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RESUMO

O zebrafish (Danio rerio) atingiu alta popularidade como um modelo de pesquisa
pelas suas caracteristicas favordveis baseadas em propriedades unicas, tais como alta
fecundidade, pequeno tamanho, rdpido desenvolvimento e curto intervalo entre geracoes.
Apesar da técnica de criacao dessa espécie ser pouco desenvolvida em contraste com o rigor
cientifico que € requerido, essa espécie tem grande potencial como modelo experimental,
desde embriologia, pela claridade Optica dos embrides e larvas, seu desenvolvimento
extracorporeo, até estudos de distirbios cerebrais, como depressdo, mal de Parkinson e
autismo, pela alta similaridade do sistema nervoso do zebrafish e do humano. Esse trabalho
discorre sobre a importancia desse novo modelo experimental; a biologia dessa espécie; as
areas em que o zebrafish é usado em pesquisa biomédica, desde suas vantagens até suas
desvantagens; sobre a bioética envolvida em pesquisas que utilizam modelos animais, em
especial, o modelo Danio rerio. E ao final, as conclusdes sobre esse modelo animal em

pesquisa biomédica.

Palavras-chave: zebrafish, experimentacao animal, pesquisa biomédica.



ABSTRACT

The zebrafish (Danio rerio) has achieved high popularity as a model organism of
favorable characteristics founded on a unique set of properties as high fecundity, small size,
rapid development and rapid generation time. Although the husbandry of this species is
poorly developed in contrast to the scientific rigor that is required, this species has great
potential as an experimental model, from embryology due to the optical clarity of the embryos
and larvae, extracorporeal development of the embryos, to studies of brain disorders such as
depression, Parkinson's disease and autism, by the high similarity of the nervous system
between zebrafish and human. This paper discusses the importance of this new experimental
organism model; the biology of this species; areas in which the zebrafish is used in
biomedical research since their advantages its disadvantages; on bioethics in research using

animal models, in particular, Danio rerio.

Keywords: zebrafish, animal experimentation, biomedical research.
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1 INTRODUCAO

A experimentacdo animal tem importante papel na evolucdo cientifica. Ainda que
alguns modelos tenham sido substituidos por métodos alternativos que supram os testes in
vivo, a pesquisa cientifica ainda necessita de modelos animais para desenvolvimento,
confiabilidade e legitimagdo da ciéncia.

A utilizacdo do zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental tem crescido
rapidamente para a pesquisa biomédica. Provavelmente, ndo é o primeiro animal que vem a
mente quando se pensa em pesquisa médica. No entanto, pesquisadores do mundo todo estdo
se interessando cada vez mais por esse pequeno peixe tropical de 4gua doce e uma das razdes
mais difundidas é que os embrides dessa espécie, ao contrario dos de camundongos, se
desenvolvem fora do organismo materno e s@o transparentes. Essa € uma grande vantagem
que permite aos pesquisadores estudar detalhadamente o desenvolvimento embriondrio dos
vertebrados sem a necessidade de procedimentos invasivos. Outro fator benéfico é que o
zebrafish pode produzir de 200 a 300 ovos fertilizados por semana e completa sua
embriogénese em 72h. E ainda, os adultos e os embrides dessa espécie sio de tamanho
pequeno, tem menor custo e o intervalo entre geragdes € curto.

Em 2013, na conceituada Nature, Howe et al. (2013) divulgaram a sequéncia do
genoma do zebrafish, revelando que esse peixe, os camundongos € 0os humanos apresentam
12.719 genes em comum, ou seja, 70% dos genes humanos sdo encontrados no Danio rerio.
Assim, quando genes causadores de doengas em humanos sdo injetados nesses embrides, 0s
peixes em crescimento acabam por adquirir a mesma doenga. Por essa razdo, a espécie tem
sido amplamente utilizada em estudos visando a cura de doencas genéticas, tais como
depressdo, esquizofreniae mal de Parkinson. Além de outras tantas vantagens de sua
morfologia e fisiologia semelhantes ao do humano, tais como fibras musculares, sistema
nervoso central, sistema esquelético complexo, células hematopoiéticas multiplas (eritrdcitos,

células mieléides, linfécitos B e T, etc), sistema cardiovascular (LIESCHKE;CURRIE, 2007).



2 BIOLOGIA DO ZEBRAFISH

O zebrafish (Danio rerio) é um teledsteo tropical de dgua doce, pertencente a familia
Cyprinidae. Essa espécie € caracterizada pelo pequeno tamanho, quando adulto mede em
torno de 4-5 cm, possui corpo cilindrico e padriao de cor distinta alternando listras horizontais
claras e escuras (SPENCE et al., 2008), em torno de 7-9 listras azuis escuras sobre prata, que
percorrem todo o corpo, € possuem coloracdo verde na regido dorsal. Apresentam dimorfismo
sexual: os machos sdao mais afilados e geralmente dourados na regidao ventral, as fémeas sdo
mais prateadas e arredondadas, principalmente na regido ventral, o que é mais evidente no
periodo préximo da desova (SUWA; YAMASHITA, 2007 apud GODOY, 2012). As fémeas
podem desovar a cada 2-3 dias e uma Unica desova pode conter centenas de ovos. A desova
pode conter 200 ovos de uma tnica fémea, os alevinos crescem rapidamente e podem atingir a
maturidade sexual dentro de 2-3 meses (DETRICH et al., 1999 apud GERLALI et al., 2000).
Os embrides do zebrafish sdo grandes comparados com outros peixes (0,7 mm de didmetro) e

sdo opticamente transparentes (SPENCE et al., 2008).

Figuras 1 e 2 — Exemplar fémea e macho, respectivamente

Fonte: arquivo préprio (2014).

2.1 Regiao geografica

O habitat natural do zebrafish é localizado no sul da Asia, nas bacias dos rios Ganges e
Brahmaputra, regidoes nordeste da fndia, Bangladesh, Nepal e norte de Mianmar (SPENCE et

al., 2006), como mostrado na figura 3.



Figura 3 — Pontos pretos indicam registros
de zebrafish
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Fonte: Spence et al. (2008).

O zebrafish tem sido reportado em uma ampla variedade de tipos de habitat nessa
regido, incluindo diques de irrigagdes, plantagdes de arroz, lagoas feitas pelo homem, cursos
superiores de rios e até mesmo correntezas rdpidas (MENON, 1999; DANIELS, 2002;
BHAT, 2003 apud LAWRENCE, 2007). O sul da Asia é caracterizado pelo clima de
mongdes, com uma ampla variacdo sazonal: estacdo chuvosa e seca, bem delimitadas,
variando constantemente as extensodes de habitats aquaticos (SPENCE et al., 2007). Os cursos
dos principais rios Ganges e Brahmaputra nascem no Himalaia e percorrem as dreas baixas e
inundam extensivamente durantes os meses de junho a setembro. Os rios nessa regido mudam
continuamente no decorrer das estacdes, deixando lagos e canais cegos ou beels, como
mostrado na figura 4, esses muito comuns em Bangladesh pela formagao de lagos-pantanos
em decorréncia de inundacdo, especialmente, durante a estacdo de moncao (SPENCE et al.,
2006). Esses cursos de dguas paradas, lagos, lagoas e canais de irrigacdo influenciam para os
parametros do habitat, incluindo a quimica da dgua e a sua abundéncia, e consequentemente, a

biologia do zebrafish, sua reproducio, sua alimentacdo e seu desenvolvimento.



Figura 4 — Beel em Tangail, Bangladesh
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Fonte: Niyogi (2007)"

Nos resultados de Spence et al. (2006), o Danio rerio foi mais presente em dreas nao
salinas, de varzea, ao invés das areas ribeirinhas, € ndo foram achados em rios ou riachos
tempordrios. Na grande maioria desses locais o zebrafish foi encontrado em vegetacdo
aquética submersa, o que ja havia sido verificado em um estudo de comportamento realizado
com o zebrafish selvagem e o doméstico se observou a preferéncia dessa espécie para realizar
a desova em locais associados a vegetacdo aquética (SPENCE et al., 2007).

