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PREFACIO

PREFACIO

A utilizaggo do zebrafish como modelo experimental
cresceu consideravelmente em poucas décadas. Este peixe, que
anteriormente era criado apenas como ornamental, tem sido
utilizado em diversos estudos, desde células tronco até as bases
das mudancas comportamentais induzidas por vicio em
drogas. Essa répida mudanga se tornou possivel devido a
avangos em  tecnologia, conjuntamente com  uma
caracterizagdo detalhada do animal em nivel genético e
molecular. Estes avancos permitiram o uso do zebrafish como
um vantajoso modelo experimental, a fim de buscar solucées
para questdes em biologia, doengas e genética humana.

No Brasil, entretanto, o zebrafish ainda ndo atingiu seu
potencial como modelo de pesquisa, havendo relativamente
poucos biotérios que o conhecam ou utilizem. Essa situagdo
pode ser explicada pela falta de informagdo adaptada a
realidade brasileira. Grande parte da literatura existente,
criada em outros paises, sugere a utilizagdo de materiais que
nem sempre sdo compativeis ou estéo disponiveis no Brasil.

Existem, também, poucos padrdes estabelecidos para a
criacdo, manutengdo e cuidados com este peixe em biotério.
H& um grande nimero de referéncias que sugerem métodos
variados, mas que se diferenciam no fundamento e nd&o
abrangem todas as dreas de conhecimento necessérias. Essa
brecha de informacéo representa o maior desafio para o
crescente nimero de pessoas encarregadas do cuidado,
padronizagdo e manejo sanitdrio do zebrafish em biotérios ao
redor do mundo.
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O objetivo deste manual é fornecer & comunidade
cientifica e académica brasileira o acesso, em portugués, a
informacdes bésicas e prdticas sobre biologia, manejo e
cuidados, que poderdo servir como base para a producéo e
manutencdo do zebrafish em biotério.
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O ZEBRAFISH

INTRODUCAO

O zebrafish, Danio rerio, é um pequeno peixe tropical
de dgua doce, que hd muito tem sido utilizado como um peixe
ornamental. Muitas das caracteristicas que o tornaram popular
na aquariofilia, incluindo sua tolerdncia a grandes variagcdes
ambientais e a facilidade com que pode ser reproduzido e
mantido em cativeiro, também o tornaram atrativo para
cientistas interessados em usd-lo para estudar vdrios aspectos
da biologia.

A combinagdo entre excelente embriologia e os poderes
da manipulacéo genética faz deste peixe um dos mais
importantes modelos de organismos vertebrados para
pesquisas biolégicas. Os embrides sdo relativamente grandes e
transparentes. O seu desenvolvimento pode ser observado
facilmente através do cérion durante as primeiras vinte e
quatro horas pds fertilizacdo. Em comparagdo com vertebrados
superiores, os 6rgéos do zebrafish sGo como uma versdo em
miniatura, utilizando muito menos células para cumprir uma
funcdo equivalente no organismo. A segunda vantagem crucial
do zebrafish é sua utilidade para identificaggo de genes
através de mutagdes. A sua grande progénie facilita
grandemente a andlise genética, por exemplo, coletando
individuos mutantes ou recombinantes para propésito de
mapeamento.
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Figura 1 Larva de Zebrafish transgénico, usado para estudos em

desenvolvimento do sistema nervoso. Foto: Dr. Jim Lauderdale.

O zebrafish vem sendo usado em biotério desde os anos
50. Nos anos 80, um grupo liderado pelo Dr. George
Streisinger, da universidade do Oregon, realizou um estudo
pioneiro e revoluciondrio que, em pouco tempo, permitiria aos
cientistas empregar técnicas que anteriormente sbé eram
possiveis em invertebrados, para estudar a genética do
desenvolvimento em organismos superiores. Usando métodos
desenvolvidos por Streisinger e seus colegas, grupos em Boston
e na Alemanha realizaram dois experimentos genéticos de
grande escala produzindo milhares de mutantes, que
provaram ser ferramentas inestimdveis no entendimento da
base molecular do desenvolvimento. Estes estudos,
primeiramente publicados no inicio dos anos 90, alavancaram
o zebrafish como um modelo experimental cldssico para
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estudos em desenvolvimento. Ao longo do tempo, o uso do
peixe foi estendido a outros campos da ciéncia, incluindo a
drea de sadde humana, toxicologia, comportamento e
evolugdo.

Hoje, menos de duas décadas depois daqueles
primeiros trabalhos serem publicados, o zebrafish se tornou
um proeminente animal de biotério, em igualdade com ratos
em termos de valor para a ciéncia e prevaléncia em
programas de pesquisa. Ainda neste capitulo do manual, serdo
descritas importantes caracteristicas anatémicas e fisioldgicas
do zebrafish, revelando a enorme importéncia do seu uso
como um modelo de pesquisa.

HISTORICO

O zebrafish, nativo do sul da Asia, é origindrio das
partes baixas dos principais rios da india, Bangladesh e Nepal.
Esta regiGo geogrdfica é caracterizada pelo clima de moncées,
com estagdes secas e chuvosas bem definidas. Tal
sazonalidade chuvosa exerce grandes efeitos nas condigdes
ambientais e no habitat do zebrafish, tanto em termos de
qualidade fisica e quimica da dgua quanto na abundancia de
alimentos.

O zebrafish é uma espécie de regides alagadicas, sendo
comumente encontrado em dguas rasas, paradas ou de baixa
movimentag¢@o, com vegetac@o aqudtica submersa e lodo. A
qualidade da d&gua neste habitat pode sofrer grandes
variagdes. Por exemplo, o pH e a temperatura registradas em
vdrias regides onde o zebrafish foi coletado na natureza
variaram de 5.9-8.5 e 16-38°C, respectivamente. Estas
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diferencas, que podem ser consequéncia tanto da
sazonalidade quanto da geografia, sugerem que o zebrafish
seja bem adaptado a tais flutuagdes. Isso explicaria sua

tolerGncia a uma grande variagéo das condigdes quando
mantido em cativeiro.

Figura 2 Regido do sul de Bangladesh, habitat natural do Zebrafish.
Foto: Cenfter for Environmental & Geaographic Information Services.

Na natureza, o zebrafish se alimenta principalmente de
uma ampla variedade de zoopléncton e insetos e, em menor
proporcdo, de algas, detritos e outros materiais orgdnicos.
Como eles habitam toda a coluna d’dgua, alimentam-se
principalmente nesta regido, mas quando necessdrio também
se alimentam na superficie e no fundo. Esta teoria é embasada
por resultados de andlises de conteldo intestinal de amostras
coletadas na natureza, assim como por observagdes feitas em
peixes se alimentando em condigdes de biotério.
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O zebrafish é uma espécie gregdria, mais comumente
encontrada em cardumes de 5-20 individuos, ainda que
grupos muito maiores também tenham sido registrados. A
reproducdo acontece durante os meses chuvosos, um periodo
de abundéncia em recursos alimentares. Os peixes acasalam
em grupos durante o comeco da manhd, normalmente em
dreas rasas, de dgua parada e de vegetacdo densa. As fémeas
espalham seus ovos sobre o fundo, deixando-os sem cuidados.
Os ovos, que sGo demersais e ndo adesivos, desenvolvem-se e
eclodem em 48-72 horas a 28,52C. Depois de eclodirem, as
larvas aderem & superficie por meio de células especializadas
na cabega. Em 24-48 horas apés a eclosdo, elas inflam suas
bexigas natatérias e comegam a se alimentar ativamente de
pequenos zoopldnctons. As larvas permanecem nessas dreas
rasas durante o seu desenvolvimento e migram para d&guas
mais profundas e abertas ao longo da sua maturacéo,
enquanto as dreas alagadas secam.

COMPORTAMENTO

O zebrafish mostra uma tendéncia para formar
cardumes de sexos misturados na natureza e em cativeiro. Este
comportamento é inato e herddvel. Os individuos escolhem
cardumes com base tanto no visual quanto no olfato.

A despeito do fato de serem animais sociais, os
zebrafish frequentemente exibem comportamento agonista,
especialmente  quando  acasalando e  durante o
estabelecimento de hierarquias de dominéncia, que ocorrem
dentre e entre os sexos. Essas interacdes podem ser realizadas
diretamente através de agressdo fisica, como mordeduras e
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perseguicbes, ou indiretamente, através da liberagGo de
horménios repressivos na dgua pelo peixe dominante. Estes
tipos de comportamento podem promover estresse nos animais
do biotério e devem, assim, ser gerenciados com atencéo.

O zebrafish é tipicamente diurno, mostrando os maiores
niveis de atividade ao longo do dia, particularmente durante as
primeiras horas da manha. Eles dormem, frequentemente,
embora ndo exclusivamente, durante a noite. Este claro padréo
circadiano de atfividade governa muitos processos fisiolégicos,
bioquimicos e comportamentais no animal e é altamente
dependente do estabelecimento de um fotoperiodo regular
guando os peixes sdo mantidos em ambientes artificiais.
Interrupcdes no ciclo de iluminagéo podem acarretar em sérios
problemas para o zebrafish mantido em  biotério,
especialmente com respeito & manutencdo do ciclo
reprodutivo.

ANATOMIA E FISIOLOGIA

MORFOLOGIA EXTERNA

Como outros peixes, o zebrafish passa pelos estdgios
larval, juvenil e adulto. Em biotério, adultos (com mais de 90
dias) inicialmente tem um tamanho médio total de 2-3 cm
quando criados em condigdes ideais, mas continuam a crescer
oo longo da sua vida, de 2-3 anos, podendo alcancar
tamanhos de até 4-5 cm. Seus corpos sdo esguios e
alongados, com uma cabeca curta, narina protuberante e uma
boca inclinada e voltada para cima. A mandibula superior é
protrusiva, aumentando a abertura da boca e ajudando na
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sucg@o de alimentos. Dos dois lados da boca, encontram-se
finas barbelas (de aproximadamente 1 mm de comprimento
cada) que se projetam ventralmente. A Unica nadadeira dorsal
e o par de nadadeiras pélvicas sdo inseridas posteriormente,
conferindo répida aceleracdo durante o nado. A nadadeira
dorsal tem sua inser¢do no mesmo nivel posterior-anterior da
inserco da nadadeira anal. Machos s@o geralmente mais
delgados e escuros que as fémeas.

Figura 3 Zebrafish adulto. Foto: “gomestic.com".

A caracteristica mais marcante no zebrafish é o seu
padrdo de listras pretas e brancas ao longo do corpo e das
nadadeiras anal e caudal. Adultos possuem cinco listras preto-
azuladas alternadas com listras amarelo-prateadas. Machos
em reproducdo sdo escuros com uma matiz amarelo-escura na
porcdo ventral e nas nadadeiras. Do comprimento total do
corpo, a cabeca corresponde a apenas 10-15%. O corpo tem,
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normalmente, menos de 1cm de altura e apenas 2-3 mm de
espessura.

ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO

O estdgio larval do zebrafish inicia-se logo apds a
eclosGo, mais precisamente cerca de 72 horas pés-fertilizacao,
quando os peixes tem aproximadamente 3,5 mm de
comprimento. Durante o periodo larval, definido aqui como os
proximos 27 dias, o zebrafish criado em biotério e em
condicdes ideais pode crescer ainda 7 mm, mas esse processo
é muito dessincronizado em termos de idade do peixe. Assim,
na tabela 1, os estdgios de desenvolvimento séo apresentados
de acordo com o comprimento do corpo.

Estdgio (dias)  Comprimento (mm) Descrigéo

Larva jovem 3,5 Nada livremente; posicionamento
(3) vertical.

Larva 6 Bexiga natatéria cheia; procura de
(14) alimento; crescimento.

Juvenil 10 Nadadeiras e padréo de

(30) pigmentacdo dos adultos.

Adulto jovem 20 Reproducéo.

(90)

Adulto 40-50 Final da vida.

(1000)

Tabela 1 Estégios de vida do zebrafish. Adaptado de “Zebrafish: A
Practical Approach”.
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SISTEMA TEGUMENTAR

Diferentemente de répteis e mamiferos, os peixes néo
tem uma camada de queratina sobre a epiderme. A pele do
zebrafish é coberta por escamas cicléides que conferem uma
barreira  de protecdo fisica, importante tanto para a
osmorregulacdo quanto para defesa contra patégenos. Nos
estdgios iniciais de desenvolvimento da larva de zebrofish,
trocas cuténeas respondem a demandas respiratérias e
ionorregulatérias. A pele do peixe pode ser danificada por
manejo, lutas, trauma fisico, predacdo e patégenos. Dessa
forma, esses fatores devem ser controlados e minimizados,
evitando que se abram portas de entrada para infecgoes
microbianas oportunistas.

SISTEMA ESQUELETICO

O zebrafish é classificado como um peixe 6sseo. Seu
esqueleto axial inclui a coluna vertebral e as nadadeiras
impares. A coluna vertebral possui duas secdes distintas:
vértebras pré-caudais e caudais. Também possui trés
nadadeiras impares (caudal, anal e dorsal) e duas nadadeiras
pares (pélvicas e peitorais).

O zebrafish possui aparelho Weberiano, um trato que
compartilha com outros peixes ostariofisos. O aparelho
Weberiano é composto por uma série de pequenos o0ssos
localizados cranialmente &s  vértebras pré-caudais, que
transmitem sons e vibragdes da bexiga natatéria para o ouvido
interno, aumentando a sensibilidade auditiva dos peixes.
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Figura 4 Esquema do esqueleto axial do zebrafish.

SISTEMA GASTROINTESTINAL

O trato digestivo do zebrafish adulto inclui a boca,
faringe, esdfago, intestinos e abertura anal, que algumas vezes
é referida como poro urogenital ou proctoderme. Similarmente
a outros peixes pertencentes & ordem Cypriniforme, o zebrafish
possui um par de dentes ligados a um par de ossos faringeos.

O zebrafish possui papilas gustativas, que sdo 6rgdos
quimiosensoriais constituidos de células epiteliais modificadas e
que auxiliam o peixe na decisdo de quais substéncias serdo ou
ndo ingeridas. As papilas gustativas estdo localizadas nos
ldbios, na boca, na cavidade orofaringea, nas barbelas, na
cabeca e, em «alguns casos, na superficie corporal.
Curiosamente, as papilas gustativas do zebrafish se
desenvolvem nos ldbios e arcos branquiais entre 4-5 dias poés-
fertilizacGo, coincidindo com o periodo em que os peixes
comecam a se alimentar.

O intestino preenche a cavidade abdominal e possui trés
divisdes funcionais: anterior, média e posterior. A porcéo
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anterior, também conhecida como bulbo intestinal, é maior e
atua como principal local de digestdo de proteinas e lipideos.
Acredita-se também que o intestino anterior desenvolva um
importante papel na absor¢cdo de nutrientes, baseando-se na
alta concentracdo de enzimas digestivas nesta regiGo, assim
como na altura das dobras epiteliais.

