de forma
eficiente e segura os requisitos da qualidade. No POP ¢
importante observar as atividades criticas que devem ser
resumidas e conter somente aquelas etapas basicas que ndo
podem deixar de ser cumpridas. As atividades criticas
devem ser detalhadas no manual de treinamento, no qual
podem ser utilizadas figuras, fotos e esquemas. O manual
de treinamento pode ainda ser colocado sob a forma de
video ou audio visual para facilitar o treinamento %%,

No caso de zebrafish foi desenvolvido uma
plataforma online pelo Zebrafish Information Network
(ZFIN). Nesse site estdo disponibilizadas informagdes
sobre os dados biologicos de zebrafish e alguns protocolos
para sua manutengao em laboratorio.

Uma das diferencas mais importantes do
protocolo de estudo entre projetos de mamiferos e peixes
envolve o aumento da ateng@o que deve ser dada ao meio
fisico (4gua) nos estudos com peixes. O ambiente aquatico
¢ equivalente a um sistema de suporte a vida, portanto, os
sistemas de alojamento e teste podem ser bastante
complexos. Assim, protocolos de verificagdo dos
parametros de qualidade da dgua descritos anteriormente,
assim como seu registro, tornam-se necessarios para uma
maior confiabilidade dos dados gerados. Nesse quesito o
tipo de protocolo serd ajustado ao tipo de sistema de
manutengdo adotado. Dessa forma, sdo elencados a seguir
os principais itens que devem estar inclusos no POP de um
biotério de zebrafish.

* Contatos para emergéncia.

 Sistemas de
equipamentos.

criagdo ¢ checagem de

» Limpeza dos utensilios e tanques.
* Cuidados gerais ¢ alimentagdo dos peixes.
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 Verificagdo de parametros abidticos e de
qualidade da agua.

* Recebimento e transporte dos peixes.

* Avaliagdo da saude dos peixes.

* Eutanasia.

* Aprovagao,
experimentos.

identificagdo e registro de
O POP deve ser revisado periodicamente ¢ deve
apresentar o nimero e data da ultima revisdo realizada
como forma de registro. Ao serem considerados os dados
fornecidos pela pesquisa cientifica, podem ser elaborados
protocolos com praticas ¢ normas de bem-estar animal e
seguranga no trabalho. Dessa forma, cada laboratorio de
experimentagdo/criagdo de zebrafish deve trabalhar
conforme a legislacdo vigente em busca do bem-estar
animal a fim de qualificar os resultados das pesquisas.

6. Resultados

Dada a importancia potencial do conhecimento
derivado de um estudo, ¢ importante que os dados estejam
completos, tenham integridade e sejam mantidos em
seguranga ?. Embora seja menos comum nos primeiros
artigos publicados com zebrafish, atualmente hd uma
tendéncia crescente de inclusio de informagdes
detalhadas sobre a criagdo e os parametros usados nos
estudos na se¢do de “Material e Métodos” das
publica¢des “?. Com a no¢ao de que pardmetros como
alimentagdo, temperatura, fotoperiodo etc. podem afetar
os resultados da pesquisa experimental 30 ¢
recomendado incluir sempre uma descrig¢@o detalhada dos
parametros de criagdo de zebrafish usados. No caso de
biotérios o registro das atividades como alimentagdo,
dados abidticos ¢ de suma importancia para a gestdo dos
recursos e planejamento das atividades.

O relatorio ¢ os dados gerados sdo o resultado
final do experimento. Essas informagdes muitas vezes
passam a fazer parte da base de conhecimento cientifico
assim que os resultados chegam a dominio publico,
muitas vezes por meio de publicagdo em periddicos. Dada
a importancia potencial do conhecimento derivado do
estudo, ¢ importante que os dados estejam completos,
tenham integridade e sejam mantidos em seguranga %,
Os arquivos resultantes de um estudo devem ser
armazenados de forma que ao acessar as informagdes seja
possivel repetir o experimento.

7. Controle de qualidade

As BPL definem os requisitos minimos de garantia
de qualidade necessarios para garantir a validade dos
resultados experimentais. Para respeitar os principios de
BPL, o controle de qualidade deve revisar todas as fases
da pesquisa pré-clinica — desde o planejamento até a

[\®}
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geracdo de relatdrios e arquivamento da documentagao.
Em resumo, a missdo fundamental do controle de
qualidade ¢ a de uma testemunha independente de todo o
processo de pesquisa pré-clinica e sua estrutura
organizacional. Nesse sentido as comissoes de ética em
pesquisa animal das instituigdes de ensino superior,
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, assim como a
avaliagdo por pares das revistas cientificas, desempenham
uma importante colaboragdo no cumprimento deste
requisito. Cabe ressaltar que raramente pode ser feito por
apenas uma pessoa e geralmente requer informacdes de
especialistas cientificos da area de estudo.

8. Conclusao

De maneira geral, a implantacdo das BPL deve
comecgar com uma avaliacdo dos riscos e oportunidades
em todo o sistema através da realizagdo de uma busca por
melhorias que serdo praticas em determinadas situagdes.
Esta avaliagdo devera incluir o embasamento cientifico
das necessidades e do bem-estar dos animais, e avaliagdo
de riscos para identificar as causas da precariedade do
bem-estar animal. Em muitos casos, a abordagem mais
eficaz ¢ susceptivel de ser um processo continuo de
melhoria com base em metas alcangaveis.

De certa forma o Brasil ainda necessita de
melhorias relacionadas ao bem-estar de organismos
aquaticos (leis nacionais, normativas para constru¢do de
biotérios, acordos internacionais, programas corporativos
e outros); especialmente em relacdo a utilizagdo destes
organismos na pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico.
Dessa forma, a implementa¢do das BPL fornece uma
orientagdo valiosa para a melhoria do bem-estar animal e
seguranca do trabalhador, além de vir a facilitar a
padronizagdo da pesquisa. Como parte da avaliacdo dos
riscos e oportunidades, as BPL devem considerar o
possivel papel e os beneficios de tais protocolos para a
experimentacdo, assim como qualquer capacita¢do
necessaria, para facilitar que os trabalhadores envolvidos
possam cumprir as normas.
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