Essas observagdes sugerem que os zebrafish preferem 4guas paradas ou com
movimento lento, ligeiramente alcalina (pH ~ 8,0), de clareza relativamente alta. Esses dados
sao uteis na medida em que podem ser aplicados diretamente em projetos de parametros
quimicos de dgua ideal para o modelo, em laboratérios, como producdo em cativeiro.

Para aperfeicoarem-se os métodos de criacdo do zebrafish, é necessdrio maior

entendimento de seus comportamentos em meio natural, desde hdbitos preferenciais,

comportamental reprodutivo e a sua dieta (LAWRENCE, 2007).
2.2 Condicoes ambientais
Os parametros de qualidade da 4gua para a sua criacdo em cativeiro ja estdo bem

estabelecidos (WESTERFIELD, 2000). No entanto é importante ressaltar que a qualidade da

dgua assim como a alimentacdo exerce um grande impacto sobre a sobrevivéncia e

! Disponivel em: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:BD_Tangail 1.JPG. Acesso em: 17 de jul. 2014.
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reproducdo do zebrafish. Por outro lado, uma das razdes para a ascensdo do zebrafish como
modelo experimental € a tolerancia de condi¢des ambientais em cativeiro. Sua capacidade de
adaptacdo é um reflexo de sua distribuicdo no meio ambiente, como sdo encontrados em uma
variedade de habitat, que variam consideravelmente em suas propriedades fisico-quimicas,
como resultados da geologia local e pronunciadas flutuacdes sazonais nos padrdoes de
precipitacdo (TALWAR; JHINGRAN, 1991 apud LAWRENCE, 2007). No entanto, devemos
reconhecer que hd um custo energético dos peixes em operar fora de sua faixa de conforto.

Na pesquisa de Engeszer et al. (2007), a maioria dos zebrafish coletados da natureza
estavam em pH entre 5.9 — 8.1, e condutividade de 10uS até 271uS. Matthews; Trevarrow;
Matthews (2002) sugerem oxigénio dissolvido 6.0 ppm (mg/L). Alta concentracdo de amodnia
ou nitrito pode causar danos para os peixes, o nitrito é absorvido através das branquias e
interfere a capacidade do peixe para absorver o oxigénio (VARGESSON, 2007 apud REED;
JENNINGS, 2010).

Em animais mantidos em condi¢des fora da zona de conforto ocorre maior gasto de
energia para regulacdo da homeostase, crescimento, producdo de gametas e fungdes
imunitdria. As taxas metabolicas e o tamanho corporal dos ectotérmicos dependem fortemente
da temperatura externa (CLARKE; JOHNSTON, 1999 apud LOPEZ-OLMEDA; SANCHEZ-
VAZQUEZ, 2011). Portanto, a manutenc¢io da temperatura é fundamental na criagdo. Os
zebrafish sdo considerados euritérmicos que significa que podem tolerar uma ampla margem
de temperatura. Lopez-Olmeda; Sanchez-Vazquez (2011) observaram que as temperaturas
variaram de 16.5°C até 38.6°C em zebrafish coletado da natureza. A eclosdo dos embrides
varia de 48-72h e isso depende muito da temperatura, em temperaturas mais baixas (24-26°C)
serd mais demorado do que em temperaturas mais elevadas (28-30°C). Em um experimento
realizado por Johnston et al. (2009), embrides eclodidos na temperatura de 26°C
desenvolveram em larvas com maior nimero de fibras musculares rapidas.

Assim, os parametros de qualidade da dgua sdo vitais para a produg¢do em cativeiro,
minimizando a mortalidade e aumentando o numero de embrides de alta qualidade

(LAWRENCE, 2007).

2.3 Dieta

Os zebrafish sdo onivoros, ndo apresentam estdmago verdadeiro e possuem um longo

intestino com uma grande drea de absor¢do (ULLOA et al., 2011). Como a espécie € agéstrica
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especulou-se que o peixe teria melhor desempenho quando alimentados em pequenas
refei¢des ao longo do dia (LAWRENCE, 2007).

Spence et al. (2007) relatou que os componentes da dieta do zebrafish na natureza siao
zooplancton e insetos, embora fitoplancton, algas filamentosas e plantas vasculares foram
encontrados no sistema digestivo, assim como ovos, provavelmente de pequenos crusticeos.
Os insetos eram hemipteros, himendpteros coledpteros e principalmente dipteros (SPENCE et
al., 2007). Devido a essa tendéncia em consumir larvas de dipteros foi proposto a utiliza¢do
do zebrafish no controle de mosquitos (SHRESTHA, 1990 apud LAWRENCE, 2007).
McClure; Mclntyre; McCune (2006) analisaram o conteddo intestinal de zebrafish a partir de
trés locais diferentes na India, e descobriram que os insetos, a maioria de origem terrestre,
foram as presas predominantes. Esses autores argumentaram que esse padrao foi o resultado
de preferéncias de micro-habitat da espécie, como &4guas paradas, margens de corregos
Estudos durante os periodos de alta pluviosidade devem ser realizados para uma compreensao
mais completa dos hébitos alimentares dessa espécie na natureza.

Lawrence et al. (2012) avaliaram o efeito da frequéncia da alimentacdo sobre o
crescimento dos zebrafish e verificaram que grupos alimentados com uma dieta de 5 % de seu
peso corporal, uma, trés ou cinco vezes ao dia apresentavam maior peso e tamanho do que os
alimentacdo a cada dois dias. Observaram ainda que fémeas quando alimentadas com maior
frequéncia, ou seja, cinco vezes ao dia apresentaram maior peso que os demais grupos. No
entanto, nao houve diferenca significativa entre alimentar os peixes uma vez ou mais vezes ao
dia no tamanho, tanto de fémeas como de machos. A alimentagdo uma vez ao dia parece ser
suficiente para suportar o crescimento € o desempenho reprodutivo nessa espécie. A
alimentac¢do frequente ird gerar fémeas mais pesadas, porém isso ndo significa elevada taxa de
crescimento, isso sugere que mais de uma alimentacdo por dia em estdgio juvenil ndo é
necessaria.

InformacOes sobre as preferéncias alimentares dos zebrafish selvagens sdo de
relevancia para o manejo, uma vez que sdo determinantes no sucesso da criacdo em
laboratério. Para a sobrevivéncia e maior crescimento e reproducdo, os requerimentos

nutricionais devem ser estabelecidos e aplicados em cativeiro.

2.4 Reproducao

Os zebrafish sdo animais oviparos, ou seja, a fertilizacdo e o desenvolvimento sdo

externos. As fémeas sdo assincronas, ou seja, a desova ocorre multiplas vezes durante o dia,



12

se reproduzem em pequenos grupos, espalhando os ovos pelo substrato sem cuidado parental
(BREDER; ROSEN, 1966 apud LAWRENCE, 2007).

A maturidade sexual é atingida por volta de 10-12 semanas de vida, no entanto, é
aconselhdvel a reproducdo a partir dos seis meses para obter um bom desempenho reprodutivo
e embrides de melhor qualidade (SUWA; YAMASHITA, 2007 apud GODOY, 2012).

O zebrafish selvatico tem sido descrito como uma espécie sazonal, com a reproducao
ocorrendo durante as mongdes (SPENCE et al., 2006). No entanto, fémeas selvaticas foram
encontradas com ovos maduros fora da estacdo chuvosa (SPENCE et al., 2006, 2007). Em
condi¢des de criacao artificial os zebrafish adultos dependem de um fotoperiodo regular
principalmente na manutenc¢do do ciclo reprodutivo.

A desova dos zebrafish em cativeiro € influenciada pelo fotoperiodo (BREDER;
ROSEN, 1966 apud SPENCE et al., 2008). Essa espécie tem atividade diurna e seus ciclos
sincronizam com ciclos claro-escuro e com a alimentacdo. Na natureza, o zebrafish esta
intimamente relacionado com o ciclo claro-escuro.