Existem muitas diferencas entre o trato gastrointestinal
de mamiferos e do zebrafish. Este peixe ndo possui células de
Paneth intestinais, criptas de Lieberkihn, estémago ou ceco. A
auséncia de estémago indica que a acidificacgo ndo seja
necessdria para a digestdo no zebrafish e acredita-se que a
funcionalidade do bulbo intestinal substitua esse 6rgéo.

Nos peixes, o figado desenvolve importante papel na
reserva de energia e metabolismo. No zebrafish, é um érgéo
bilobado, dividido em lobos direito e esquerdo, posicionado
cranioventralmente & bexiga natatéria.

SISTEMA RESPIRATORIO

As branquias dos peixes teleésteos sdo formadas por
quatro pares bilaterais de arcos branquiais.

No zebrafish adulto, as brdnquias sdo responsdveis
pelas trocas gasosas, balanco osmético, excregdo de
compostos nitrogenados e manutencdo do balango dcido-
bésico. A lamela secundéria é a estrutura de troca gasosa nos
adultos. Os iondcitos, células ricas em mitocdndrias, sdo
responsdveis pelas trocas de ions, balanco dcido-bésico e
excre¢@o de amédnia.
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Figura 5 Estrutura das lamelas primdrios e secunddrios das
branquias.

E importante perceber que, no zebrafish, as brénquias
n&o sdo o principal local para trocas gasosas e idnicas até que
o peixe tenha atingido o estdgio juvenil. Nas larvas recém
eclodidas, tanto gases como ions s@o trocados exclusivamente
por difusdo através da pele. Apés alguns dias, durante a
transformacgdo para o estdgio juvenil, as brdnquias comecam a
assumir alguma, mas néo toda funcdo respiratéria. Neste
momento, a troca gasosa ocorre nos dois locais. Somente apds
toda a metamorfose ter se completado as brénquias tornam-se
o principal local para a respiragéo e regulacdo iénica.
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SISTEMA UROGENITAL

Os rins do zebrafish se localizam no espaco
retroperitoneal e s@o divididos em porcdes cranial e caudal,
também conhecidas como cabeca e corpo do rim,
respectivamente. Em peixes, a por¢do cranial contém tecidos
hematopoiético, linféide e endécrino, enquanto que a porcdo
caudal contém néfrons, tecido hematopoiético e linféide. Como
os peixes ndo possuem medula éssea, a por¢do anterior do rim
é o principal érgdo responsdvel pela hematopoiese. A filtracgo
sanguinea ocorre nas duas porcdes dos rins. A anatomia
glomerular e a funcdo dos rins do zebrafish sdo similares aos
dos humanos. A auséncia da bexiga urinéria e da préstata é
caracteristica do sistema urogenital do zebrafish.

Similaridades entre a reproducdo humana e a do
zebrafish incluem a biologia molecular e embriolégica das
células germinativas. O zebrofish macho possui um par de
testiculos e a fémea possui ovdrios contendo oécitos. Nestes
peixes, a fertilizacGo dos ovos é externa e os odcitos sdo
envoltos por um cérion, ao invés de uma zona peltcida. O
processo que controla a determinacéo do sexo e a
diferenciacdo gonadal no zebrafish ainda néo é bem
compreendido. O peixe parece ndo possuir cromossomos
sexuais ou um gene relacionado & determinagdo sexual que
tenha sido identificado. Acredita-se que a determinacdo do
sexo seja mediada por sinais de alguns genes autossémicos e
que o processo de diferenciacio gonadal possa ser
influenciado por fatores ambientais. J& se demonstrou que a
exposicdo a alguns desses fatores podem afetar a fecundidade,
a diferenciagdo sexual, o desenvolvimento de gametas e a
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fungdo reprodutiva tanto de machos quanto de fémeas de
zebrafish. Além disso, acredita-se que fatores ambientais

possam afetar a proporcdo entre sexos.

Figura 6 Caosal de Zebrafish, onde o macho (esquerda) é
notavelmente mais esguio que a fémea (direita). Foto:
“scienceofsewing.blogspot.com”.

BEXIGA NATATORIA

O zebrafish possui bexiga natatéria, um érgéo
preenchido por gases que acompanha a porcdo dorsal da
cavidade abdominal, logo abaixo dos rins. Sua localizagéo na
cavidade abdominal é importante, pois influencia a
estabilidade e flutuabilidade do peixe. A bexiga natatéria é
constituida pelas cdmaras posterior e anterior, conectadas por
ductos comunicantes. A cdmara posterior é ligada ao eséfago
através do ducto pneumdtico. Assim, o zebrafish pode regular
o volume de gds que entra e sai da bexiga natatéria. Acredita-
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se que esta habilidade de regulagdo da flutuabilidade seja

controlada pelo sistema nervoso auténomo.
No  zebrafish, a cémara anterior funciona

principalmente como detector de vibragdes. A bexiga natatéria
¢ derivada da endoderme e, mesmo correspondendo
embriologicamente  ao pulm@o dos mamiferos, sua

funcionalidade néo é correspondente.

Camara Ductos N
Anterior Comunicantes \

Céamara
Posterior

Artéria da
Bexiga Natatoria
Ducto

Esofago Pneumatico

Figura 7 Posicdo anatémica da bexiga natatéria na zebrafish.

SISTEMA CARDIOVASCULAR

O coragdo do zebrafish possui
chamadas de dtrio e ventriculo. A anatomia do coragdo
também inclui o seio venoso e o bulbo arterial. No zebrafish e

duas cémaras,
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em outros peixes teledsteos, o bulbo arterial é uma cémara de
parede espessa que conecta o ventriculo & aorta ventral.

O retorno venoso alcanca o seio venoso, que é drenado
para o dtrio circundando a porcdo dorsal do ventriculo. O
sangue é, entdo, bombeado do ventriculo através do orificio
bulboventricular e para o bulbo arterial, que estd conectado &
aorta ventral. O bulbo arterial confere um fluxo constante e
continuo de sangue aos arcos branquiais, que s@o os locais
principais de oxigenagdo sanguinea nos adultos. A partir deste
ponto, o sangue é distribuido, através da aorta dorsal, para o
resto do corpo.

Vérias pesquisas cardiovasculares sdo realizadas no
embrido do zebrafish, |& que o coracdo é o ébrgdo
predominante nesta fase de desenvolvimento, sendo facilmente
visualizado 72 horas pés-fertilizagéo. Além disso, o sistema
vascular é completamente funcional neste periodo. Existem
inUmeras similaridades entre as propriedades elétricas do
coraco humano e do zebrafish, tornando-o um modelo
adequado para estudos de arritmias cardiacas.

SISTEMA NERVOSO E SENSORIAL

Os olhos do zebrafish sdo muito similares aos dos
mamiferos. A anatomia, histologia e bioquimica do olho sédo
muito parecidas entre as diferentes classes de vertebrados.
Entretanto, em contraste com os roedores, que sdo animais
noturnos, o zebrafish é diurno e suas retinas tem um grande
nimero de subtipos de cones e bastonetes.

O zebrafish possui ouvidos internos. Em vertebrados, o
sistema auditivo baseia-se na captagéo de vibracdes pelas
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células ciliadas desse 6rgdo, que sdo traduzidas em sinais
neurais e entdo transmitidas ao cérebro.

A linha lateral nos peixes é um sistema sensorial que
permite que o animal detecte e responda a variagdes de
movimento na dgua. Ela consiste de células ciliadas sensoriais,
conhecidas como neuromastos, que sGo embutidas na pele em
linhas que percorrem o comprimento dos dois lados do corpo.
A linha loteral é envolvida em uma variedade de
comportamentos, incluindo fuga de predadores, formacéo de
cardumes e reproducgéo.
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FUNDAMENTOS DE MANEJO

NUTRICAO E ALIMENTACAO

Juntamente com a qualidade da dgua, a nutricéo e a
alimentagdo sdo as mais importantes determinantes de sucesso
— ou falha — na criacdo do zebrafish. Portanto, para garantir a
eficiéncia e o perfeito manejo destes peixes em biotério, é
essencial que os gerenciadores e técnicos possuam um bom
conhecimento sobre nutrigdo e tipos de alimentos disponiveis.

REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS

A habilidade de criar e manter peixes em cativeiro é
absolutamente dependente de uma perfeita nutricgo. Os
requerimentos nutricionais das espécies sendo criadas devem
ser estabelecidos e essa informacdo deve ser aplicada de
maneira adequada para que se promova mdximo crescimento,
sobrevivéncia, reproducéo e atividade imune.

Mesmo que os requerimentos nutricionais do zebrafish
sejam desconhecidos, eles devem ser parecidos, de alguma
forma, com os de espécies de ciprinideos tropicais onivoros,
como o kinguio (Carrasius auratus) e a Carpa (Cyprinus
carpio). Dados sobre essas espécies estdo disponiveis e podem
ser usados como padréo razodvel quando falta informacéo
especifica sobre o zebrafish.
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Figura 8 Os requerimentos nutricionais da Carpa Comum (Cyprinus
carpio) podem servir de base quando informagdes especificas sobre
o zebrafish sdo desconhecidas. Foto: “fish.dnr.cornell.edu”.

PROTEINAS E AMINOACIDOS

As proteinas sdo necessdrias na dieta dos peixes para
fornecer tanto aminodcidos essenciais quanto aminodcidos néo
essenciais. Os essenciais sdo aqueles que ndo podem ser
produzidos de forma enddgena e devem ser fornecidos na
dieta.

Os aminodcidos séo utilizados em um grande nimero
de funcdes biolégicas, incluindo crescimento, reproducdo,
manutencdo geral e reparo dos tecidos. A demanda especifica
de proteinas na dieta varia consideravelmente e é baseada em
hébitos alimentares naturais, nas condigdes ambientais e no
estdgio de desenvolvimento do animal. As necessidades
protéicas na dieta geralmente diminuem com a maturidade.

A exigéncia de proteina total de uma espécie pode ser
definida como a quantidade minima necesséria para satisfazer
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as exigéncias de aminodcidos e promover o mdéximo
crescimento e reproducéo.

As necessidoades minimas de proteina de alguns
ciprinideos variam de 29% a 60% da fracGo total da dieta.
Este intervalo também parece se aplicar adequadamente ao
crescimento e reproducdo do zebrafish. Em geral, os niveis de
proteina bruta na dieta devem ser maiores para as larvas,
devendo diminuir & medida que os peixes entram na idade
adulta. Dietas com até 60% de inclusdo de proteina séo
aceitéveis para o zebrafish adulto criado de forma intensiva.

LIPIDEOS

Os lipideos sdo uma importante fonte de energia, assim
como os dcidos graxos essenciais, necessdrios para o normal
crescimento e desenvolvimento do zebrafish. Eles também
auxiliam na absor¢éo de vitaminas lipossolUveis. Os dcidos
graxos poliinsaturados (AGPI) linoléico e linolénico séo
considerados essenciais porque ndo podem ser sintetizados
pelo peixe e, portanto, devem ser fornecidos na dieta

As exigéncios de dcidos groxos essenciais variom
amplamente, mas em geral, as espécies podem ser
classificadas pela sua demanda relativa de dcidos graxos n-3 e
n-6. Esta nomenclatura dos dcidos graxos refere-se &
localizacgo da primeira dupla ligacdo, que pode ocorrer no
terceiro ou sexto dtomo de carbono, a partir do carbono
metilico terminal. Algumas espécies exigem uma maior
proporcdo de n-3, alguns exigem quantidades iguais de ambos
e outros exigem maiores proporcdes de n-6. O zebrafish foi
inserido neste Ultimo grupo, pois o crescimento e a fertilidade
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demonstram melhorar com a diminuicdo da relagdo n-3:n-6
da dieta.

Embora a exigéncia de lipideos para o zebrafish néao
seja determinada, outros ciprinideos, incluindo a carpa e os
kinguios, tem um bom desempenho com niveis de lipidios de
10-15% da dieta total. Diante disso, as dietas para o zebrafish
também devem estar dentro deste intervalo e, aliado a isso,
deverdo conter niveis adequados de AGPI n-3 e n-6, a fim de
promover o méximo crescimento e producdo de gametas de
alta qualidade.

CARBOIDRATOS

Nenhuma exigéncia de carboidratos tem sido
demonstrada em peixes. No entanto, sua utilizagGo pode
reduzir o catabolismo de proteinas para sintese de glicose,
melhorar a eficiéncia de retencéo protéica e diminuir as perdas
metabdlicas de nitrogénio no ambiente. Por esse motivo, os
carboidratos sGo comumente utilizados na formulacéo de
racdes para peixes.

Todos os peixes analisados até o momento, incluindo o
zebrafish, possuem enzimas para a digestGo de carboidratos
simples e complexos. No entanto, a capacidade de digerir
esses carboidratos varia muito entre as espécies. Em geral, isto
depende do nivel tréfico. Peixes herbivoros normalmente séo
melhor adaptados para a digestdo de carboidratos complexos
quando comparados aos peixes carnivoros.

O zebrafish, como peixe tropical onivoro, que
regularmente consome insetos terrestres e aqudticos, assim
como fitopléncton, é capaz de digerir e utilizar esses compostos
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com alguma eficiéncia. De fato, tem sido demonstrado que o
zebrafish apresenta taxas de crescimento, convers@o alimentar
e ganho de peso favordveis quando alimentado com dietas
contendo até 25% de carboidratos totais.

Figura 9 Farinhas de grdos sGo comumente utilizadas como fonte de
carboidratos em ragdes comerciais para o zebrafish. Foto: Diovani

Sandin.

VITAMINAS

Vitaminas sGo compostos orgénicos requeridos pelos
peixes para um adequado funcionamento do seu metabolismo.
Até o momento, quatro vitaminas lipossoltveis (A, D, EK) e 11
hidrossoldveis (C, B6, B12, Tiaminag, Acido Félico, Bioting,
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Niacina, Acido Pantoténico, Riboflavina, Colina e Mio-inositol)
se mostraram essenciais na dieta de peixes.

As vitaminas devem ser fornecidas na dieta, embora, em
alguns casos, alguns destes compostos sejom produzidos pelo
metabolismo da flora bacteriana intestinal. Deficiéncias
vitaminicas sdo de dificil diagnéstico por apresentarem
sintomas ndo especificos e se desenvolverem vagarosamente
ao longo do tempo.

Os requerimentos precisos para o zebrafish séo
desconhecidos, embora algumas vitaminas, como d4cido
ascérbico e dcido retindico, sejaom reconhecidamente
importantes na producéo de gametas. A maioria dos alimentos
vivos é rica em vitaminas e ragdes bem formuladas deveriam,
também, conter niveis adequados e estabilizados destes
compostos.