Os ovos do zebrafish sdo fertilizados, usualmente no entardecer, € os embrides se
desenvolvem rapidamente, em torno de quatro dias. Tal como acontece com outros peixes
adaptados as mongdes, a reproducgdo € estimulada com a chegada das chuvas (MUNRO, 1990;
TALWAR; JHINGRAN, 1991 apud LAWRENCE, 2007). Embora se observe fémeas com
Ovulos maduros durante a estacdo seca, especula-se que a reproducdo € mais dependente a
disponibilidade de alimentos, consequentemente, é correlacionada positivamente com o
aumento da pluviosidade (SPENCE et al., 2006). Os ovos sdo demersais, que fica no fundo do
substrato, e dependendo das condi¢des ambientais, eclodem entre 48-72h (LAWRENCE,
2007).

As larvas eclodem entre 2.5 — 3 dias ap6s a fertilizacao. Durante o desenvolvimento do
estagio larval ja inicia a sincronizagdo do ciclo circadiano (CAHILL, 2002). A transi¢ao de
larva para juvenil ocorre 30 dias apds a fertilizacdo (KIMMEL et al., 1995 apud ULLOA et
al.,2011).

2.5 Comportamento

O zebrafish tem sido utilizado em estudos de comportamentos normais e patoldgicos
(STEWART et al, 2011) e em distirbios cerebrais (KALUEFF; STEWART; GERLALI,
2014b; STEWART et al., 2014b), assim, conhecer o comportamento fenotipico do zebrafish
(JIA; FERNANDES; GERLAI 2014; EGAN et al., 2009) € importante para a compreensao
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de caminhos neurais, biomarcadores fisioldgicos e bases genéticas da funcao cerebral normal
e patoldgica dessa espécie. Por ndo haver uma terminologia estandardizada, o reconhecimento
dos fendtipos comportamentais do zebrafish ainda € um desafio. Assim, com intuito de
melhorar a interpretacdo de resultados publicados tem-se desenvolvido um catdlogo detalhado
de comportamento do zebrafish, o ZBC (Zebrafish Behavior Catalog) que abrange tanto os
modelos adultos quanto de larvas (KALUEFF et al., 2013). O ZBC criou um glossédrio que
cita os comportamentos especificos, os referindo por nimeros, padronizando a identificacao
do comportamento do zebrafish. (KALUEFF et al, 2013). Ainda hd a técnica de
quantificacdo dos fendtipos, com softwares especializados em rastreabilidade por video
(EGAN et al., 2009; CANAVELLO et al., 2010), inclusive por iPhone® (PITTMAN;
ICHIKAWA, 2013).

O Danio rerio é frequentemente descrito como um peixe de hdbitos aqudticos
superficiais, ainda que nadem perto do fundo durante a ovoposi¢ao (SPENCE; SMITH, 2005)
e que durante o cortejo utilizem toda a coluna de dgua (SPENCE et al., 2006). Sao peixes de
atividade diurna. No experimento de Gerlai e colaboradores (2000), os zebrafish preferiram o
ambiente claro ao invés do ambiente escuro.

O zebrafish € uma espécie gregiria e nadam em pequenos cardumes (5-20 individuos)
em movimento lento ou dgua parada em varzeas e preferem associar-se com cardumes mais
ativos (PRITCHARD et al., 2001). Por apresentarem uma série de comportamentos sociais,
tais como territorialidade e aprendizado social, os zebrafish frequentemente exibem
comportamento agonista, comportamento de luta ou conflito, (RICCI et al., 2013). As
agressoes, por mordeduras ou perseguicdoes, ocorrem principalmente durante o
estabelecimento de hierarquias e acasalamento. Os machos sdo territoriais em torno de
potenciais locais de ovoposicao (SPENCE; SMITH, 2005), e podem adotar também a tatica
de perseguicdo as fémeas (GOOLISH et al., 1998 apud LAWRENCE, 2007). As fémeas
escolhem seus parceiros (SPENCE; SMITH, 2005) por questdes ligadas a interagdo fisica,
visual e a pistas olfatérias (feromdnios) que provocam uma cascata das respostas hormonais
que influenciam a maturidade e a reproducao. Gerlach (2006) relatou que fémeas expostas aos
odores masculinos produziram 17% mais ovos vidveis do que as fémeas nao expostas, ¢ 26%
mais ovos vidveis do que as que ficaram expostas aos odores femininos.

Experiéncias laboratoriais demonstraram que as larvas de zebrafish preferem associar-
se com parentes, usando o 6rgao olfativo (GERLACH; LYSIAK, 2006). Essa observacao
sugere que cardumes de larvas na natureza estdo, preferencialmente, mais perto de parentes. O

grau de parentesco genético de individuos em cardumes de adultos é desconhecido, embora
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tenha evidéncia experimental indicando que a preferéncia do individuo de associar-se a
irmdos mude apdés a maturidade sexual, sugerindo que em algum ponto da vida larval ou
juvenil do peixe disperse-o para longe de seu cardume natal (GERLACH; LYSIAK, 2006).
Essa premissa € suportada por estudos de genética de populacdes que t€m mostrado altos
niveis de variabilidade genética e uma baixa estrutura genética entre os peixes coletados em
quatro locais diferentes na India (GRATTON, 2004 apud LAWRENCE, 2007).

Pesquisas demonstraram que o zebrafish possui memoéria (JIA; FERNANDES;
GERLAI, 2014; WILLIAMS; WHITE; MESSER, 2002). Jia; Fernandes; Gerlai (2014)
demonstraram que apds um estimulo visual, os zebrafish continuaram nadando perto da
origem do estimulo apds alguns minutos. Devido a velocidade de nado relacionado com o
tamanho do tanque descartou-se a possibilidade de incapacidade ou reducdo de mobilidade,
demonstrando a sua memdria em curto prazo. Além disso, em Colwill et al. (2005) confirma

que os zebrafish possuem a capacidade de aprendizagem para discriminacao de cores.

2.6 Linhagens

Os zebrafish podem ser adquiridos em lojas de animais de estimacdo ou simplesmente
capturados na natureza, no entanto, de acordo com Vignet et al. (2013) ha diferencas de
comportamento entre as linhagens selvagens, sendo assim, a linhagem deve ser de acordo com
o0 objetivo do experimento.

As linhagens de Danio rerio mais utilizadas sio AB e TU (Tiibingen). A linhagem
AB, desenvolvida por George Streisinger, ¢ uma linhagem ativa, geralmente usada em
manipulagcdo genética e farmacoldgica, e TU desenvolvida pelo grupo Tiibingen, apresentam
nadadeiras mais curtas; comumente usada em pesquisas comportamentais. No Zebrafish
Database’ estdo registradas 26 linhagens diferentes tipo selviticas, dentre elas: Tupfel Long
Fin (TL), Wild Indian Karyotype (WIK), Ekkwill (EKW), TMI1, Nadia, Darjeeling e
Bangladesh (BLDO1). Somente as linhagens AB e TU sdo geneticamente definidas. (VIGNET
et al., 2013). As linhagens por coloracdo e fenétipo: pink, leopardo (pintas escuras), albino e
nadadeira longa, esses trés ultimos por mutacdo espontinea (KALUEFF; STEWART;
GERLALI 2014b).

Virios estudos comparando linhagens selvdticas com as domesticadas mostraram

diferencas comportamentais; em Drew et al. (2012) a linhagem domesticada passou mais

? Disponivel em www.zfin.org. Acesso em: 17 jul. 2014.
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tempo perto da superficie da d4gua e ocupou mais a frente do aquério em presenga do humano.
Zebrafish selvético e domesticados foram expostos a um derivado do estradiol: os machos
domesticados tiveram comportamento sexual mais dominante (SOFFKER; STEVENS;
TYLER, 2012). Além disso, Vignet et al. (2013) sugeriram que a linhagem TU é mais ativa
que a linhagem AB, essa apresentou comportamento mais ansioso e preferiu o ambiente com
sombra, o que explica porque essa linhagem ndo € normalmente usada em pesquisas
comportamentais.

Em linhagens de laboratério tem se observado rdpida taxa de crescimento, maior
dimorfismo sexual, redu¢do do padrdao comportamental de evitar o predador e um maior grau
de orientacio na superficie se comparado com a linhagem selvitica na India (REED;
JENNINGS, 2010).