MINERAIS

Minerais sGo elementos inorgdnicos, requeridos pelo
peixe em quantidades traco para um grande nUmero de
processos bioldgicos, incluindo ossificacdo, osmorregulacdo e
fungdes do sistema nervoso. Podem ser obtidos via dieta ou
através do préprio ambiente aquético. Célcio, magnésio,
sédio, potdssio, ferro, zinco, cobre e selénio séo todos
naturalmente absorvidos da dgua circulante através das
brénquias.

O zebrafish é uma espécie classificada como de “dgua
dura", embora a literatura sobre tal assunto seja escassa. De
qualquer forma, seu desempenho é reduzido em ambientes
com baixas concentracdes de Ca®*, sugerindo um elevado



Manual de Criagdo do Zebrafish em Biotério

custo metabdlico em condigdes de “dgua mole”. Os
requerimentos dietéticos minerais para o zebrafish ndo foram
determinados. Mesmo assim, dietas contendo alimentos vivos
ou racdes adequadamente formuladas provavelmente
fornecer@o os niveis de minerais necessérios para as fungdes
biolégicas e de mantenca.

TIPOS DE ALIMENTO

Existem duas classes de alimentos para peixes: vivos e
processados. Dietas com alimentos vivos incluem vérias
espécies de zoopléncton, como Artémias, rotiferos e
Paramecium spp.. Todas elas compartilham caracteristicas
favordaveis, como facilidade de cultivo, perfil nutricional
balanceado, alta digestibilidade, atratividade e aceitabilidade.
Dietas com alimentos processados sd@o projetadas para
substituir as dietas com alimentos vivos, sendo que a utilizagédo
de racdes formuladas normalmente representa diminuicdo de
custos com alimentagdo em relagdo a alimentos vivos, permite
um maior controle sobre o estado nutricional dos animais e
reduz o risco de introducéo de patégenos ou toxinas via dieta.

ALIMENTOS VIVOS

Os nduplios de Artémia sdo o principal alimento vivo
utilizado em dietas de zebrafish. Os cistos deste pequeno
crustdceo vem sendo utilizados hd tempos na aquariofilia. Por
serem metabolicamente inativos, quando empacotados a
vdcuo e mantidos em ambientes secos e frios, podem ser
estocados por anos até serem utilizados. Quando reidratados
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em dgua salgada, por 18-24 horas, os nduplios eclodem dos
cistos e podem ser oferecidos como alimento ao zebrafish em
qualquer estédgio de vida.

Figura 10 Nduplio de Artémia. Foto: “artemia-gallery-new.php”.

Como os nduplios ndo se alimentam, dependendo
completamente das suas reservas, devem ser oferecidos aos
peixes logo apds a ecloséo, | que a quantidade de energia
transferida do nduplio para o peixe diminui com a idade do
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crustbceo. Além disso, este estdgio de vida é o mais
apropriado para o zebrafish em termos de tamanho,
visibilidade e digestibilidade.

Os metanduplios, a segunda fase de desenvolvimento
das Artémias, sdo filtradores nédo seletivos e podem ser
“enriquecidos” com emulsificacdes de dcidos graxos ou
microalgas, sendo bastante apropriados para os zebrafish
juvenis e adultos.

Os dois outros alimentos vivos comumente utilizados na
alimentacdo do zebrafish sdo zooplanctons que podem ser
oferecidos durante os primeiros dias de vida do peixe. Um
deles sdo os Paramecium spp., que s@o pequenos ciliados de
dgua doce (150-250 um) comumente usados como primeira
fonte de alimento para as larvas que estdo iniciando a
alimentagdo exdégena. Esses animais s@o simples de serem
cultivados, féceis de serem capturados e continuam a se
desenvolver e reproduzir nos tanques. Seu valor nutricional é
limitado, portanto ndo sGo adequados para o zebrafish apds o
estdgio larval. O seu perfil nutricional pode ser melhorado
através do enriquecimento com microalgas ou spirulina
(bactéria rica em proteinas e vitaminas) antes de serem
ofertados as larvas. Sua importédncia como alimento é vdlida
para garantir o crescimento das larvas até que elas tenham
desenvolvido habilidades de nado e abertura de boca
suficiente para se alimentar de forma eficiente de presas mais
completas nutricionalmente, como a Artémia.

Os outros zoopladnctons comumente utilizados na
alimentacdo de larvas de zebrafish séo os rotiferos Brachionus
spp. Os rotiferos sé@o, provavelmente, o zoopléncton mais
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utilizado na dieta de larvas de peixes. Eles sdo pequenos
(~100-250 um), nadam vagarosamente e ingerem
rapidamente microalgas, bactérias, spirulina e emulsificagdes
de dcidos graxos que podem, entdo, ser disponibilizados aos
peixes que os predam. Os rotiferos de dgua salgada,
Brachionus plicatilis, sGo bastante tolerantes a variacdes de
salinidode e podem permanecer vivos e se reproduzir no
ambiente onde as larvas de zebrafish sGo cultivadas.

(Foto: J.B.Leonardsen) - #
Figura 11 Rotifero Brachionus plicatilis.

ALIMENTOS PROCESSADOS

As larvas de zebrafish podem ser tratadas
exclusivamente com dietas processadas, mas o desempenho é
menor quando comparado &s larvas tratadas com dietas vivas.
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As principais razdes para isso podem estar ligadas ao fato de
que alimentos vivos sejam mais balanceados nutricionalmente,
mais atrativos quimica e visualmente e mais digestiveis. Se a
escolha for pela alimentacdo processada, deve haver muito
cuidado com relacdo & quantidade ofertada e & taxa de
renovagdo da dgua, |G que este tipo de alimento tende a sujar
o ambiente.

Figura 12 Diferentes tipos e tamanhos de alimento processado.

O alimento processado pode ser usado como fonte
exclusiva apdés a fase larval, se for nutricionalmente
balanceado, palatavel, estavel e de boa digestibilidade. E
essencial que dietas processadas sejam estocadas e
administradas corretamente. A vida 0til de um alimento
processado ndo passa de trés meses, quando mantido em
local seco e ventilado. A oxidacdo de componentes do
alimento, especialmente dcidos graxos, aumenta com a
temperatura. Por isso, alimentos processados devem ser
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mantidos em compartimentos fechados, refrigerados e
descartados depois de trés meses.

Alimentos processados devem ser ofertados secos e ndo
hidratados previamente. Ao contato com a dgua, os nutrientes
hidrossolUveis serdo diluidos no ambiente dentro de minutos,
resultando em oferta de alimento nutricionalmente vazio, em
crescimento aumentado de algas, além de outros problemas.

A correta administragdo de alimento é um desafio
operacional na manutencéo do zebrafish, requerendo um
grande investimento de tempo e servigo, mesmo em pequenas
instalagdes. Alguns problemas com qualidade e frequéncia de
alimentacdo  geralmente surgem como resultado da
necessidade de alimentar centenas, se ndo milhares de
tanques manualmente, vdrias vezes ao dia. A maneira mais
simples e mais empregada para resolver esse problema é a
criacdo de um procedimento padréo de alimentacGo que deve
ser seguido por todo o pessoal responsével.

A NUTRICAO NOS ESTAGIOS DE VIDA

Durante o desenvolvimento de vida do zebrafish, seus
requerimentos nutricionais mudam em termos de qualidade e
quantidade. O entendimento destas mudancas é importante
para que os protocolos de alimentagdo sejam criados de
acordo com o estégio de vida dos peixes.

LARVAS

Em condicdes tipicas de manutencéo do zebrafish em
cativeiro, as larvas iniciam a alimentacdo exdégena em
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aproximadamente cinco dias apés a fertilizacdo. Este periodo
coincide com marcos de desenvolvimento, como a finalizacdo
do sistema digestivo rudimentar e abertura da boca,
enchimento da bexiga natatéria e deplecéo das reservas do
saco vitelinico. Ao longo das préximas semanas de vida, até
alcancarem a metamorfose (transicdo para o estdgio juvenil),
as larvas devem se alimentar constantemente para garantir
crescimento e atender as demandas energéticas que sdo mais
altas neste estdgio do que em qualquer outro ponto do seu
desenvolvimento.

Assim, existem vdrios fatores que devem ser levados em
conta ao desenvolver protocolos de alimentagdo para larvas do
zebrafish. lIsso inclui caracteristicas do alimento como
tamanho, perfil de nutrientes, suspens@o e estabilidade na
dgua, digestibilidade, aceitabilidade, quantidade e frequéncia
de oferta.

Perfil nutricional: larvas de zebrafish requerem dietas
ricas em proteinas para atender ds demandas de crescimento e
energia. As dietas também devem conter adequadas
proporcdes de lipideos, em parte para “economizar” proteinas
para o crescimento. Carboidratos ndo sdo necessérios e devem
estar em quantidades minimas para garantir uma digestdo
com mdxima eficiéncia. Vitaminas devem ser ofertadas em
quantidades traco, assim como os minerais. Alimentos vivos
sdo uma excelente fonte para larvas de zebrafish, pois
geralmente possuem perfil nutricional adequado e grandes
guantidades de aminodcidos livres.

Em geral, as larvas de zebrafish se desempenham bem
com dietas contendo 45-60% de proteina bruta, 6-10% de
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lipideos e menos de 5% de carboidratos. Quantidades trago de
vitaminas e minerais essenciais também devem ser inclusos.

Figura 13 Larva de zebrafish ainda com reservas no saco vitelinico.
Foto de Bernardo Vaz — FURG.

Estabilidode na d&gua: o alimento deve manter sua
estabilidade, no sentido de ndo causar problemas relativos &
qualidade da dgua e de ndo perder seu valor nutritivo antes da
ingestdo pelos peixes. Dietas vivas s@o estdveis e, enquanto se
mantiverem vivas nos tanques de cultura, mantém seu valor
nutritivo.  Para alimentos processados, no entanto, a
estabilidade é um problema que deve ser sanado na hora da
formulagGo. A retengdo de nutrientes hidrossolUveis €
maximizada quando essas particulas estdo ligadas a uma
matriz  hidrostdtica da dieta ou quando ¢é feito o
encapsulamento por agentes protetores. Quando da utilizagéo
de tais dietas para larvas de zebrafish, deve-se buscar produtos
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que oferecam estabilidade na dgua, mas que ao mesmo
tempo mantenham sua digestibilidade.

Suspensdo: as larvas de zebrafish se alimentam
principalmente na coluna d’dgua e néo possuem habilidade de
se alimentar na superficie ou no fundo de forma eficiente.
Sendo assim, o alimento deve estar em suspenséo, a fim de
aumentar a sua disponibilidade ao peixe. Dietas vivas, como
Paramecium spp., rotiferos e Artémias nadam ativamente na
coluna d’dgua e sdo, portanto, adequados para alimentacdo
de larvas de zebrafish. Entretanto, as Artémias normalmente
morrem quando imersas por muitas horas em dgua doce e,
assim, ndo estardo disponiveis por periodos prolongados.
Dietas processadas devem conter uma densidade adequada
para garantir que continuem na coluna d’dgua por um periodo
adequado. Dietas que rapidamente afundam ndo séo
interessantes e podem causar problemas associados ao
apodrecimento da dgua em tanques de cultura.

Tamanho: o tamanho do alimento também é crucial. As
larvas tem o tamanho da boca limitado e, normalmente,
ingerem sua presa inteira. Consequentemente, o alimento deve
ter o tamanho apropriado para este estdgio de vida, sendo de,
no mdéximo, 150-200 um. Paramecium spp., rotiferos e uma
variedade de dietas processadas sdo apropriadas neste
quesito. Alimentos processados sdo disponibilizados em uma
grande variedade de diferentes tamanhos de particulas e
devem ser selecionados apropriadamente.

Digestibilidade: devido ao seu sistema digestivo
rudimentar, as larvas de zebrafish possuem capacidade de
absor¢do de nutrientes limitada. Consequentemente, os
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alimentos devem ser de alta digestibilidade para que a larva
possa absorver os nutrientes rapidamente e utilizd-los para
crescimento e metabolismo. Alimentos vivos sGo altamente
digestiveis, em parte por conterem enzimas proteoliticas, que
podem ser utilizadas pelo peixe para auxiliar na digestdo.
Alimentos processados variom grandemente em termos de
digestibilidade, devendo ser testados por tentativa e erro em
uma pequena amostra de peixes, antes de serem ofertados a
todos os animais.

Aceitabilidade: larvas usam estimulos visuais e quimicos
para auxiliar na localizagdo de alimento. Dietas vivas sGo mais
atrativas as larvas do zebrafish devido ao seu comportamento
de nado constante e vagaroso, o que facilita a detecgdo pelas
larvas e também ativa o comportamento de caca necessdrio
para a sua alimentacdo. Este tipo de dieta também contém
aminodcidos livres que servem como atrativo olfatério.
Alimentos processados sGo considerados inferiores, pois além
de ndo se movimentarem, nem sempre apresentam os
aminodcidos livres necessdrios para desencadear respostas
olfatérias nos peixes.

Quantidade e frequéncia de oferta: devido & pequena
habilidade de nado e tamanho das larvas, é de essencial
importdncia garantir que a taxa de encontro destas com o
alimento sejo a mais alta possivel. Larvas de peixes podem
consumir de 50-300% do seu peso corporal diariamente. Isso
significa que o alimento deve ser ofertado em grandes
guantidades sem, no entanto, prejudicar a qualidade da dgua.
Alimentos vivos, como o Paramecium spp. e os rotiferos, sdo
excelentes nesta questdo, pois podem ser ofertados



Manual de Criagdo do Zebrafish em Biotério

abundantemente &s culturas sem causar tais  efeitos
indesejdveis. Eles sobrevivem e, em alguns casos, chegam até
a se reproduzir nos tanques, servindo como uma constante
fonte de alimento para as larvas em desenvolvimento.

Os alimentos processados também podem ser utilizados
em grandes quantidades, porém ofertados frequentemente e
em pequenas doses para evitar que prejudiquem a qualidade
da 4gua. Além disso, a estabilidade de tal alimento na dgua é
importantissima. Deve-se, entdo, dar preferéncia aos alimentos
encapsulados, que retém os nutrientes hidrossolUveis por maior
tempo e tendem a prejudicar a qualidade da dgua de forma
mais amena.

JUVENIS

Assim que as larvas terminarem a metamorfose para
juvenis (21-28 dias apds a fertilizacdo, dependendo das
condicdes), os tecidos, 6rgdos e estruturas serdo substituidos
por versdes rudimentares dos mesmos encontrados nos peixes
adultos. Essa fase de maturagdo no desenvolvimento do
zebrafish é caracterizada ainda por um rdpido crescimento e a
dieta ofertada a esses animais deve atender a esta demanda.