Apesar do crescente nimero de linhagens, a maioria dessas estd fora do padrao ou tem
origem incerta (SISON et al., 2006 apud KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014b).
Pesquisas mostraram que as linhagens possuem diferencas genéticas significativas

(MAHABIR et al., 2013).
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3 EXPERIMENTACAO ANIMAL

A pesquisa biomédica depende da utilizagao de modelos animais para compreender a
patogénese de doencas de humanos e de animais e para fornecer sistemas para desenvolver e
testar novas terapias (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Os mamiferos tém sido muito utilizados
na pesquisa, entre eles o camundongo, o rato e os primatas, e isso deve principalmente pela
homologia marcante entre o genoma desses com o do humano, além da proximidade da
anatomia, da biologia celular e da fisiologia. Uma série de fatores deve ser considerada para o
uso do modelo experimental; além da expressiva proximidade evolutiva e semelhanca
anatomica, deve ser considerada a aproximacdo de processos celulares (LIESCHKE;
CURRIE, 2007).

A utiliza¢do de animais para diversos fins, como alimentagdo, transporte, animais de
estimacdo, esportes, recreacdo e companheirismo € tdo antiga quanto o proprio ser humano
(DOKE; DHAWALE, 2013). Com o advento da evolucdo cientifica, os animais passaram a
ter grande utilidade na pesquisa, tais como, camundongos, ratos, hamsters, coelhos, aves,
cobaias, anfibios, primatas, caes, gatos e peixes. O nimero de animais usados em pesquisa
tem aumentado com o avanco e desenvolvimento na tecnologia médica. Com isso, tem se
buscado alternativas para reducdo, refinamento e substituicdo. Como “métodos alternativos”
pode-se considerar a substituicio de mamiferos por microrganismos, insetos, anfibios, répteis
e peixes, por exemplo.

O uso de animais em pesquisas cientificas tem gerado grandes discussdes nos ultimos
anos, e tém sido crescentes as preocupacgoes relacionadas a bioética e bem-estar animal. Um
dos argumentos levantados nos debates € que os métodos alternativos poderiam substituir a
utilizacdo de animais na investigagcdo biomédica. Dentro da comunidade cientifica vem
crescendo o interesse por métodos alternativos visando diminuir o uso de animais na
experimentacdo, pois esses correspondem a um alto custo na pesquisa, uma vez que devem
ser acondicionados, alimentados e mantidos sauddveis para o propdsito cientifico. Os métodos
alternativos correspondem cerca de 90% da pesquisa biomédica (MEDICAL..., 2007) e
incluem modelos matematicos e computacionais, tecido avancado e culturas celulares e
tecnologia de digitalizacdo. A pesquisa com animais contribuiu em 70% dos prémios Nobel
de Fisiologia ou Medicina. Cientistas premiados afirmam que ndo poderiam realizar suas

pesquisas sem os animais (MEDICAL..., 2007).
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3.1 Historico na pesquisa biomédica

O Danio rerio foi descrito pela primeira vez por Francis Hamilton, um cirurgido da
companhia British East India, estabelecido na Bengala Ocidental, India, no inicio do século
XIX. Ele publicou Um relato dos peixes encontrados no rio Ganges e seus ramos no ano de
1822, dentre os peixes havia dez exemplares do zebrafish (SPENCE er al., 2008).
Inicialmente foi chamado de Brachydanio rerio até sua transferéncia para o género Danio
rerio.

No inicio do século XX, o zebrafish tornou-se popular na Europa e nos EUA
(ENDERSBY, 2007 apud MEUNIER, 2012) em aquariofilia, principalmente pela sua
tolerancia a variagdes ambientais. Antes dos anos 1930, o zebrafish ja estava sendo usado
como modelo para desenvolvimento e embriologia (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Em 1934,
Charles Creaser publicou um artigo descrevendo o manuseio do zebrafish e enfatizando a
facilidade de estudos com essa espécie.

George Streisinger comecou a trabalhar com zebrafish no final dos anos 1960
(GRUNWALD:; EISEN, 2002), e em 1981, uma publica¢@o do grupo liderado por Streisinger,
da Universidade do Oregon, sugeriu que se pudesse aplicar uma andlise mutacional no
desenvolvimento embriondrio, produzindo embrides haploides a partir de ovos tratados com
radiacdo ultravioleta, a partir dai comecou-se a pesquisar ndo sO mutagénese no
desenvolvimento embriondrio, como também genética molecular, posteriormente,
neurociéncias, toxicologia, regeneragao tecidual, etologia, entre outras dreas de interesse.

O principal motivo de Streisinger ao escolher o zebrafish como animal de
experimentacdo foi o seu desejo de mudancga para modelos mais préximos ao humano; dos
invertebrados, que estavam sendo amplamente estudados em sua €poca, para um modelo
vertebrado. Além disso, pela necessidade por modelos para genética que fossem de pequeno

tamanho, reproduc¢do rdpida e ampla progénie (MEUNIER, 2012).

3.2 Vantagens e desvantagens do zebrafish em pesquisa biomédica

O Danio rerio tem emergido como um excelente modelo para pesquisa em varias
areas, dentre elas a farmacogenética, a neurologia e a embriologia. Isso se deve ao facil acesso
a todas as fases de desenvolvimento, a claridade 6ptica dos embrides e das larvas que permite

a visualizacdo em tempo real do desenvolvimento, além da alta genética, facilmente
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manipuldvel e da fisiologia homologa com a dos seres humanos, especialmente, o sistema
nervoso central.

Grandes universidades e centros de pesquisa em todo o mundo tém estabelecido o
zebrafish como modelo experimental, e os Institutos Nacionais de Sadde dos EUA,
recentemente, construiram o maior centro de criacdo de zebrafish do mundo, com a
capacidade para abrigar mais de 19.000 tanques e 100.000 peixes (KALUEFF; STEWART;
GERLALI, 2014b).

Essa espécie é facilmente acondicionada em tanques com sistema de recirculagdo,

como mostrado na figura 5.

Figura 5 — Exemplo de tanques com sistema de recirculacio

...........

Fonte: Indiana University of Pennsylvania

Seu pequeno tamanho possibilita alta estocagem, ndo necessita grande infraestrutura
de instalagdes, como ocorre em biotérios de camundongo. O custo de utilizacdo do zebrafish é
inferior ao do camundongo; por ano, a criacdo de camundongos € cerca de trés vezes maior
comparada com a de zebrafish (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Além disso, seu tempo de
geracdo € curto (trés meses) e € possivel criar muitos exemplares em um espago limitado (100
adultos em um tanque de 8 — 12L) (DAMMSKY et al.,, 2011) e reproduz réapida e
abundantemente (em uma dnica desova, a fémea produz cerca de 100 ovos), além da alta (80-
85%) homologia genética com humanos (HOWE et al., 2013).

A transparéncia do embrido de zebrafish facilita nos programas de desenvolvimento
genético, pois € possivel monitorar e manipular seu desenvolvimento sem dificuldades. Além

do mais, apresenta desenvolvimento rapido, eclode em menos de trés dias e se torna maduro
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em 90 dias, o que torna a pesquisa mais rdpida. Espécies oviparas podem ser clonadas
facilmente, permitindo a manipulacdo genética para estudos de haploides, triploides ou
tetrapoides com androgénese ou ginogénese (CORLEY-SMITH et al., 1999; STREISINGER,
1984 apud SPITSBERGEN; KENT, 2003).

Das vdérias vantagens do zebrafish nos estudos sobre toxicologia estdo algumas ja
citadas, e além dessas, os embrides podem viver alguns dias depois da fertilizacdo sem
alimentacdo externa, as drogas difundem facilmente através da pele e das branquias e
penetram via oral depois de 72h apds a fertilizacdo, nao necessitando aplica¢do ativa das
drogas (LANTZ-MCPEAK et al., 2014). Ademais, tanto a larva quanto o adulto do zebrafish
sdo utilizados como modelos, originando a expressdo “dois modelos em um” (KALUEFF;
STEWART; GERLAI, 2014b).

O uso do zebrafish apresenta limitagcdes, como por exemplo, o desconhecimento sobre
a genética de suas linhagens. Além disso, as linhagens que s@o conhecidas ndo sdo
padronizadas, em contraposto, espécies como o camundongo, as linhagens ja estdo bem
estabelecidas (KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014b), a padronizagdo das linhagens traz a
vantagem de reduzir possiveis variacdes em resultados experimentais devido ao seu padrao
genético (ANDERSEN, et al., 2004 apud MINAGAWA, 2007) com a finalidade de produzir
resultados experimentais uniformes.

No entanto, baseados nas analises do PubMed sobre zebrafish, Kalueff; Echevarria;
Stewart (2014) verificaram que as publicacdes sobre essa espécie cresceram 15% de 2004 a
2013. Mesmo com a crescente procura por esse modelo e pela grande possibilidade de

pesquisas, alguns pontos da sua biologia e fisiologia permanecem incognitos.

3.3 Por que substituir o modelo mamifero?

O modelo experimental zebrafish possui vdrias vantagens que o colocam como uma
alternativa aos modelos ja existentes, porém ainda assim € um modelo distante dos
mamiferos. Entdo, por que substituir o modelo mamifero, tdo mais préximo evolutivamente
ao humano?

Fatores importantes t€ém sido discutidos sobre o modelo camundongo, amplamente
utilizado em pesquisas biomédicas que geraram grandes avancgos cientificos. Um dos fatores
mais discutidos s@o os problemas de estresse em camundongos, um paradigma do préprio

modelo (KALUEFF; WHEATON; MURPHY, 2007). Esses animais sao estressados por
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natureza, assim alguns comportamentos humanos niao conseguem ser reproduzidos
inteiramente nessas condi¢des, ou ndo conseguem ser fidedignos.

Entre as dificuldades na utilizacdo de mamiferos podemos citar a necessidade de um
grande espaco para a criagdo, o custo da criagdo, que € maior em relacdo aos peixes e a
manipulagdo mais complicada, por exemplo, para coletar embrides de camundongos € preciso
sacrificar a fémea, ou ainda, em estudos farmacoldgicos, para avaliar uma droga, € necessario
aplicar em cada animal individualmente ou por inalagdo em que o ambiente deve ser

hermeticamente fechado, em peixes, a solucao na dgua ja atinge todos os individuos.

3.4 Aplicacoes em pesquisa biomédica

A pesquisa biomédica depende do uso de modelos animais para o entendimento de
doencas humanas a nivel celular e molecular. No entanto, uma série de fatores deve ser
considerada na proximidade evolutiva e semelhanca anatdomica (LIESCHKE; CURRIE,
2007). As areas de aplicagdes em pesquisa biomédica citadas sdo neurologia, toxicologia,

cardiovascular, medicina regenerativa e alteragcdes de comportamento.

3.4.1 Neurologia

A utilizac@o do adulto e da larva de zebrafish, em neurociéncia aumentou nas dltimas
décadas devido a semelhanca da fisiologia e da genética ao humano, além da facilidade de
manipulacdo e similaridade do sistema nervoso central (KALUEFF; STEWART; GERLALI,
2014b). O desenvolvimento de biomarcadores com o intuito de estudar as desordens do
cérebro a partir de modelos animais; em larvas de zebrafish, a transparéncia permite o fécil
acesso ao sistema nervoso central (STEWART et al., 2014). A morfologia entre o cérebro de
mamiferos e do zebrafish € similar, incluindo macro-organizacdo do cérebro (KALUEFF;
STEWART; GERLAI, 2014b), demonstrado por Ullmann et al. (2010) que apresentaram um
atlas tridimensional do cérebro do zebrafish usando ressonancia magnética. Como em outros
vertebrados, o sistema nervoso central do zebrafish é formado fora da placa neural, é uma
camada de epitélio ectodérmico no lado dorsal do embrido (DE ESCH et al., 2012). Outro
exemplo de similaridade € a habénula, um ntcleo localizado no epitdlamo do encéfalo, que
regula a serotonina e a dopamina (OKAMOTO; AGETSUMA; AIZAWA, 2012), esses em

correlagdo estreita com os distirbios neuroquimicos da depressao.
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A depressdo clinica estd fortemente correlacionada com fatores genéticos, estresse
ambiental e distirbios neuroquimicos, e parece desempenhar uma funcdo semelhante em
fenétipos do zebrafish. O gene, gr-s357, do zebrafish, com uma muta¢do do receptor de
glicocorticoide demonstra um aumento nos niveis de glicocorticoides que induz a
comportamentos aberrantes, tais como locomog¢do reduzida e sobressaltos, que assemelham a
fenotipos observados na depressdo clinica humana (ZIV et al., 2013).

A partir de pesquisas referenciando o zebrafish como uma espécie altamente socidvel,
que prefere nadar em cardumes, (GERLAI, 2014; ENGESZER; RYAN; PARICHY, 2004;
PRITCHARD et al., 2001), considerou-se que seria possivel utilizd-lo em estudos sobre o
transtorno do espectro autista, uma disfuncdo do desenvolvimento humano que afeta a
capacidade de comunicacdo e socializacdo. Algumas drogas sao clinicamente eficazes para
alguns sintomas do autismo, porém nao reduzem outros sintomas, por exemplo, a risperidona,
um anti-psicético, efetivo para tratar irritabilidade, ndo reduz os sintomas de déficit social e
comportamentos repetitivos/obsessivos em humanos e parece ter efeitos semelhantes no
zebrafish; isso indica que ha alta sensibilidade a farmacos relevantes para a doenca
(STEWART et al., 2014b). Maaswinkel; Zhu; Weng (2013) mostraram que o MK-801, um
antagonista ndo-competitivo do receptor glutamato-NMDA (receptor envolvido nos processos
de formagdo de memoria e aprendizagem), assim como em humanos e camundongos, afetou o
comportamento social do zebrafish; com o aumento da concentracdo de MK-801, diminuiu a
coesdo social. Em cardumes com um tnico individuo tratado com MK-801, € suficiente para
reducdo da coesdo social de todo o cardume, pois os zebrafish ndo tratados mudam o
comportamento em decorréncia do peixe tratado.

Existem alguns genes de zebrafish relacionados com doengas neurodegenerativas em
humanos, e manipulacdes desses genes pode facilitar a compreensdo dos mecanismos
genéticos causadores da patogenia (LEE; FREEMAN, 2014). Das doengas
neurodegenerativas mais importantes em humanos estdo o Alzheimer e o mal de Parkinson, e
o zebrafish tem sido modelo para o estudo dessas enfermidades. Lopes da Fonseca et al.
(2013), por exemplo, descrevem um gene do zebrafish homoélogo a proteina transmembrana,
ATPI3A2, humana que tem importante papel no desenvolvimento embriondrio. Essa proteina
foi associada com mal de Parkinson; mutagdes na ATPI3A2 foram observadas em diversos
casos do mal de Parkinson (CROSIERS ef al., 2011). Dois genes homoélogos foram
encontrados no Danio rerio com as mesmas funcdes da proteina humana, a neurogénese no

embrido (LOPES DA FONSECA et al., 2013).
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A exposi¢do ao metal chumbo (Pb) € um risco conhecido de contaminacdo (LEE;
FREEMAN, 2014), também ¢é sugerido que a exposi¢do ao Pb tenha relacio com a
susceptibilidade a doencgas neurogenerativas, como o Alzheimer (BAKULSKI et al., 2012).
Segundo Peterson e colaboradores (2013), a expressdo da glicoproteina reln, que participa
ativamente do desenvolvimento neuronal, foi analisada durante o desenvolvimento de
zebrafish expostos ao Pb. Um significativo decréscimo da expressdo reln foi constatado nos

embrides expostos a altas concentragdes de Pb, como demonstrado na figura 6.

Figura 6 — Deformacdes em embrides de 72h apds a
fertilizacao (haf) decorrentes do uso de Pb.
A e B (controle), Ce D (10ppb Pb), Ee F
(50ppb Pb) e G e H (100ppb Pb).
T (telencéfalo); H (rombencéfalo);
D (diencéfalo); M (mesencéfalo).

M H A

Control

10 ppb Pb

50 ppb Pb

100 ppb Pb

Fonte: Peterson er al. (2013).