Perfil  Nutricional: como no estdgio larval, o
requerimento de proteinas ainda é bastante alto devido & sua
rapida taxa de crescimento. Lipideos também sdo muito
importantes nesta fase devido ao seu efeito na economia de
proteinas como fonte de energia e na maturacdo sexual. Os
carboidratos também podem servir de poupadores de
proteinas no processo de crescimento, embora ndo haja
requerimento deste tipo de nutriente. Minerais e vitaminas
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também tem a mesma importéncia que tinham no estdgio
larval, dando suporte ao crescimento e metabolismo durante
esta fase.

Em geral, dietas usadas para juvenis devem ter perfis
nutricionais similares as de larvas, com 45-60% de proteina
bruta, 6-15% de lipideos, menos de 5% de carboidratos e
quantidades traco de minerais e vitaminas essenciais.

Estabilidade: ainda é muito importante que o alimento
mantenha sua estabilidade na dgua durante o estdgio juvenil.
A grande diferenca durante esta fase é a mudanca para
alimentos peletizados, que normalmente sGo muito mais
instdveis que os alimentos microparticulados e encapsulados
fornecidos as larvas. A devida atencdo deve ser dada para
garantir que esse alimento seja fornecido adequadamente e
sem excesso. Isso é particularmente importante, pois os peixes
levardo certo tempo até se acostumarem com a nova dieta.

Suspensdo: os juvenis sdo mais livres na coluna d’égua
em termos de alimentacdo, devido as maiores habilidades de
nado e caca. Eles rapidamente aprenderdo, ao longo de
poucos dias, a se alimentarem na superficie e no fundo. Ainda
assim, alimentos que permanegam em suspensdo por longos
periodos s@o desejdveis, pois a eficiéncia de alimentacGo é
maior nesta drea e alimentos que afundam séo filtrados antes
que os peixes possam ingeri-los.

Tamanho: o tamanho da boca dos juvenis é maior e,
mesmo ainda consumindo pedacos inteiros, tendem a rasgar e
guebrar o alimento quando necessdrio. Desta forma, o
tamanho das particulas pode ser aumentado para 400-600

um.
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Digestibilidade: embora os juvenis possuam um sistema
digestivo mais desenvolvido e completo do que o das larvas, os
alimentos fornecidos ainda devem ser de alta digestibilidade
para auxiliar na minimizagdo de perdas energéticas. A energia,
desta forma, pode entdo ser utilizada para crescimento e
desenvolvimento ao invés de ser utilizada na quebra de
moléculas complexas.

Aceitabilidade: os mesmo principios de aceitabilidade e
palatabilidade que se aplicam para as larvas devem também
ser considerados para juvenis.

Quantidade e frequéncia de oferta: como os juvenis
ainda apresentam rdpido crescimento, eles ainda devem ser
alimentados com grandes quantidades (25-50% do peso
corporal diariamente). A manutencéo de alimento vivo dentro
dos tanques como fonte de alimentac@o para os peixes & ndo
é téo fdcil de ser obtida. Os Paramecium spp. ndo sGo mais
nutritivos e grandes o bastante para servirem como base da
dieta e as Artémias ndo sobrevivem nos tanques por mais de
poucas horas. Além disso, os juvenis se alimentam de forma
muito mais eficiente e consomem quantidades maiores de
alimento. Assim, ao se utilizar dietas vivas, principalmente
Artémias, é necessdrio mudar o manejo alimentar para uma
administracdo menor e mais frequénte. Este manejo também
pode ser aplicado ao se utilizar alimentos processados e,
devido ao aumento da taxa de renovacdo de dgua dos tanques
nesta fase, a degradacéo do alimento ndo é tdo prejudicial
como seria nas condigdes em que as larvas sdo mantidas.
Mesmo assim, a alimentacdo em excesso deve ser evitada.
Uma maior frequéncia de oferta de alimento em menores
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guantidades resulta em pouco ou nenhum residuo e facilita
este processo.

ADULTOS

O zebrafish é criado principalmente para produgdo de
embrides. Ao atingirem a maturidade sexual, os peixes devem
estar prontos para gerarem o maior nimero possivel de
embrides, de forma consistente e continua. A dieta oferecida a
esses animais deve, entdo, auxiliar neste objetivo.

Perfil Nutricional: embora o zebrafish continue a crescer
por todo o seu periodo de vida, esta fase & ndo é
caracterizada por um crescimento rdpido. Assim, a prioridade
na escolha de nutrientes deve levar em conta ndo mais o
crescimento, mas sim a reproducdo. Os niveis de proteina
ainda devem representar a maior por¢do da dieta, mas devem
ser menores quando comparados com os das dietas oferecidas
a larvas e juvenis. Lipideos se tornam mais importantes, pois
certos dcidos graxos s@o importantes para as funcdes
reprodutivas, particularmente na producdo de ovos e na
fertilidade. Carboidratos né&o s@o necessdrios e devem
permanecer em niveis baixos para evitar gastos desnecessdrios
de energia. Os requerimentos nutricionais de vitaminas e
minerais ainda sdo pequenos em relagdo a dieta total, embora
a proporcdo de certas vitaminas deva ser levemente
aumentada.

Em geral, dietas usadas para adultos devem apresentar
um perfil nutricional com 45-55% de proteina bruta, 10-15%
de lipideos, menos de 5% de carboidratos e quantidades traco
de vitaminas e minerais essenciais. Alimentos que contenham
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niveis adequados de dcido ascérbico (vitamina C) e dcido
retindico (vitamina A), podem ajudar na manutengdo da
funcdo reprodutiva dos animais.

Estabilidade: os alimentos devem demonstrar boa
estabilidade. Isto é importante para garantir que os nutrientes
cheguem aos peixes sem serem perdidos na dgua. Essa
questdo se torna ainda mais importante na oferta de vitaminas
e dcidos graxos. Sdo exatamente estes nutrientes que se
solubilizam mais rapidamente e, por isso, deve-se dar especial
atencdo & forma de distribuicdo do alimento.

Suspens@o: o zebrafish se alimenta igualmente bem
tanto no fundo, quanto na superficie e na coluna d’'dgua.
Entretanto, alimentos que permanecam maior tempo em
suspensdo sdo preferiveis por maximizar o aproveitamento do
alimento ofertado.

Tamanho: embora o zebrafish seja capaz de ingerir
alimentos maiores que 600 um, é ideal manter as dietas entre
400-600 um para facilitar a digestdo. Alimentos processados
maiores devem ser moidos em pedacos menores antes de
serem ofertados. Grande parte dos alimentos peletizados esté
disponivel em diversos tamanhos e devem ser escolhidos de
acordo.

Digestibilidade: o alimento deve apresentar alta
digestibilidade para minimizar perdas de energia. A energia
economizada desta forma pode ser entéo, utilizada para os
processos reprodutivos.

Aceitabilidade: os mesmos padrées de aceitabilidade
que se aplicam as larvas e juvenis também devem ser
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considerados para os adultos, ainda que estes Ultimos sejam
relativamente menos seletivos.

Quantidade e frequéncia de oferta: a forma mais
apropriada de se criar protocolos de alimentacéo do zebrafish
adulto é levar em conta as regras usadas para a maioria das
espécies cultivadas em aquicultura, que é oferecer entre 1-5%
do peso vivo diariamente. Essa quantidade pode ser maior, até
10% do peso vivo, dependendo da intensidade de utilizagdo na
reproducdo, pois diferentemente de outras espécies cultivadas,
o zebrafish é criado para producdo de embrides e ndo de
carne. A reproducdo, especialmente de forma constante,
consome muita energia e é estressante. Assim, o peixe precisa
recompor a energia e nutrientes gastos através da dieta. O
cuidado com a alimentagio em excesso deve ser sempre
redobrado, pois problemas na qualidade da dgua podem
afetar negativamente a reproducéo.

Assim como para os juvenis, é ideal oferecer alimentos
frequentemente e em pequenas quantidades aos adultos. Isso
devido & alta demanda de energia e nutrientes causada pelos
processos reprodutivos. Os periodos de alimentacdo devem ser
distribuidos durante as horas de luz, entre trés e cinco vezes ao
dia.

Vale lembrar que os peixes que ndo estdo sendo
utilizados na producéo de embrides possuem uma demanda
nutricional reduzida e podem ser alimentados em quantidade e
frequéncia muito menores.
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REPRODUCAQ

Uma das caracteristicas mais importantes do zebrafish,
como modelo animal, é sua grande fertilidade. O seu
amadurecimento sexual ocorre rapidamente e a reprodugdo
acontece em uma ampla gama de condig¢des, garantindo a

producdo de milhares de larvas durante o seu curto periodo de
vida.

TTotdha

Figura 14 Ovo de zebrafish com embriGo em desenvolvimento. Foto

de Bernardo Vaz — FURG.

Esse potencial o torna ideal para o uso em um amplo
espectro de pesquisas na drea da biologia.
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CICLO REPRODUTIVO

O zebrafish, em condicbes de biotério, comumente
atinge a maturidade sexual entre 3-6 meses pés-fertilizagdo.
Como isso varia consideravelmente com as condigdes
ambientais, incluindo densidade populacional, temperatura e
disponibilidade de alimento, é mais apropriado relacionar a
maturidade reprodutiva ao tamanho do que & idade. Um
tamanho padréo, de aproximadamente 23 mm, corresponde &
maturidade reprodutiva nessa espécie.

Em condicdes favordveis, o zebrafish se reproduz
continuamente durante a maturidade sexual. As fémeas séo
capazes de desovar diariamente, embora o intervalo entre
posturas dependa da nutricio, qualidade da dgua e
intensidade de produgdo. Um intervalo de descanso de uma
semana entre posturas é geralmente recomendado para uma
melhor producéo de ovos vidveis.

FATORES DE CONTROLE

O olfato pode representar um papel importante na
reproducdo do zebrafish. A liberacéo de feromédnios na dgua
pelos machos induz a ovulagdo nas fémeas, que mostram um
aumento significativo nas frequencias de desova, no nimero e
na viabilidade dos ovos, quando comparadas com fémeas
mantidas isoladamente. As fémeas, por sua vez, liberam
feroménios durante a ovulacdo, induzindo o comportamento
de acasalomento nos machos. Pelo impacto positivo dessas
inferagdes na criagdo, é importante manter machos e fémeas
compartilhando a mesma d&gua, por pelo menos 12 horas,
antes de colocd-los juntos para o acasalamento.
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A liberac@o de feroménios por fémeas dominantes pode
inibir a desova de fémeas subordinadas. Portanto, é
aconselhavel evitar manter os mesmos grupos de fémeas
juntas no mesmo tanque por extensos periodo de tempo,
prevenindo o estabelecimento de tal hierarquia.

A reproducdo do zebrafish também ¢é fortemente
influenciada pelo fotoperiodo. A ovulacdo ocorre normalmente
um pouco antes do amanhecer e a desova comega nas
primeiras horas de luz do dia.

No entanto, a reproducdo ndo se limita a este hordrio.
O zebrafish pode acasalar em qualquer periodo do dig,
inclusive durante a noite, embora a producéo de ovos seja

mais intensa no inicio da manha.

COMPORTAMENTO REPRODUTIVO

O zebrafish exibe rituais de acasalaomento antes e
durante a desova. Durante a corte, os machos nadam em
circulos com as nadadeiras levantadas, préximos ao local de
desova, para que as fémeas os vejam. No momento da
desova, o macho nada em paralelo com a fémea e envolve
seu corpo, provocando a liberacéo de évulos e liberando o
esperma simultaneamente. Os machos competem pelas
fémeas, estabelecendo e defendendo territérios. Os peixes
parecem preferir locais com cascalho, vegetacdo e com édguas
rasas para a reproducdo. Em biotério, pode-se adicionar
plantas de pldstico aos tanques de reproducdo, com a intencéo
de simular o ambiente natural preferido para a desova.
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TECNICAS DE REPRODUCAO E EQUIPAMENTOS

H& uma variedade de métodos que podem ser usados
para realizar a reproducdo do zebrafish em biotério. Esses
métodos podem ser realizados dentro ou fora dos sistemas de
recirculagdo.

O primeiro método envolve a adicdo de um local de
desova ou substrato, enquanto os peixes permanecem no
sistema. Ele se baseia na reproducéo natural, mantendo-os em
grupos de sexos misturados e com minima manipulacGo
humana. O substrato mais comumente utilizado sé@o bolinhas
de gude. Os peixes desovam entre as bolinhas e os ovos caem
entre os espacgos, evitando o canibalismo e facilitando a coleta
subsequente através de sifonamento. Esse método pode ser
eficaz, mas é impraticdvel em locais onde se trabalha com
centenas ou milhares de tanques.

Outra alternativa é a realizagdo da reproducdo em
tanques separados do sistema. Utiliza-se um tanque especial
para reproducéo, com um fundo gradeado, que se encaixa em
um recipiente maior preenchido com dgua. Quando os peixes
de reproduzem, os ovos fertilizados passam pelo fundo
gradeado, se depositando no fundo do recipiente inferior e
ficando protegidos contra o canibalismo. Este método se
provou bastante eficaz e é o mais utilizado nos biotérios de
zebrafish.
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Figura 15 Tanque utilizado para reproducéo do zebrafish, com o

fundo gradeado para passagem dos ovos.

LARVICULTURA

A eficdcia de um protocolo de criagdo pode ser definida
por trés fatores principais na producdo de larvas: crescimento,
sobrevivéncia e manejo. O ideal é minimizar a necessidade de
manejo e maximizar as taxas de crescimento e sobrevivéncia.
Isso, porém, requer capacidade de observagdo e compreenséo
sobre nutricdo e qualidade da d&gua, além de conhecimento
sobre a biologia e comportamento das larvas.



FUNDAMENTOS DE MANEJO

MANIPULACAO E CUIDADOS COM OS EMBRIOES

O manejo apds a desova é crucial para o sucesso da
criagdo. Durante a reprodugéo, os ovos descem para o fundo
do tanque de criacdo e acabam se misturando com residuos 14
encontrados. Assim, os embrides devem ser retirados e
selecionados de modo rdpido, evitando que a exposigdo
prolongada aos residuos acarrete contaminagdes. Uma
maneira simples de coletar os ovos é despejar delicadamente a
dgua que contém os ovos através de um coador ou uma rede
com poros de 600 um de diémetro. Os ovos retidos devem ser
cuidadosamente lavados com dgua limpa e trasferidos para
placas de petri preenchidas com dgua. E importante limitar a
densidade a 50-100 ovos por placa para diminuir a chance de
contaminag¢do. Em alguns casos, pode ser usado azul de
metileno (0,00003%) dissolvido na dgua, diminuindo ainda
mais a chance de contaminacdo por protozodrios ou fungos.

De 12-24 horas apds a coleta, a dgua pode ser
substituida e os embrides néo vidveis, facilmente identificados
pela sua aparéncia esbranquicada, devem ser retirados. Nesse
momento os ovos podem ser desinfetados. Apds esses
procedimentos, os ovos ficam em repouso, em recipientes de
incubacdo, até que as larvas eclodam e inflem as bexigas
natatérias.
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Figura 16 Placa de petri contendo ovos coletados - UFRJ.

BIOLOGIA DA LARVA

Geralmente, os ovos do zebrafish eclodem de 2,5-3 dias
pés-fertilizacdo. Esse tempo depende muito da temperatura,
sendo que nas mais baixas (24 - 26°C) a eclosGo é mais
demorada que em temperaturas mais altas (28 — 30°C). As
larvas tem baixa motilidade até por volta do quinto dia pés-
eclosdo, quando elas sobem & superficie e inflam as bexigas
natatérias. Isso permite sua flutuabilidade e natagdo na coluna
da dgua, iniciando seu comportamento de captura de
alimentos. Antes disso, as larvas sGdo dependentes das reservas
do saco vitelinico, que ainda é utilizado por um ou dois dias
apds o inicio da alimentagdo exégena e é totalmente absorvido
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até aproximadamente o 7° dia pés-eclosdo. E importante,
porém, fornecer alimento as larvas assim que elas subam para
a superficie, favorecendo o desenvolvimento do seu sistema
digestivo e minimizando perdas por desnutricdo.

QUALIDADE DA AGUA

Um dos grandes desafios na criagdo de qualquer
espécie de peixe em cativeiro, é conciliar a necessidade de
alimentacdo constante das larvas com a manutengéo da
gualidade da dgua em seu ambiente. A larva do zebrafish néo
produz quatidades significativas de residuos, mas a
preocupacdo principal em relagdo & qualidade da dgua em
tanques de larvas é o destino dos alimentos ndo consumidos.
Tais residuos, quando ndo removidos, podem ser degradados
e gerar amdénia. Uma maneira simples para resolver esse
problema é utilizar um fluxo de dgua adequado aos tipos de
rag@o e quantidades utilizadas. Deve-se, porém, haver cuidado
para garantir que as taxas de fluxo ndo sejam altas demais: os
alimentos podem ser levados com a corrente antes das larvas
terem chance de consumi-los e a energia gasta para elas se
manterem na coluna da dgua pode prejudicar seu
desenvolvimento. O fluxo deve ser leve no inicio e aumentar
gradativamente, conforme os peixes crescem e se tornam mais
capazes de nadar e de consumir alimentos maiores.
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Figura 17 Larvas de zebrofish |G apresentando comportamento de

nado e busca por alimento. Foto de Bernardo Vaz — FURG.
DENSIDADE

A densidade em que os peixes sGo mantidos exerce
efeitos na sadde, produtividade e bem-estar dos animais. Em
ambientes de pesquisa, a densidade tem relacdo direta com
logistica, espaco, trabalho e custos.

A densidade ideal pode ser definido como o ndmero
méximo de animais mantidos em um tanque, sem prejudicar o
bem-estar e o desenvolvimento dos animais. Este valor é
diferente entre peixes adulto, juvenis ou larvas e, portanto, os
critérios para definicdo das densidades mdaxima e minima sé@o
complexos. Uma maneira simples de avaliar a densidade é
observar se a taxa de sobrevivéncia, reproducdo e crescimento
estdo maximizadas ou ndo.
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A densidade, durante as fases larval e juvenil, também
parece afetar a diferenciacdo sexual no zebrafish. Densidades
reduzidas promovem diferenciag@o para fémeas, enquanto que
as maiores densidades resultam em uma maior proporcéo de
machos. Assim, a criacdo de peixes em densidades elevadas
ou reduzidas pode resultar em uma superpopulacdo de um
sexo ou outro, complicando potencialmente os experimentos.

Ambos os extremos ndo sdo ideais para o zebrafish e
isso destaca a importancia de se encontrar a condi¢cdo ideal de
densidade. Atualmente, por falta de dados, néo existem
padrdes estabelecidos de densidade. Alguns autores sugerem
que as densidades de 40-50 peixes por litro sGo apropriadas
durante os primeiros estdgios larvais, mas devem ser
gradualmente reduzidas para cinco peixes por litro, quando
estes alcancam as fases de juvenis e adultos.

TRANSPORTE

Com o crescimento da popularidade dos sistemas de
zebrafish, também houve um acréscimo no transporte dos
peixes vivos provenientes dos fornecedores e de outras
instituicdes. O transporte é fisiologicamente estressante,
especialmente quando realizado por longas disténcias. Desta
forma, o conhecimento dos métodos ideais é essencial para
garantir a sadde e sobrevivéncia dos animais.

O principal desafio no transporte de peixes vivos é a
manutencdo da qualidade da dgua nos recipientes especificos
para esse fim. Os pardmetros mais criticos séo a concentracdo
de aménia e a quantidade de oxigénio dissolvido. Como
resultado do metabolismo normal, o peixe consome oxigénio e
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produz aménia e diéxido de carbono. Isso n&o seria problema
em um sistema de recirculagdo, mas os niveis de oxigénio e
aménia dissolvidos podem ser altamente problemdticos em
situacdes em que a dgua néo é renovada, como acontece nos

recipientes de transporte.

Figura 18 Caixa de isopor utilizada para transporte dos peixes.

A melhor maneira de resolver esse problema ¢é
reduzindo a densidade dos peixes durante o transporte. Menos
animais consomem menos oxigénio e produzem menos
aménia. Outras medidas simples, como adi¢do de oxigénio
puro nos recipientes e a restricdo alimentar dos peixes de 24-
36 horas antes do transporte, podem ser empregadas para
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garantir a qualidade da dgua, dependendo da distdncia a ser
percorrida.

A manuten¢do da temperatura também é fundamental.
E importante isolar as embalagens onde os animais serdo
transportados, podendo-se usar caixas de isopor ou qualquer
outro tipo de embalagem térmica.

MANEJO DA QUALIDADE DA AGUA

Assim como a alimentagdo e a nutricdo, a qualidade da
dgua tem grande impacto na sadde e produtividade do
zebrafish, uma vez que influencia no seu desenvolvimento,
imunidade,  fisiologia,  anatomia, comportamento e
reproducdo. Desta forma, os pardmetros de qualidade da
dgua devem ser bem conhecidos e compreendidos, ndo
apenas no seu aspecto geral, mas também em relacdo d&s
preferéncias do zebrafish. Embora a espécie tolere grandes
variacdes ambientais, existem condicdes ideais que fazem com
que o peixe ndo apenas sobreviva, mas cresca e se desenvolva
adequadamente.

TEMPERATURA

A temperatura exerce grande efeito sobre os peixes e
sobre os processos quimicos e biolégicos que definem seu
ambiente. O zebrafish exibe uma tolerGncia a temperaturas
variando entre 6,7-41,7°C, uma das maiores entre os animais
pecilotérmicos. Entretanto, em biotérios, eles sdo normalmente
mantidos a 28°C. Esta temperatura estd dentro da faixa



Manual de Criagdo do Zebrafish em Biotério

recomendada, de 24-28°C, e é onde os peixes apresentam as
maiores taxas de crescimento.

PH

O pH é determinado pela concentracdo relativa de
dcidos e bases em uma solugdo. Este pardmetro pode ser
afetado por processos naturais e artificiais e tem grande efeito
sobre os processos biolégicos do sistema. Na natureza, o
zebrafish é encontrado em d&guas levemente alcalinas e, por
isso, os valores de pH no biotério devem ser mantidos entre 7 e
8. Além de estimular o crescimento, alimentacéo e reproducdo
dos peixes, esta faixa de pH também é ideal para o
crescimento das bactérias responsdveis pela filtragem
biolégica.

ALCALINIDADE

A alcalinidade é a medida de todas as bases titulaveis
presentes na dgua. Ela representa a capacidade da dgua de
resistir a mudancas no pH. Em geral, é recomenddvel manter
os valores de alcalinidade dentro de uma faixa de 50-150 mg
de CaCOQO,/L. Isso pode ser obtido através da adicdo de alguns
compostos & dgua, como o bicarbonato de sédio, aragonita
e/ou coral moido. Niveis abaixo de 20 mg de CaCO,/L séo
considerados perigosamente baixos, podendo resultar em
variagdes bruscas de pH.
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DUREZA

A dureza mede a quantidade de ions divalentes na
dgua, principalmente de célcio e magnésio, mas também de
ferro e selénio. Os peixes necessitam destes ions para fungdes
biolégicas, os quais devem ser fornecidos aos animais através
da dgua e/ou da dieta. O zebrafish é classificado como um
peixe de “dgua dura”, ou seja, prefere valores de dureza acima
de 100 mg/L. Desta forma, a dureza da dgua em biotério deve
ser mantida em, no minimo, 75 mg/L.

SALINIDADE

Salinidade é a concentragdo total de todos os ions
dissolvidos na dgua. Ela tem grande efeito sobre a
osmorregulagdo dos peixes e sobre a quantidade de energia
gasta nesta funcdo. Quando fora dos valores ideais, pode
afetar o crescimento, reproducdo e até a sobrevivéncia dos
animais. Em biotério, a salinidade para peixes adultos deve ser
mantida em torno de 0,5-2 g/L.

OXIGENIO DISSOLVIDO

O oxigénio dissolvido na dgua é um pardmetro de
extrema importdncia, pois é essencial na respiracdo dos peixes
e outros organismos presentes no sistema. Embora os niveis de
oxigénio nos sistemas raramente estejam em valores criticos,
devido & constante movimentacdo da dgua, devem ser
cuidadosamente monitorados, especialmente em tanques
removidos do sistema, onde a dgua é parada e sem
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renovagdo. O nivel minimo recomendado de oxigénio
dissolvido é de 4 mg/L.

COMPOSTOS NITROGENADOS

O principal produto metabdlico excretado pelos peixes
é¢ a ambdnia (NH;), sendo também produzida durante a
decomposicéo de matéria orgdnica. Niveis acima de 0,02
mg/L sdo geralmente téxicos para os peixes. Assim, hd a
necessidade de eliminacdo deste composto do sistema. lIsso
pode ser obtido através das bactérias nitrificantes, presentes no
filtro biolégico, que oxidam NH; e a transformam em nitrato,
relativamente ndo toxico aos peixes (tolerado até 1000 mg/L).
Em sistemas de recirculagdo, o excesso de nitrato pode ser
facilmente removido por meio de trocas parciais de dgua.

Em sistemas novos, o estabelecimento de populacdes de
bactérias nitrificantes no filiro biolégico pode levar de seis a
oito semanas. A melhor forma de acelerar este processo é
adicionando gradativamente pequenas quantidades de peixes
no sistema ao longo de vdrios dias. Também ¢é possivel
inocular os sistemas com bactérias obtidas comercialmente.

TESTES

Devido & grande importéncia da qualidade da dgua
para a salde e produtividade dos peixes, os pardmetros
listados devem ser testados e anotados regularmente. A
frequéncia de realizagdo dos testes depende de vérios fatores,
como estabilidade dos par@metros, tempo de funcionamento
do sistema e mudancas de manejo. A tabela 2 apresenta
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alguns  pardmetros, niveis e frequéncia de testes

recomendados.

ParGmetro Niveis Adequados  Frequencia de Teste
pH 6,8-8,5 Diariamente
Temperatura 24 — 28 °C Diariamente
Aménia Total Zero Semanalmente
Nitrito Zero Semanalmente
Nitrato Até 200 mg/L Semanalmente
Alcalinidade 50 — 100 mg/L Mensalmente
Dureza 75 -200 mg/L Mensalmente
Salinidade 05-2,0¢/L Diariamente
Oxigénio Dissolvido  Acima de 4 mg/L Mensalmente

Tabela 2 Parédmetros, niveis adequados e frequencia de testes
recomendados. Adaptado de: “The Laboratory Zebrafish”.

MANEJO DE EFLUENTES

Os sistemas de manutencdo do zebrafish em biotério
necessitam de uma intensiva utilizacéo de dgua, consumindo e
descartando grandes quantidades durante seu funcionamento.
Os efluentes provenientes desses sistemas podem conter
patégenos, peixes e elevados niveis de nutrientes especificos,
requerendo grande atencéo quanto ao seu destino.

Obrigatoriamente, o manejo dos efluentes deve ser
realizado de acordo com as leis e regulamentos locais e
governamentais. Esta questéo deve ser considerada juntamente
com arquitetos na fase de planejomento, construcéo ou
renovacdo das instalagdes, sejam elas grandes ou pequenas.
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EQUIPAMENTOS E INSTALACOES

PROJETO DE INSTALACOES

A principal particularidade em biotérios de zebrafish,
diferentemente de outros que utilizam invertebrados ou
mamiferos, é a larga utilizacdo de dgua. Em instalacées para
peixes, a dgua é o meio que sustenta a vida, distribuindo
(oxigénio, minerais, alimento, etc.) e retirando (excretas,
feromédnios, etc.) compostos do ambiente de criagdo.
Consequentemente, tais recintos devem ser planejados para
lidar da melhor forma possivel com a umidade e garantir
eficiéncia, salde e segurancga, tanto para animais quanto para
os profissionais envolvidos.

RESISTENCIA A AGUA

Nos sistemas de alojamento dos peixes circulam
grandes quantidades de dgua entre filtros, encanamentos e
tanques. Além disso, hd a necessidade de transferir peixes de
um tanque para o outro e também de realizar a manutengdo
de equipamentos do sistema. Isso tudo faz com que o local
onde os zebrafish estdo sendo criados esteja constantemente
molhado.

Diante dessa realidade, todos os materiais utilizados na
construgdo de instalacdes para o zebrafish devem ser
adequados para ambientes de grande umidade e resistentes a
corrosdo e ferrugem. Os materiais que néo forem resistentes &
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umidade, como componentes elétricos, devem ser mantidos
em compartimentos secos e vedados.

H4 um grande risco de proliferacdo de bactérias,
protozodrios e outros organismos patogénicos em ambientes
com condicdo de dgua parada. Isso pode trazer problemas
tanto para as pessoas que trabalham no biotério, quanto para
os peixes. Para amenizar essa questdo, as superficies (chdo,
bancadas, etc.) devem ser impermedveis e féceis de limpar, o
chdo deve ser levemente inclinado na direggo de um ou mais
ralos e todas as dreas devem ser de fécil acesso (especialmente
em locais que tendem a acumular umidade).

INFRAESTRUTURA

Alguns fatores devem ser considerados no planejamento
geral da infraestrutura de uma instalagdo para zebrafish.
Devido & grande quantidade de dgua circulante no sistema, é
indispensdvel que o recinto seja capaz de conter qualquer
eventual inundag@o causada por erro humano ou falha de
equipamentos. O ambiente deve ser equipado com, no
minimo, um ralo para escoar toda dgua de forma rdpida e
segura.