De fato, a exposi¢do ao Pb resulta em efeitos drdsticos no cérebro humano, porém

ocorrem em concentragdes relativamente elevadas.
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3.4.2 Toxicologia

No trabalho de Chen e colaboradores (2012), a neurotoxicidade do Pb em embrides de
zebrafish alterou o comportamento dos individuos quando adultos, esses resultados
mostraram que a exposicao ao Pb causou déficit no aprendizado e na memdria, indicando que
essa exposicao persiste na adolescéncia e na idade adulta e afeta o desenvolvimento mental e
cognitivo.

O desenvolvimento de ensaios toxicoldgicos em zebrafish tem oferecido vérias
vantagens para o rastreamento de um grande nimero de compostos de drogas e estudos
toxicolégicos (LANTZ-MCPEAK et al., 2014). Na Alemanha, o embrido de zebrafish foi
introduzido no teste ISO (ISO 15088:2007) para testes toxicoldgicos da dgua, substituindo o
zebrafish adulto (YANG et al., 2009), e desde 2002, o teste em embrides de zebrafish para
tratamento de dguas residuais é obrigatério (BRAUNBECK et al., 2005).

No experimento de van den Brandhof; Montforts (2010) foi observado retardo de
crescimento durante o desenvolvimento dos embrides de zebrafish expostos a teratégenos,

ocorrendo deformagdes no saco vitelinico e na cauda (Figura 7).

Figura 7 — Retardo de crescimento, respectivamente: controle,
carbamazepina, diclofenaco e metoprolol

Control Carbamazepine Diclofenac Me |

100 mg/ t=24 hrs

| t= -
1=48 hrs 50 mg/l t=72 hrs 46,3 mg/l t=48 hrs

t=72 hrs 200 mg/l t=72 hrs 23,3mg/ t=72hrs 100 mg/l t=72 hrs

Fonte: van den Brandhof; Montforts (2014).
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Ja na pesquisa de Chen et al. (2014), células pluripotentes (capacidade de uma tnica
c€lula gerar outras linhagens de células de um tecido ou organismo) analisadas sob efeito de
um teratogénico resultou significativo retardo na eclosao, deformacdes edematosas na coluna
e atraso no desenvolvimento de 10 a 24 horas apds a fertilizacdo. Além disso, a expressao dos
genes associados a pluripoténcia decresceu significativamente.

Visando verificar o efeito do uso de drogas e dlcool durante a gravidez, trabalhos
expondo embrides de zebrafish a esses quimicos tém sido realizados. Lantz-McPeak et al.
(2014) mostraram que a alta concentracdo de etanol e nicotina acarretaram o retardo de
crescimento dos embrides.

Em um estudo sobre a cardiotoxicidade das antraciclinas (amplamente utilizadas em
tratamentos quimioterdpicos, porém em longo prazo pode causar toxicidade cardiaca), Han et
al. (2014) sugeriram efeitos téxicos no desenvolvimento embriogénico de zebrafish, incluindo
edema pericardico seguido de distorcdo do coracdo, alteracdes de expressdo genética e de

eclosao.

3.4.3 Cardiovascular

Também tem sido usado o Danio rerio como modelo para doengas cardiovasculares,
de defeitos congénitos do coragcdo até arritmias e cardiomiopatias (ASNANI; PETERSON,
2014). Amiloidose é uma doenca na qual, células da medula 6ssea produzem amiloide, uma
substancia proteica anormal, que se acumula em diversos 6rgados, incluindo o coracdo,
causando danos ao musculo cardiaco. Zebrafish tratados com amiloide de cadeia leve
desenvolveram disfun¢do cardiaca e apoptose das células, contribuindo com a mortalidade
precoce a partir do dia 2 apds o tratamento e o pico foi entre os dias 5 — 7 (MISHRA et al.,
2013). A amiloidose cardiaca é caracterizada por uma baixa pressao sistdlica, coincidindo
com a disfun¢do contrétil encontrada nos zebrafish, da mesma forma que em humanos.

A via de sinalizacdo Notch (uma via de sinalizagdo celular que atua principalmente no
desenvolvimento de células embriondrias, coordenando a diversificacdo celular) tem o seu
maior papel no coracido durante o desenvolvimento (DE LA POMPA; EPSTEIN, 2012). Zhao
et al. (2014) reportaram que danos no coracdo de zebrafish estimularam expressdo de trés
receptores de Notch, especificamente no endocardio e epicardio, e inibindo a sinalizacdo de
Notch durante o processo regenerativo observou-se um defeito significativo na regeneragao

do miocardio acompanhado da formacao de cicatriz no local.
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3.4.4 Medicina regenerativa

Em laboratério foi documentado que a longevidade do zebrafish pode exceder cinco
anos (GERHARD et al., 2002). A coleta de dados de classes de idade para populagdes
selvaticas facilitard comparagdes das idades fisiolégicas entre os selvagens e os de
laboratdrio, o que seria util em trabalhos envolvendo envelhecimento (LAWRENCE, 2007).

A pesquisa do zebrafish tem se tornado uma ponte entre o desenvolvimento celular e o
bioldgico devido ao seu rapido desenvolvimento. A gastrulacdo é completada em dez horas
depois da fertilizacdo, levando alguns a especular que o zebrafish pode torna-se o modelo
animal ideal em estudos celulares e sub-celulares (BEIS; STRAINIER, 2006), inclusive de
medicina regenerativa. O zebrafish regenera totalmente o musculo cardiaco dentro de poucas
semanas (POSS; WILSON; KEATING, 2002), por isso tem sido usado em estudos sobre
regeneragdo. Essa espécie, como modelo para danos cardiacos, fornece um meio para orientar
a busca de tipos de células e vias que podem ajudar na recuperacdo da regeneracdo de
pacientes cardiacos, (GOESSLING; NORTH, 2014). Em mamiferos, uma deficiéncia nos
cardiomidcitos (tem a capacidade de proliferar em resposta a danos) estd na base da fraca
capacidade de regeneracdo do coracdo humano apds a um infarto do miocardio, Choi et al.
(2013) visualizaram a proliferacdo de cardiomidcitos em embrides de zebrafish durante o
desenvolvimento do coragdo, os pesquisadores constataram que a proliferacio de
cardiomidcitos aumentou apds 48 haf até 72 — 120 haf. O mesmo grupo pesquisou a
regeneracdo do figado no zebrafish. A severidade dos danos no figado influenciou a
regeneracdo guiada pelas células epiteliais dos ductos biliares, e que essa regeneragdo pode
iniciar a recuperacao das fungdes hepaticas em humanos (CHOI et al., 2014).

O zebrafish apresenta uma série de caracteristicas que o tornam um excelente modelo
em pesquisas sobre envelhecimento: grande nimero de descendentes e seu curto tempo de
vida em relagdo a outros mamiferos (GERHARD, 2003), o zebrafish leva apenas 30-40
minutos para seu embrido ser observado e manipuldvel, 72h para se tornar larva e em 90 dias
¢ um adulto; a taxa de crescimento rapida aliada a sua longevidade € uma possivel relacdo
para investigacao sobre envelhecimento (GERHARD, 2003).

A combinacdo de alta taxa de crescimento e rdpida transformagdo em corpo adulto tem
vdrias correlacdes negativas, tais como redu¢cdo da competéncia imunoldgica, deplecdo das
reservas de energia e diminui¢do da expectativa de vida (INNESS; METCALFE, 2008).

Sugere-se que o aumento do estresse oxidativo e danos nos lipidios mitocondriais durante o
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primeiro més de vida do zebrafish pode determinar o curto prazo de vida (ALMAIDA-
PAGAN; LUCAS-SANCHEZ; TOCHER, 2014).

Os pesquisadores Arslan-Ergul; Adams (2014) pesquisaram os fatores genéticos e
ambientais na idade no cérebro de zebrafish e concluiram que a expressao genética é alterada
com a idade e a diferenca sexual.

Os estudos com zebrafish nas areas de engenharia de tecidos, terapia de reposicao
celular e medicina regenerativa sdo abordagens promissoras para estudos sobre
envelhecimento e doencas relacionadas com a idade (GURTNER et al, 2006 apud
GERHARD, 2007).