Como os sistemas de criagdo (tanques e dgua) séo
bastante pesados, a capacidade de sustentagdo do piso deve
ser adequada a essa carga. E recomendavel que, durante a
fase de planejamento das instalacdes, a capacidade de
sustentacdo do piso exceda a carga planejada para viabilizar
possiveis expansdes, caso sejam necessarias.

O planejomento das instalagdes também  deve
considerar a necessidade de manutengdo e reparos da
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infraestrutura e de equipamentos. O encanamento, os
componentes elétricos e outros equipamentos do sistema
devem ser instalados em locais de fécil acesso.

ELETRICIDADE

A manutencdo do zebrafish em biotério, devido &
utilizacdo de bombas, ldmpadas, filtros UV, aquecedores e
outros componentes, necessita de uma intensa e ininterrupta
fonte de energia elétrica. Todos os equipamentos elétricos
devem ser instalados de acordo com as recomendagdes do
fabricante, permitindo uma operacdo segura em ambientes
Umidos. Os circuitos devem ser aterrados e os cabos e
tomadas devem ser isolados em compartimentos impermedveis
e instalados em locais seguros, afastados das dreas de
trabalho e de umidade.

CONTROLE AMBIENTAL

O local onde os peixes serdo mantidos deve ser
planejodo de forma que possibilite um rigido controle e
monitoramento do ambiente. A temperatura deve ser regulada
para minimizar as oscilagdes, que devem ser de, no méximo,
5°C para cima ou para baixo. O sistema de ventilagdo deve
renovar o ar da melhor forma possivel dentro do biotério,
minimizando a umidade. A iluminacdo também deve ser
controlada, pois o fotoperiodo é essencial na regulagdo do
crescimento e da reprodugdo dos peixes. O ciclo didrio mais
utilizado é o de 14 horas de luz e 10 horas de escuro.
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ACESSO

O acesso ao biotério deve ser o mais restrito possivel.
Isso é recomendado por minimizar o nivel de agitagéo no
ambiente, reduzir a transmissGo de patdégenos e proteger os
equipamentos mais sensiveis.

E também recomendével que cada ambiente tenha
apenas um ponto de entrada principal. Esta drea deve incluir
um espago para pedildvio, lavagem das méaos e local para
troca de roupas.

AREAS DE TRABALHO

Biotérios sdo locais de fluxo intenso de pessoas. Em

alguns momentos, pode haver vérias pessoas trabalhando no
mesmo local e em diferentes tarefas, como manutencéo de
equipamentos, cuidados com os peixes e atividades de
pesquisa.
Consequentemente, recomenda-se que os recintos tenham
espacos especificos para cada tarefa, garantindo que elas
possam ser desenvolvidas simultaneamente, sem comprometer
a seguranca e a saude, tanto dos peixes, quanto do pessoal
envolvido.

Existe uma quantidoade considerdvel de materiais
necessdrios em sistemas que utilizam o zebrafish, como
tanques de reprodugdo, luvas, produtos de limpeza, ragdes e
alimentos vivos, aditivos, etfc.. Salas separadas devem ser
providenciadas para estocagem desses itens, assim como para
equipamentos de procedimentos cientificos (microscépios,
computadores, etc.).
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CONFIGURACAO DO BIOTERIO

A configuracdo das baterias de tanques dentro dos
biotérios é um importante fator no planejamento das
instalagdes. O espaco disponivel ndo deve ser completamente
preenchido por baterias de tanques. O planejamento deve
priorizar a otimizagéo das atividades desenvolvidas nesse
ambiente, provendo corredores largos e dreas de trabalho

adequadas.

Figura 19 Os espacos entre baterias de tanques devem ser
apropriados para o desenvolvimento das atividades diérias. Foto:
Antoine Morin.

A flexibilidade é outro fator importante. As baterias
devem ser configuradas de forma que possibilitem a retirada e
adicdo de tanques de diferentes tamanhos, conforme
necessdario.
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QUARENTENA

Um componente crucial para a biosseguranca de
biotérios que utilizam o zebrafish ¢ um espaco utilizado para
isolar os peixes provenientes de fora do biotério. As instalagdes
devem ser planejadas de forma a incorporar um espaco de
guarentena que seja fisicamente separado do ambiente onde
os outros peixes estdo sendo mantidos, com dgua e
equipamentos de uso exclusivo.

AERACAO

E importante que exista uma fonte de ar comprimido
disponivel nas instalacdes. Ele pode ser usado em diversos
procedimentos, como na eliminacéo do cloro presente na dgua
da torneira, na movimentacdo de dgua em tanques fora do
sistema de recirculac@o e na aeragdo de tanques de cultura de
alimento vivo. A utilizagdo de bombas individuais para esses
propdsitos € bastante prética, mas recomenda-se a instalagdo
de compressores ou bombas em um espaco separado para
otimizar a utilizagdo do espacgo e possibilitar maior flexibilidade
quanto a sua utilizagdo no futuro.

PIAS

Devido ao tipo de atividades realizadas em um biotério
que utiliza o zebrafish, é muito importante que pias fundas e
largas estejam disponiveis nas instalacdes. Cada pia deve
dispor de torneiras com dgua pressurizada e uma bancada
adjacente, para servir de base na manutengéo e limpeza dos
tanques e equipamentos. Adicionalmente, pode-se encanar



Manual de Criagdo do Zebrafish em Biotério

dgua diretamente dos sistemas de recirculacéo de forma que

seja possivel o acesso & dgua apropriada para encher os
tanques.

LIMPEZA E ESTERILIZACAO

As instalacbes devem ser pensadas de maneira que
facilitem a limpeza e esterilizagdo didria de materiais e
equipamentos. Lavadoras de louca comerciais sGo bastante
utilizadas para esse propédsito e podem ser adaptadas
facilmente embaixo das pias presentes nos biotérios. Isso
permite que os equipamentos sujos possam ser colocados
diretamente dentro da mdquina, evitando respingos e a
necessidade de transportd-los por longos trajetos.

SISTEMAS DE EMERGENCIA

Falhas no fornecimento de energia e dgua, além de
inevitdveis  problemas com  equipamentos  essenciais,
represenfam uma grande ameaca aos peixes e As pesquisas
realizadas com estes animais. Por isso, é essencial que existam
dispositivos de emergéncia que sejom capazes de manter o
funcionamento do sistema mesmo na eventualidade de tais
ocasides. Esses dispositivos de emergéncia devem incluir
geradores emergenciais de energia elétrica, reservatérios de
dgua e bombas reservas, assim como métodos alternativos de
monitorar e controlar a temperatura e a qualidade da dgua.
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SISTEMAS DE ALOJAMENTO

De forma simplista, os sistemas de alojamento para o
zebrafish sdo formados por trés componentes principais: os
tanques, as estantes e o sistema de tratamento da dgua. As
estantes ddo suporte aos tanques e ao encanamento
responsdvel pelo transporte de dgua limpa e suja através do
sistema. Na maioria dos casos, a dgua suja passa por um
processo de filiragem e tratamento antes de retornar aos
tanques.

Existem algumas empresas que desenvolveram sistemas
de alojamento sofisticados, especificos para biotérios, aliando
conhecimentos em pesquisas com roedores a conceitos bdsicos
de aquicultura. O resultado é uma excelente mistura de
tanques, prateleiras e sistemas de filtragem compostos por
elementos biolégicos, quimicos e mecanicos.

Entretanto, hé& ainda a possibilidade de criaggo de
sistemas eficientes com materiais mais baratos, disponiveis em
lojas de materiais de construcdo e de utensilios domésticos.
Existem no Brasil alguns biotérios bem sucedidos que fazem
uso desses tipos de materiais.
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Figura 20 Sistema de recirculacGo criado a partir de materiais
alternativos. Foto de Bernardo Vaz — FURG.

TANQUES

Embora exista uma grande variedade no formato dos
tanques, sua forma de funcionamento é geralmente a mesma.
A égua limpa deve entrar no tanque através de vdlvulas que
permitam o controle de fluxo. Este fluxo é responsével pela
circulacdo de dgua e sua diregdo determina para onde os
sélidos (restos de alimento, fezes, etc.) serGo levados. Desta

forma, é interessante que o fluxo seja direcionado de forma a
“lavar” o fundo, escorrendo posteriormente para os ladrées de
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transbordamento, comumente localizados na parte posterior
do tanque. Todo tanque deve ser tampado para evitar que os
peixes saltem para fora.

Figura 21 Tanques inseridos em um sistema de recirculagdo, com

torneiras de pléstico sendo utilizadas como reguladores de fluxo -
UFRJ.

E recomendada a utilizacdo de tampas verdes ou azuis,
pois estas ajudam na prevencdo do crescimento de algas e
cianobactérias. Além das tampas, os tanques também devem
incluir um dispositivo que previna que os peixes escapem pelo
lodréo de transbordamento. Normalmente, em tanques
comerciais, utiliza-se uma diviséria localizada na parte
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posterior do tanque, préxima & saida de dgua. A diviséria
encaixa-se de forma exata nas laterais, enquanto que uma
fresta no fundo, pequena o suficiente para evitar que peixes
adultos passem, permite que a dgua suja e os sdlidos sejam
eliminados. Outra opgdo é a utilizacGo de telas ou redes,
colocadas diretamente na saida de dgua. O tamanho dos
furos destes anteparos deve ser adequado para evitar a perda
de peixes, especialmente quando se tratando de larvas e
juvenis. Como hd um acimulo inevitdvel de sélidos nestes
locais, sua limpeza deve ser sempre realizada para manter o
fluxo de dgua.

A  maioria dos tanques comerciais é feita de
policarbonato  transparente, mas também podem ser
compostos de vidro, acrilico ou outros pldsticos. Uma
alternativa bastante interessante e barata é a utilizacdo de
recipientes pldsticos comumente encontrados em lojas de
utensilios domésticos. Para facilitar o manejo, limpeza e
manutencdo dos tanques, é recomenddvel que eles sejam
montados no sistema de forma que permita sua fécil colocacéo
e retirada.

Embora o tamanho dos tanques seja uma questdo de
preferéncia pessoal e de aplicacdo prética, a tabela 3 pode ser
usada como referéncia:
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Tanque Volume Utilizacéo Capacidade

Isolamento 0,7-1,7 L Isolamento 1-2 adultos

Larvas 0,7-3L Criacdo de Larvas  Até 100 larvas
Juvenis,

Adultos crescimento,

(Pequeno)  2,7-4L  adultos Até 20 adultos
Juvenis,

Adultos crescimento,

(Grande) 8-12L adultos Até 100 adultos

Tabela 3 Tamanhos recomendados de tanques. Adaptado de: “ 7he
Laboratory Zebrafish".

ESTANTES

As estantes servem como suporte estrutural para os
tanques, encanamentos e sistemas de filiragem. Normalmente,
elas sdo feitas em ago inoxidéavel e divididas em prateleiras,
onde os tanques podem ser colocados. A configuracdo das
prateleiras e o tamanho das estantes dependem da
disponibilidade de espaco e do tipo de aplicacdo que serd
dada aos tanques. Comercialmente, existem trés tipos
principais de estantes. As estantes modulares, que podem ser
integradas e compartilham de um sistema de filtragem central;
as estantes individuais, que incluem um sistema de filtragem
integrado, podendo ser utilizadas individualmente; e as
estantes de bancada, que sGo uma versdo menor das estantes
individuais, podendo ser facilmente instaladas sobre bancadas
de biotérios.
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Figura 22 Sistema de recirculacGo de dgua integrado as prateleiras -
UFRJ.

Integrados a cada prateleira das estantes, devem estar
os encanamentos responsdveis pela circulacdo de dgua no
sistema. Os canos de distribuicdo de dgua limpa séo
comumente instalados na parte superior das prateleiras,
abastecendo os tanques através de tubos flexiveis e vélvulas
hidrdulicas. Por sua vez, o encanamento de recolhimento de
dgua é colocado préximo & base de cada prateleira e coleta a
dgua suja proveniente dos ladrées de transbordamento dos
tanques. Uma vez dentro do encanamento de recolhimento, a
dgua suja é levada ao sistema de filtragem, normalmente
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localizado na parte inferior da estante, onde seré filtrada e de
onde saird limpa novamente para reabastecer os tanques.

SISTEMA DE TRATAMENTO DA AGUA

A grande maioria dos biotérios que criom o zebrafish
utiliza sistemas de recirculacéo de dgua. Neste tipo de sistema,
a dgua utilizada para criar e manter os peixes é tratada e
reutilizada, reduzindo significativamente a quantidade de dgua
e o espaco utilizados. O tratamento da égua é essencial na
remog¢do de componentes toxicos e na degradagéo de outros
componentes orgdnicos excretados pelos peixes. Sem ele, os
peixes ndo sobreviveriam.

No funcionamento diério de um sistema de recirculagéo,
a dgua contendo excretas, material orgénico e outros
componentes é coletada pelo encanamento de recolhimento,
através dos ladrées de transbordamento dos tanques. Em
seguida, ela é levada até o sistema de filtragem, por onde
passa por uma série de filtros — mecénico, biolégico e quimico
— e é, entdo, desinfetada. Depois desse processo, a dgua pode
voltar limpa para os peixes.

Normalmente, o primeiro passo no processo de
filltragem é a remogdo de sélidos em suspensdo na dgua por
meio de um filtro mecanico. Os sélidos devem ser eliminados
por consumirem grandes quantidades de oxigénio e por
produzirem aménia quando degradados. Os filtros mecénicos
mais comumente utilizados sGo espumas, esponjas ou malhas
de fios sintéticos que detém o material em suspensdo. Uma vez
que estes filtros tendem a saturar e entupir, eles devem ser
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limpos regularmente para garantir  seu adequado
funcionamento.

A segunda, e talvez mais importante, fase de tratamento
da dgua é a filtragem bioldgica. Esta fase da filtragem é
responsével pela oxidacdo da aménia téxica em nitrito e
posteriormente em nitrato através da agdo de certas espécies

de bactérias (principalmente as dos géneros Nifrosomonas e
Nitrobacter).

Figura 23 Os microporos do vidro sinterizado permitem a fixacdo de
uma grande quantidade de bactérias responséveis pela filtragem
biolégica.
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Estas bactérias se fixam e crescem em todas as
superficies do sistema. Sendo assim, o filtro biolégico deve ser
composto por materiais de grande superficie de contato, a fim
de aumentar a populacéo dessas bactérias. Quanto maior a
superficie, maior o poder de filtragem. Existem vérios materiais
gue podem ser utilizados para esse fim, desde os mais simples,
como bolas de pléstico, até os mais avangados, como o vidro
sinterizado. O tipo preciso de material filirante e o tamanho do
filtro dependem da densidade e aplicacdo dos peixes mantidos
no sistema. Como o nitrato também pode ser tdxico para os
peixes em altas concentracdes, é necessdria a realizagdo de
trocas parciais, retirando dgua do sistema e reabastecendo
com dgua fresca, periodicamente.

Outra etapa de tratamento da dgua, frequentemente
utilizada, é a filtragem quimica. Embora néo seja considerado
essencial, esse tipo de filiragem é bastante utilizado em
sistemas de zebrafish por ajudar a reduzir a coloragéo e o
odor da dgua. O componente mais utilizado neste tipo de filtro
é o carvdo ativado, que pode ser facilmente encontrado em
lojas de aquariofilia. Este material também pode ser Util na
remocdo de outros compostos quimicos, como medicamentos e
feroménios liberados pelos peixes
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Figura 24 Exemplo de forma comercial do carvéo ativado.

O (ltimo passo no processo de tratamento da dgua é a
esterilizacdo ou desinfeccdo. Esta etapa é importante para a
reducio da carga patogénica comumente presente nos
sistemas de zebrofish, como bactérias, protozodrios, virus e
fungos. O equipamento mais comumente utilizado é o
esterilizador  ultravioleta  (UV). Todos os  sistemas
comercialmente disponiveis tém um desses esterilizadores
incorporados, embora possam ser adquiridos individualmente.
Um esterilizador comum é composto por um tubo pléstico e
uma ldmpada UV encaixada dentro de um protetor de quartzo.
Enquanto a dgua passa pelo tubo pldstico, a |dmpada emite
luz ultravioleta em um comprimento de onda que penetra nas
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células dos microorganismos, destruindo seu DNA. Para
garantir seu funcionamento, a manutencdo dos equipamentos
de esterilizacdo UV deve ser feita regularmente, incluindo troca
das ldmpadas e limpeza do protetor de quartzo. A passagem
da 4&gua pelo esterilizador UV deve ocorrer sempre apds a
passagem pelos outros elementos filtrantes.

FONTE DE AGUA

A fonte de &gua do sistema é um fator fundamental na
manutencdo do zebrafish. Embora a dgua disponivel nas
torneiras seja adequada para o uso didrio, ela ndo é
apropriada para os peixes por conter alguns compostos
quimicos e microorganismos danosos para esses animais.
Além disso, a qualidade quimica da dgua pode ndo ser
correspondente as preferéncias do zebrafish. Sendo assim, a
dgua que abastecerd o sistema deve ser previamente tratada
para remover impurezas e estabilizar sua composigdo quimica.

TESTES E ANALISES

E recomenddvel que a dgua usada para abastecer os
sistemas seja analisada antes da construcéo das instalagdes. Se
ndo for possivel que os testes sejam feitos no local, hd a
possibilidade de realizd-los em laboratérios especializados.
Uma vez que os niveis de contaminantes sejam conhecidos, os
métodos de tratamento adequados devem ser selecionados, de
preferéncia com o auxilio de um especialista em tratamento de
dgua. Os testes de qualidade de dgua devem ser realizados
periodicamente, mesmo depois de o sistema & tfer sido
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estabelecido, com o intuito de identificar qualquer mudanca e
corrigir o tratamento da forma mais rdpida possivel.

METODOS DE TRATAMENTO

Existem alguns métodos que podem ser empregados na
remocdo de impurezas da dgua. Em todos os casos,
entretanto, é necessdrio adicionar minerais novamente & dgua
tratada antes que ela possa ser usada.

Osmose reversa: o processo de osmose reversa remove
da dgua quaisquer sais, metais pesados e outras particulas
maiores, incluindo bactérias e virus. Entretanto, alguns ions e
compostos quimicos, incluindo o cloro, que é altamente téxico
para peixes, ndo sdo efetivamente removidos durante o
processo. Por esta razdo, equipamentos de osmose reversa
devem ser usados em conjunto com filtros de carvéo ativado.

Deionizacgdo: é o processo de remocdo de sais da dgua,
utilizando-se um filtro de resinas que prendem particulas
carregadas, removendo-as da solugdo. A dgua resultante é
livre de minerais, mas ainda pode conter microorganismos e
particulas orgénicas sem carga.

Sistema integrado de tratamento: como ndo hé& um
método Unico que remova todas as impurezas da dgua, a
melhor forma de fazer isso é combinar vdrios métodos eficazes
em um sistema. O sistema integrado mais comumente utilizado
é o que combina filtragem mecénica, filtragem quimica por
carvdo ativado, osmose reversa, deionizacéo e esterilizacGo
UV, fazendo com que a égua passe por cada um dessas
etapas, nesta ordem.
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Embora a dgua tenha sido tratada e esteja livre de
impurezas, ela ainda néo estd pronta para ser usada para os
peixes. E necessdria a reconstituicio de alguns minerais
essenciais ao metabolismo e crescimento dos animais. A
maneira mais simples de fazer isso é adicionando & dgua
misturas comerciais de sais marinhos (disponiveis em lojas de
aquariofilia) e bicarbonato de sédio em doses especificas para

alcangar niveis desejados de salinidade, alcalinidade e pH.
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Protocolo 1 — Agua Tratada

Equipamentos e reagentes:
e Sistema de osmose reversa;
¢ Bicarbonato de sédio;
e Mistura comercial de sais marinhos;
e Sulfato de cdlcio;
e Termbémetro;
e Teste de pH;
e Teste de aménia total;
e Teste de cloro;

Método:

1. Passar a dgua da torneira através de filtros de carvéo
ativado, sistema de osmose reversa e deionizador, na

respectiva sequéncia.

2. Para tratar a dgua que passou pelo processo anterior,
adicionar a cada 1000 litros: 75g de bicarbonato de
sédio, 18g de sais marinhos e 8,4g de sulfato de célcio.

3. Passar a d&gua resultante do processo anterior por um
esterilizador UV, antes de ser adicionada ao sistema.

4. Trocar diariomente 10 a 20% do volume total de dgua do

sistema por dgua tratada.

E

para evitar a condensagdo da dgua.

Medir e registrar diariamente os valores de:
Temperatura: manter em 26-28°C (4gua) e 27-29°C (ar)

7. pH: manter por volta de 6,8-7,5, sem baixar para menos

de 6 nem aumentar para mais de 8.
Amonia total: manter em nivel zero.
Cloro: manter em nivel zero.

B

Adaptado de: “Zebrafish: A Practical Approach”.
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CUIDADOS BASICOS

INDICADORES DE ESTRESSE PARA PEIXES

Sabe-se que o bem-estar dos animais é influenciado por
situacdes que estdo fora do seu nivel de tolerdncia. Fatores
estressantes comuns para peixes incluem a captura, transporte,
manuseio, alta densidade populacional, desnutrico e
variagdes na qualidade da dgua. Este é um tema complexo,
onde dados empiricos, ética, neurociéncia, pesquisas com
animais e as emogdes humanas geram controvérsias. A seguir,
ser&o propostos indicadores de estresse para o zebrafish, que
podem servir como base para a identificaggo de alguns
problemas relativos as prdticas de criagéo.

MUDANCAS NA COLORACAO

O zebrafish tem trés tipos de células de pigmentacéo
gue sdo responsdveis pelo seu padréo de colorido exclusivo:
melanéforos, xantéforos e iridéforos. Estas células séo
responsdveis pela pigmentacéo das listras longitudinais, que se
estendem desde a porcdo caudal do opérculo até a nadadeira
caudal.

Os peixes mudam a cor da pele em resposta a
diferentes situagdes, tais como estimulos ambientais,
subordinacdo social e estresse fisiolégico. O hormdnio
concentrador de melanina (HCM) é um peptideo secretado
pela glandula pituitdria de peixes teledsteos, em resposta a
estimulos. A secrecdo de HCM faz com que os melanossomos,
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gue sdo grénulos de pigmentos encontrados nos melanéforos,
se agreguem ou dispersem, tornando a pele e as escamas
mais escuras ou claras, respectivamente.

FREQUENCIA RESPIRATORIA

A taxa respiratéria dos peixes pode ser visualmente
avaliada pelo movimento opercular, que é responsdvel por
fornecer um fluxo de dgua através das branquias para a
oxigenacdo. O aumento da frequéncia respiratéria pode ser
causado por um ou vérios fatores, incluindo diminuicéo dos
niveis de oxigénio na dgua e na superficie de drea funcional
das branquias, além do aumento da demanda fisiolégica
provocada pelos movimentos fisicos e doencas.

TAXA DE CRESCIMENTO

As taxas de crescimento em peixes podem variar de
acordo com a genética, par@metros ambientais, densidade e
nutricdo. Uma taxa de crescimento reduzida, especialmente
nos primeiros estdgios de vida, pode ser um indicativo de
estresse cronico. Assim, condicdes para o 6timo crescimento do
zebrafish devem ser estabelecidas, a fim de utilizar este fator
como um indicador de sadde do animal.

CONDICAO CORPORAL

A avaliocio da condicdo corporal ndo estd bem
estabelecida em peixes, embora vdrias abordagens tenham
sido propostas. A forma do corpo do zebrafish é facilmente
avaliada e as mudangas podem ser associadas com o ganho
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ou perda de peso, ciclo reprodutivo, doencas infecciosas e ndo
infecciosas.
ANORMALIDADES MORFOLOGICAS EXTERNAS

As anormalidades morfolégicas, que afetam as
nadadeiras, branquias e os olhos, sGo indicadores gerais de
estresse, que podem ser pioradas pelas condi¢ées de criagdo e
ambientais. Mais especificamente, a opacidade das nadadeiras
e a descoloragdo das branquias sdo alteragdes que podem
ocorrer como conseqUéncia de multiplos fatores, podendo
indicar a presengca de um problema crénico subjacente,
associado & mé qualidade da dgua.

DESEMPENHO REPRODUTIVO

Existem muitos fatores que influenciom o desempenho
reprodutivo dos peixes. Como exemplo, pode-se citar o
desequilibrio na quimica da dgua, a anatomia urogenital, os
feroménios, desequilibrio nutricional, idade e perturbacdes no
ambiente.

CONSUMO DE ALIMENTOS

O consumo alimentar é um importante indicador de
estresse em muitas espécies. E importante notar que existem
alguns fatores que podem levar & diminuigdo do consumo
alimentar e mobilizacéo das reservas de energia em resposta a
estimulos estressantes. Além disso, peixes com seu consumo
alimentar prejudicado séio menos resistentes a doencas do que
os alimentados adequadamente. Embora ndo hajam padrées
estabelecidos de hdbitos alimentares do zebrafish, é importante
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registrar este comportamento com o objetivo de identificar
alteragdes.

DOENCAS COMUNS DO ZEBRAFISH EM BIOTERIO

O zebrafish criado em biotério é geralmente alojado em
sistemas de recirculagdo, onde todos os peixes compartilham
da mesma dgua. Desse modo, patégenos podem ser
facilmente introduzidos através da importacdo de peixes com o
estado de saldde indefinido, atingindo todos os demais
animais.

As doencgas dos peixes podem ter etiologia infecciosa ou
ndo infecciosa. Nesse sentido, as infec¢des sdo causadas por
microorganismos que podem estar presentes nos alimentos, no
biofilme e nos peixes. Os agentes infecciosos incluem
parasitas, bactérias, virus e fungos. Por sua vez, as doencas
ndo infecciosas sdo causadas por fatores ambientais,
deficiéncias nutricionais, anomalias genéticas e traumas.

Os sinais clinicos podem ser manifestados de forma
superaguda, aguda ou crénica. Na maioria dos casos,
manifestacdes agudas ocorrem devido a parémetros
inadequados da dgua, tais como baixo oxigénio dissolvido,
toxicidade do cloro ou supersaturacdo, levando & rdpida
mortalidade. J& manifestagdes crénicas, podem  ser
caracterizadas por letargia, diminuicdo do apetite, reducdo do
desempenho reprodutivo e baixa taxa de mortalidade durante
longos periodos de tempo, podendo variar de semanas a
meses. Tal situacdo pode ocorrer na presenca de parasitas,
bactérias, virus, toxinas ou deficiéncia nutricional.
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H& uma grande variagdo entre as respostas de cada
peixe a patdégenos e, consequentemente, é possivel que nem
todos os peixes demonstrem sinais da doenca durante um
surto. Esta variaco pode ser influenciada pela genética,
ambiente, nutricdo e manejo.

O zebrafish é geralmente um peixe resistente. Mesmo
assim, algumas doencas podem afetar severamente os peixes
criados em biotério, principalmente as micobacterioses,
infeccbes por nematédides (Capilariase) e a doenca do veludo
(Oodiniose).

MICOBACTERIOSE

A micobacteriose é uma doenca crénica e com baixa
mortalidade, manifestando-se através de lesdes na pele e
cérnea, diminuicdo do desempenho reprodutivo, perda de
peso e presenca de multiplos nédulos granulomatosos brancos
em vdrios 6rgdos viscerais. E uma doenca comum em
zebrafish. Vdrias espécies do género Mycobacterium sdo
conhecidas por infectar este peixe (M. marinum, M. abscessus,
M. chelonae, M. haemophilum, M. Peregrinum e M. fortuitum).
Vale lembrar que as Mycobacterium spp. esto sempre
presentes, tanto no solo como na dgua.

Os fatores que predispdem os peixes @ infecgdo incluem
baixa qualidade da dgua, superpopulagdo e imunossupressao.
Os peixes afetados devem ser removidos do sistema, uma vez
que abrigaom as bactérias que causam lesées na pele, bem
como no intestino. Outros modos de transmisséo podem incluir
a ingestdo de material infectado, como tecidos de peixes,
comida e detritos na dgua. As Mycobacterium spp. colonizam



Manual de Criagéo do Zebrafish em Biotério
os tanques e encanamentos, servindo como reservatérios para
a infeccGo. Assim, a criacgo de bons programas de

higienizacdo é essencial para minimizar essa possivel fonte de
infeccdo.
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Figura 25 Granulomas caracteristicos da micobacteriose. Por

“zebrafish.org”.

Os desinfetantes mais eficazes contra M. marinum
incluem o &lcool a 50-70% e o clorito de sédio. Estes agentes
podem reduzir o nimero de M. marinum detectével a zero
dentro de 1 minuto de contato nas superficies a serem
desinfetadas. Hipoclorito de sédio também pode ser eficaz,
mas necessita de pelo menos 10 minutos de contato para
reduzir a contagem bacteriana, e 20 minutos para eliminar o
organismo.
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Uma caracteristica importante do género Mycobacterium
é seu potencial zoondtico. A infeccdo em humanos pode levar
a nédulos ou Ulceras na pele que demoram a cicatrizar, sendo
qgue as extremidades corporais sdo as dreas mais afetadas. A
infeccGo ocorre através do contato com peixes, dgua e tanques
infectados, durante o manejo e a limpeza do sistema. Pessoas
imunocomprometidas ou que tenham lesdes abertas na pele
correm mais risco. Assim, a melhor medida preventiva é o uso
de luvas de latex.