3.4.5 Alteragdes de comportamento

A sindrome alcodlica fetal (SAF) € uma desordem causada pelo consumo de alcool
por mulheres grdvidas, e como consequéncia a crianca pode nascer com indmeras
anormalidades morfoldgicas e comportamentais. A andlise comportamental pode ser mostrada
em zebrafish submetidos a tratamento com alcool 24 haf, como mostrado no estudo de Buske;
Gerlai (2011) em que os resultados mostraram mudanca de comportamento em embrides; foi
observado aumento da distancia entre os individuos juvenis 70 dias apds a fertilizacdo.
Também mostraram que junto com a mudanga de comportamento acompanharam reducao do
sistema dopaminérgico (envolvido no controle de movimentos, aprendizado, humor, emogdes,
cognicdo e memoria) e serotoninérgico (envolvido no humor, apetite, regulagao do sono), as
reducdes desses sistemas afetaram comportamentos essenciais no zebrafish tal como o
movimento em cardume. Parker et al. (2014) mostraram a diminui¢do da expressdo genica
associada com a exposic@o ao élcool, e encontraram evidencias da acdo do etanol durante o
desenvolvimento causando ansiedade na espécie.

Na linha de pesquisa comportamental, Blaser; Vira (2014) analisaram a capacidade
neurocognitiva do zebrafish e observaram que o sistema sensorial € extremamente versatil,
que possuem excelente visao tetracromatica, quimiosensacao e sensacao vestibular, por essas

razoes, essa espécie € passivel de ser usado em pesquisas comportamentais.
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4 ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

O uso de animais em pesquisas biomédicas permitiu varios avancos cientificos e
tecnolégicos que influenciaram o desenvolvimento de vacinas, antibidticos e anestésicos
(CRISSIUMA; ALMEIDA, 2006). Como ja foi comentado, a pesquisa com animais
contribuiu em 70% dos prémios Nobel de Fisiologia ou Medicina, e cientistas premiados
afirmam que nao poderiam realizar suas pesquisas sem os animais (MEDICAL..., 2007). Mas
até que ponto o humano pode chegar usando animais em pesquisa? Existe um limite? Até que
ponto € considerado uma pesquisa ética? Pergunta-se isso porque relatos de abusos em
pesquisa sdo assombrosos e rondam a pesquisa; relatos da época da Segunda Guerra Mundial,
onde eram usados humanos em testes de resisténcia fisica até observacdo de morte em
camaras de gds, contra esses assombrosos da humanidade resultaram codigos e leis, como
exemplos, o Cddigo de Nuremberg (1947) logo apdés a Segunda Guerra Mundial,
determinando que os resultados da experimentacdo com animais fossem utilizados como base
para os humanos, e na Declaracdo de Helsinque (1964), que j4 se reconhecia os cuidados que
deviam ser tomados na condugdo de experimentos que possam afetar o meio ambiente e o
bem-estar dos animais (GARUTTI; PALMA, 2010).

Com a publicagdo de Bioethics: Bridge to the Future em 1971, o criador da bioética,
Van Rensselaer Potter abriu caminho para uma nova ciéncia ética que combina humildade,
responsabilidade e respeito a vida. A ética, um conjunto de conhecimentos extraidos da
investigacdo do comportamento humano de racional, fundamentada, cientifica e tedrica, teve
mais um fator fundamental a ser observado: a ponderacdo de acdes, principalmente levando
em consideracdo outra vida; o bem-estar daqueles animais que ajudam a fundamentar a
ciéncia.

A aprovacdo da Lei Arouca (BRASIL, 2008) é um importante passo para a
regulamenta¢do do uso de animais para experimentagdo no nosso pais, apesar dessa lei estar
centralizada no poder do Ministério da Ciéncia e Tecnologia fragiliza a abordagem da
protecao animal (MOLENTO, [2008]).

O conceito de bem-estar faz parte da ética em pesquisa biomédica. A possibilidade de

utilizacdo de animais em pesquisa requer a sanidade mental e fisica dos animais em questao.
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4.1 Bem-estar

Em 1985, nos Estados Unidos, ocorreu um processo de revisdo da lei americana de
bem-estar animal (USA, 1966) apds o polémico caso de Silver Spring (onde em uma pesquisa,
macacos eram mantidos em péssimas condi¢des sanitdrias e fisicas) e se tornou obrigatdria a
revisdo dos protocolos de pesquisas em animais pelas comissdes institucionais (PAIXAO,
[20047]). No Brasil, foi constituida a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa e os Comités
de Etica em Pesquisa, contidos na resolucio n° 196 de 1996 do Conselho Nacional de Saiide.

Com o objetivo de orientar as comissdes de ética em pesquisa, foi criada a doutrina
dos trés “R’s” (refinement, replacement e reduction), em 1959 na Inglaterra. Refinamento € o
uso de métodos que aliviam ou minimizam a potencial dor, sofrimento ou angustia, e que
melhoram o bem-estar para os animais que precisam ser usados através de pessoas treinadas.
Substituicdo € a pesquisa biomédica que envolve o uso de métodos tais como culturas
celulares, modelos computadorizados ao invés de animais. Os mamiferos devem ser
substituidos por animais com sistema nervoso menos desenvolvido. E reducdo apresenta a
ideia de usar sempre o menor nimero de animais possivel, desde que nos forneca resultados
estatisticos significativos.

O zebrafish foi pensado como um método de substituicdo, onde os mamiferos
deveriam ser substituidos por animais com sistema nervoso menos desenvolvido. Os peixes,
na escala evolutiva, ainda tém trés classes que os separam dos mamiferos, no entanto, apesar
de possuirem sistema nervoso menos desenvolvido, os peixes tem percep¢ao de dor?
Percebem anestésicos como aversivos? Sofrem de estresse? Trés sonoros “sim”. Rose et al.
(2012) constaram que os peixes sdo neurologicamente equipados com nociceptores (receptor
sensorial que envia sinal que causa a percep¢ao de dor) e respostas emocionais inconscientes,
mas ndo sofrem de dor e sentimentos conscientes, inclusive a pesquisa de Malafoglia et al.
(2013) € o zebrafish como modelo animal para estudos de nociceptores. Na pesquisa de
Readman et al. (2013), os resultados mostraram que o Danio rerio evitou entrar em contato
com dois tipos de anestésicos. Speedie; Gerlai (2008), os zebrafish mudaram seu
comportamento em resposta a presenca de substancias de alarme, movendo-se em estere6tipos
de situacdes de dor e de medo (como ocorre em modelos de predacdo). Apesar de serem
animais de classificacdo cientifica inferior, a preocupacdo com os aspectos €ticos da utilizacdo
desses em pesquisa deve ser levada em consideracao.

A avaliagdo de bem-estar tem sido o critério utilizado para a preocupagdo com

determinados seres do reino animal usados em pesquisa biomédica. Paixdo ([20047]) sugere
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que as comissoes de ética, em sua maioria, avaliam procedimentos em vertebrados, o que
inclui o zebrafish, mas algumas vezes essa espécie pode ser uma das menos avaliadas pelos
comités de ética, pela falsa premissa que os peixes nao sentem dor. Como meio de minimizar
a dor e o estresse causados por experimentos, os métodos de anestesia e eutandsia se tornam

importantes meio de reducdo dessas situagoes.

4.2 Uso de anestésicos

Para avaliar métodos de eutandsia em animais, alguns critérios em anestésicos devem
ser considerados tais como habilidade de induzir a perda de consciéncia, morte com a minima
dor possivel, minimo estresse ou ansiedade, reversibilidade da consciéncia, tempo requerido
para induzir a inconsciéncia, tudo apropriado ao tipo de espécie e a idade do animal
(MATTHEWS; VARGA, 2012). O anestésico ideal € aquele que produz anestesia em trés
minutos ou menos e nao cause toxicidade nos niveis de tratamento (WONG et al., 2014).