A prevencéo da micobacteriose no zebrafish em biotério
inclui estabelecer um bom programa de desinfeccéo e
qguarentena, manutengdo da qualidade da dgua, minimizacdo
da formagdo de biofilme, rdpida remocdo de peixes doentes e
reducdo do estresse. Ndo hd, até o momento, dados que
permitam a definicGo de um tratamento padréo para qualquer
tipo de micobacteriose.

CAPILARIASE

O Pseudocapillaria tomentosa é um parasita que causa
a capilariase intestinal em zebrafish. E um nematéide comum e
tem ampla especificidade de hospedeiros, com capacidade de
infectar ciprinideos e outros peixes. Capilarideos sdo
patégenos que podem infectar todas as classes de vertebrados,
atacando vdrios tipos de tecidos. As infeccdes podem afetar
negativamente as taxas de crescimento e de reproducdo dos
peixes. Este agente ataca o trato gastrointestinal do zebrafish,
originando uma infeccdo caracterizada por inflamacéo,
emagrecimento e carcinomas intestinais. Pode ser transmitido
diretamente e infecta sistemas inteiros de biotério. O ciclo de
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vida dos capilarideos pode envolver um hospedeiro
intermedidrio, como os vermes oligoquetos Tubifex tubifex, mas
a transmisséo direta também ocorre.

A criacdo de um programa de quarentena é essencial
para prevenir a introducéo de P. fomentosa nas instalacdes.
Ainda, o ideal seria que todos os embrides introduzidos fossem
desinfetados. Outros riscos potenciais incluem a introducdo de
hospedeiros intermedidrios, tais como os oligoquetos, como
alimento vivo. Existem alguns tratamentos citados na literatura,
porém devem ser selecionados de forma cautelosa, sempre
com a ajuda de um especialista.

DOENCA DO VELUDO (OODINIOSE)

Piscinoodinium pillulare, a causa da doenga de veludo,
é um parasita amarelado e dinoflagelado, que infecta a pele e
as branquias dos peixes. O parasita pode se multiplicar e
matar rapidamente os animais no sistema. No primeiro estdgio
ocorre a infeccdo dos peixes pelos dinosporos, que se
transformam em trofontes e atacam a superficie epitelial,
principalmente as branquias. Depois de vdrios dias nesta fase,
deixam o hospedeiro e formam os tomontes. Este estdgio fora
do hospedeiro sofre vdrias divisdes, resultando em dinosporos
infectantes méveis que irdo infectar os outros peixes. O ciclo de
vida é completado em cerca de duas semanas sob condigdes
ideais (cerca de 23-26°C).

Os sinais clinicos nos peixes altamente infectados séo
letargia e dificuldade para respirar. A epiderme dos peixes
pode apresentar um brilho acinzentado e cor de ferrugem. Os
tratamentos recomendados na literatura envolvem a utilizag@o
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de dgua marinha ou salgada artificialmente, por isso, a melhor

forma de tratd-los é separando-os em um aqudrio fora do
sistema e desinfetando o reservatério original.
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26 Corte histolégico de branquia infestada por
Piscinoodinium pillulare. “zebrafish.org”.

INTOXICACAO POR AMONIA

O desequilibrio da aménia presente nos sistemas de zebrafish
causa vdrios problemas relacionados aos peixes e aos
processos biolégicos que definem seu ambiente. Tal
desequilibrio pode ser causado nas seguintes situacdes:

1. Quando um ndmero excessivo de peixes é adicionado a um
novo sistema, em que a populagéo de bactérias ainda ndo é
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grande ou estabelecida o suficiente para remover
adequadamente a aménia da dgua.

2. Quando as bactérias biofiltradoras de nitrito sdo destruidas
apéds o uso de antibidticos ou tratamento quimico.

3. Quando os peixes sdo transportados em embalagens e
acondicionados de forma inadequada.

Figura 27 Exemplo de embalagem de transporte, onde os niveis de
aménia podem subir rapidamente conforme a densidade de peixes.

Os sinais clinicos sGo geralmente néo especificos e
podem incluir hiperexcitabilidade, perda de apetite, diminuigéo
da frequéncia respiratéria e reducGo do crescimento. Além
disso, a toxicidade por aménia aumenta a suscetibilidade dos
peixes a patdgenos. A prevencdo pode ser alcancada através
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do controle da populago microbiana, da redugdo na
densidade de peixes e por trocas regulares da dgua.

INTOXICAGAO POR NITRITO

A toxicidade ocorre quando os peixes sdo expostos a
elevados niveis de nitrito e depende de outros parémetros da
dgua, tais como oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade e niveis
de cloro. Em média, um nivel de 0,5 ppm de nitrito |4 é
considerado téxico para a maioria dos peixes. O sangue
desenvolve uma aparéncia marrom apés o nitrito oxidar o Fe?*
da hemoglobina para Fe®*, formando a metahemoglobina,
gue é incapaz de transportar oxigénio.

De forma similar & toxicidade por aménia, a toxicidade
por nitrito estd associada a problemas de qualidade de dgua,
guando o ecossistema que abriga as bactérias nitrificantes é
modificado.

A severidade do quadro clinico depende da
porcentagem de hemoglobina que é oxidada. Normalmente,
os peixes podem ter 1-3% de hemoglobina oxidada, porém,
aqueles com niveis superiores a 50%, apresentam graves
problemas respiratérios, podendo chegar & morte. A exposicdo
crénica ao nitrito leva & hiperplasia, hipertrofia, separacéo
lamelar, necrose e hemorragia branquial. Este quadro pode
incluir alteracdes de comportamento, hipoxia e morte.

O tratamento possivel da toxicidade do nitrito inclui a
adi¢do de cloreto de sédio ou cloreto de cdlcio na égua, a fim
de prevenir a formacdo de metahemoglobina, mas deve ser
administrado com cuidado e sempre sob a recomendacéo de
um especialista.
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INTOXICACAO POR CLORO E CLORAMINA

O cloro e a cloramina sGo altamente téxicos para os
animais aqudticos. Muitos sistemas de tratamento de dgua
municipal adicionam cloro ou cloramina para desinfetar a
dgua, utilizando cerca de 0,2 mg/L de cloro total. O cloro
pode ser removido por meio da aeracdo da dgua, durante 24
horas e pelo uso de neutralizadores quimicos, como tiossulfato
de sédio, em uma concentracéo de, pelo menos, 7,4 ppm
para cada ppm de cloro a ser neutralizado. A cloramina, no
entanto, ndo pode ser removida por aeragdo e nem por
neutralizadores. Com o uso de um filtro de carbono ativado é
possivel remover tanto a cloramina como o cloro.

Sistemas de zebrafish que usam cloro para desinfetar
tanques e equipamentos, sem adotar também um sistema de
decloragdo, estdo em risco. A apresentacdo clinica, associada
d toxicidade de cloro, inclui a necrose branquial, que leva &
insuficiéncia respiratéria e morte por asfixia.

DOENGCA DAS BOLHAS DE GAS

A doenca das bolhas de gds é resultado da
supersaturacdo da dgua com gds nitrogénio ou oxigénio. Em
sistemas de recirculacéo de dgua, esta pode ocorrer em uma
variedade de circunsténcias, mais tipicamente através da
injecGo acidental de ar pela bomba de édgua. Tal cendrio faz
com que o gds dissolvido exceda o nivel méximo para as
condigdes de temperatura, salinidade e presséo locais.
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Figura 28 Zebrafish com bolhas macroscédpicas acima dos olhos. Por
“zebrafish.org”.

O peixe que apresenta esta doenca desenvolve bolhas
macroscépicas nos olhos, mucosas, brénquias e nadadeiras,
podendo também apresentar exoftalmia. A morte ocorre por
asfixia apds a necrose isquémica das lamelas, pois as bolhas
de ar interrompem o fluxo de sangue.

PROFILAXIA

A prevencdo e gestdo dos surtos de doencas exigem
cuidados de forma abrangente, incluindo manejo nutricional,
monitoramento da qualidade da dgua, programas de
quarentena e prdticas de higienizacdo. A relacdo patégeno -
hospedeiro, quando controlada, estd em equilibrio nos
sistemas de zebrafish. As doencas resultam de uma perda
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neste equilibrio, favorecendo os patégenos e enfraquecendo os
hospedeiros.

Os patégenos podem ser distinguidos entre primdrios e
secunddrios (ou oportunistas). Os primdrios levam & doenca
quando a qualidade da dgua e as condicdes de moradia sdo
6timas. J& os oportunistas fazem isso apenas quando os fatores
metabdlicos ou ambientais ndo sdo ideais, ou quando os
animais sdo expostos a estresse prolongado. A mé salde do
zebrafish é, muitas vezes, um indicativo de que um ou mais
par@metros ambientais, as condi¢des de criagdo ou as técnicas
experimentais ndo estdo adequados.

A suscetibilidade a doengas em peixes varia de acordo
com a genética, manejo, tratamento, bioseguranca e nutricéo.
Alteracdes fisiolégicas podem ocorrer como conseqiéncia do
estresse e da falta de salde, afetando a homeostase, a
capacidade  reprodutiva, a taxa de crescimento e,
consequentemente, o valor das pesquisas.

E sabido que a minimizacdo do estresse em peixes é
importante para a prevencdo de surtos de doencas e
manutencdo da homeostase. Os peixes expostos ao estresse
agudo e crénico aumentam sua susceptibilidade a doengas e
mortalidade.

CUIDADOS COM A DIETA

As dietas dos animais de biotério devem ser equilibradas
e livres de patégenos e toxinas. Normalmente, sGo fornecidos
alimentos vivos para complementar a dieta do zebrafish, como
Artémia, oligoquetos e Paramecium spp.. Esta prdtica
apresenta o risco de introduc@o de contaminantes ambientais e
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patégenos no sistema. Os alimentos vivos também podem
conter contaminantes quimicos e metais pesados.

Desta forma, assegurar que a fonte de alimentacdo seja
equilibrada e desprovida de patdégenos e elementos téxicos
néo é apenas ideal para a satde animal, mas também para a
integridade das pesquisas. De qualquer forma, deve-se
entender que hd riscos e limitacdes inerentes a utilizagdo de
qualquer tipo de dieta disponivel, seja viva ou processada, e
esta deve ser selecionada com cuidado.

ORIGEM DOS PEIXES

Grande parte dos zebrafish disponiveis para compra é
crioda em viveiros. Estes peixes estdo em contato com
microorganismos presentes no solo, vegetacdo, fauna
aqudtica, aves e outras espécies de peixes. Os animais criados
em tal situacdo, ao serem inseridos em um sistema de
recirculagdo de dgua, representam um risco significativo de
bioseguranca, devido ao alto potencial de introducéo de
organismos patogénicos em todo o sistema.

Desta forma, devem ser submetidos a métodos de
manejo que minimizem esse risco, tais como programas de
quarentena, higienizacdo apropriada do sistema e observagdo
dos indicadores de bem-estar dos peixes.

DESINFECCAO E LIMPEZA DOS EQUIPAMENTOS

Equipamentos e pessoas podem ser fontes de patégenos
nas instalacdes. E importante identificar os individuos que
entram no biotério, pois o fluxo elevado expde os peixes a
muitos fatores de risco. As pessoas que trabalham nesse meio
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devem ter um padréo de trabalho definido, deixando as salas
de quarentena para serem visitadas por Gltimo.

Os pediltvios sdo pouco utilizados, mas podem diminuir
a carga total de bactérias no ambiente e prevenir a introducdo
de patégenos nas salas onde estdo alojados os animais para
pesquisa. Quando empregados, devem ser colocados na
entrada do biotério.

Todo o equipamento utilizado para limpeza dos
tanques, como mangueiras de sifonamento, esponjas e
escovas, devem ser desinfetados entre os usos. A desinfeccdo
pode ser feita por meio de imersGo dos equipamentos em
solucéo de limpeza, seguida por um enxdgue com dgua fresca
para remover quaisquer residuos quimicos. Desinfetantes
comerciais devem ser utilizados de acordo com as instrucdes
do rétulo.

O hipoclorito de sédio é frequentemente usado para a
limpeza de tanques, pisos e paredes das instalagdes, mas
deve-se assegurar que os tanques adjacentes nGo estejom em
locais mal ventilados, pois a volatilizagdo deste produto pode
matar os peixes.

Em resumo, manter um equilibrio entre o meio
ambiente, o peixe e o ecossistema microbiano é essencial na
minimizacdo de surtos. As préticas devem sempre favorecer a
homeostase do hospedeiro. Isso inclui a reducéo de toda a
carga de estresse a que o zebrafish pode ser exposto e deve
envolver cuidados na selecdo dos fornecedores destes peixes,
na nutrigdo, nas prdéticas de criagdo, nas técnicas de manejo,
tratamento e manipulagdo experimental e nos pardmetros
ambientais.



CUIDADOS BASICOS

Protocolo 2 — Desinfec¢dio dos tanques

Equipamentos e Reagentes:

¢ 5% de solucéo de écido acético: diluir 50 ml de édcido acético
em 1 litro de dgua.

e Peréxido de hidrogénio/ hidréxido de sédio: adicione 10 ml
de solucéo de 10% NaOH para cada 100 ml de solugéo de
30% de peréxido hidrogénio e complete até 1 litros com dgua
da torneira. A concentracdo final é de 3% de perdxido de
hidrogénio em 0,1% de NaOH.

Método:

1.Retire o tanque do sistema.

2.Remova as fezes e outros residuos sélidos e limpe as paredes
e fundo utilizando a dgua que estd nos tanques. Remova a
dgua e permita que o tanque seque por pelo menos 24 horas,
no intuito de reduzir o nimero de bactérias infecciosas.

3.Utilize 2 litros de solucdo de 5% de dcido acético. Umedega
uma esponja e limpe as superficies do tanque. Esfregue acima
do nivel usual de dgua para remover possiveis acimulos de
sais ou minerais nas paredes. Quando todos os tanques
tiverem sido limpos, enxdgue com dgua da torneira usando
uma mangueira.

4.Umedega novamente uma esponja com uma solucgo de 3%
de perdxido de hidrogénio em 0,1% de NaOH, esfregando
todas as superficies do tanque. Use luvas de borracha e, caso
ocorra contato da solugdo com a pele, enxdgue bem a regiGo
usando dgua da torneira.

5.Enxédgue os tanques cuidadosamente usando dgua da
torneira através de uma mangueira. Repita este passo trés
vezes para assegurar a remogdo de toda a solugdo de
lavagem.

6.Insira o tanque no sistema e permita que a dgua corra
durante a noite antes de colocar os peixes.

Adaptado de: “Zebrafish: A Practical Approach”.
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