Um dos anestésicos mais utilizados em zebrafish € a tricaina metanosulfonato (MS-
222). Esse anestésico inibe a propagacao de potenciais de agao bloqueando os canais de sédio
de membrana. A eficicia da MS-222 depende de fatores ambientais, por exemplo,
temperatura, oxigénio, pH, dureza e salinidade da agua, e ainda de fatores bioldgicos como
idade, sexo, tamanho, peso, conteido de lipidios, espécie de peixe e densidade da biomassa
(POPOVIC et al., 2012). Sneddon (2012) sugere dose de 50 — 400mg/L-1, ou ainda 250 —
500mg/LL para a maioria das espécies (AMERICAN VETERINARY MEDICAL
ASSOCIATION, 2013). Vdrias s3o as consequéncias fisiologicas da MS-222, tais como
alteracdo do plasma sanguineo, hipdxia, acidose respiratéria e hiperglicemia (POPOVIC et
al., 2012). Popovic et al. (2012) utilizaram a MS-222 tamponada e a nao-tamponada com a
finalidade de eutandsia e verificaram que a ultima provocou estresse em 100% dos zebrafish,
o que ficou evidenciado pelos movimentos operculares rdpidos. Nenhum dos animais
expostos a MS-222 tamponada apresentou movimentos operculares rapidos.

Ainda existem outros anestésicos possiveis para o uso em peixes, tais como a
benzocaina, eugenol, isoeugenol, 6leo de cravo, metomidato, 2-fenoxietanol, quinaldina e
quinaldina-sulfato, ainda podendo ser usados os anti-inflamatdérios nao-esteroidais, como o
cetoprofeno e o carprofeno.

A benzocaina ou benzocaina hidroclarada, ¢ uma solucdo de imersdo, que deve ser
preparada em concentragcdes > 250mg/L, deve ser tamponada (AMERICAN VETERINARY
MEDICAL ASSOCIATION, 2013).
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O metomidato é um ndo barbitdrico hipnético que ativa e modula a inibicdo do
receptor da gama-aminobutirico (GABA) tipo A, é um sedativo de uso humano e veterinério.
Os efeitos deletérios nos peixes sao reducao da respiragado e circulacio, e subsequente hipdxia
e diminui¢do do pH no sangue. A 2-fenoxietanol é comumente usada em vacinas, produtos
para a pele e perfumes, o modo preciso para uso em peixes ndo € conhecido, mas pode
envolver a membrana das células neuronais (SNEDDON, 2012).

O eugenol e o isoeugenol sao componentes do 6leo de cravo, esse componente inibe
os canais de sodio, de potéssio e de célcio, causa depressao do sistema cardiovascular, reduz a
pressdo sanguinea e aumenta as catecolaminas do plasma sanguineo, indicando uma resposta
ao estresse pelo uso desse anestésico (HILL; FORSTER, 2004). A concentragdo proposta
depende de vdrios fatores, mas deve ser abaixo de 17mg/L, e altas concentracdes podem
eutanasiar. Deve-se deixar o animal no minimo dez minutos em solugdo até que o cessar dos
movimentos opeculares. Esses componentes sdo carcinogénicos de acordo com o National
Toxicology Program (AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2013).
Assim esses componentes podem afetar a saide humana, devendo ser manuseados com
parcimonia por pessoal capacitado.

Wong et al. (2014) observaram que o zebrafish evitavam o contato com o MS-222,
porém acharam menor evidencia dessa aversdo na exposi¢ao com o metomidato e com o 6leo
de cravo, sugerindo que esses agentes sao menos aversivos para o zebrafish. Além do mais, os
autores também sugeriram que a exposi¢do ao MS-222 causou aumento de ansiedade.

Keene er al. (1998) sugeriram que o eugenol é mais eficiente devido a sua alta
solubilidade, resultando em rdpida indu¢do mesmo usando baixa concentracdo. Sladky et al.
(2001) especularam que as propriedades do o6leo de cravo cobrem as branquias e
consequentemente prolonga os efeitos da anestesia.

Em relac@o aos custos, o0 MS-222 ¢ inferior ao do metomidato, porém o custo de MS-
222 € maior quando requerido em alta concentracdo (WONG et al., 2014). Ao fim, os autores
conclufram que metomidato e 6leo de cravo sdo métodos alternativos recomendados para
eutandsia de zebrafish.

Finalmente, a analgesia € um importante método para a eutandsia de zebrafish, como
meio de redugdo de dor e para promover o bem-estar dos animais, 0 que permite a realizacao

de experimentos de forma humanitaria.
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4.3 Eutanasia

A morte deve ser confirmada por observacdo da cessacdo dos sinais vitais do animal.
A eutandsia é realizada por trés mecanismos bdsicos: hipdxia, depressdo dos neuronios e
ruptura fisica da atividade cerebral (AMERICAN VETERINARY MEDICAL
ASSOCIATION, 2013). Segundo Brasil (2013), a eutandsia de peixes deve ser realizada em
duas etapas: anestesia até a perda do equilibrio; e seguido de um método fisico ou quimico
que cause a morte cerebral.

A eutandsia pode suceder pelo excesso de MS-222, um anestésico muito comum em
eutandsia de zebrafish, por hipéxia (MATTHEWS; VARGA, 2012). Pode ocorrer por imersao
em nitrogénio liquido (WESTERFIELD, 2000), essa técnica é necessaria, por exemplo, para
isolamento do RNA e outras preparacdes que preservem o material bioldgico da ripida
degradacao.

Outro método € pelo uso do diéxido de carbono, porém este age lentamente e é
estressante para o peixe. No Canadd, o Canadian Council on Animal Care ndo aceita o
método com didxido de carbono em eutandsia (MATTHEWS; VARGA, 2012).

De forma geral, os métodos fisicos devem ser complementares a outros métodos e
podem ser usados apenas se 0s animais se apresentarem inconscientes. A decapitacdo seguida
de mielotomia e antecedida de anestesia, € deve ser realizada com lamina afiada
(AMERICAN VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION, 2013), e € aceita com restri¢des,
deve ter interferéncia comprovada da anestesia (BRASIL, 2013).

O congelamento rdpido ndo € um método aceito, pois causa dor e sofrimento, s6 é
aceito quando os animais jd estiverem anestesiados e, por conseguinte, inconscientes
(BRASIL, 2013). Porém, existe a imobilizacdo de zebrafish adulto em submersdo no gelo
seguida de maceracdo do cranio causa destruicio de todo o cranio. Ainda, o choque
hipotérmico ou congelamento rdpido, pode ser aplicado em adulto, larvas e embrides, ao
contrario da maceracdo que s6 é possivel em adultos pelo tamanho. Em adultos, o choque
hipotérmico € mais efetivo do que a overdose por MS-222, e € rapido, porém os tecidos
contéem formacdo de cristais de gelo (WILSON; BUNTE; CARTY, 2009). No entanto, no
choque hipotérmico deve-se levar em consideracdo que quando a temperatura muda, o
zebrafish ndo consegue manter sua temperatura corporal, gerando um estresse térmico.

As préticas que utilizam os animais para verificar os beneficios na saide humana
devem ser melhores avaliadas (BAEDER er al., 2012). Para tanto é necessario ndo s

considerar os preceitos éticos da experimentacdo animal, como também considerar o animal
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como um todo, levando em consideracdo seu bem-estar, sua sanidade fisica e mental e que a
sua morte seja a menos dolorosa e angustiante possivel. Assim, devem-se considerar
fundamentais os métodos de anestesia e eutandsia na condug¢do e nos protocolos de

experimentos com o zebrafish.
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5 CONCLUSOES

O propo6sito do uso de modelo animal é compreender uma determinada doenca sem
causar risco a um ser humano. Ainda que os ensaios de cultivos de células in vitro sejam
amplamente usados, os resultados podem nao gerar previsdes reais se comparados com
resultados in vivo.

O uso de experimentacdo animal ainda se faz necessario. Os custos de pesquisa sdo
altos e o tempo € dispendioso, especialmente em mamiferos, por isso tem se buscado novos
modelos de experimentacdo animal, tais como invertebrados e peixes. Entre as classes de
mamiferos e de peixes ainda tem mais trés classes separando-as, levando a pensar que ndo
tem relagdo uma com a outra, porém muitos estudos mostram que esse pensamento € errdoneo
e que os perfis de mamiferos e peixes tem muita similaridade, especialmente em termos de
genética e de mecanismos celulares.

Com a busca de novos modelos experimentais para reduzir, refinar e substituir o uso
de modelos animais achou-se o zebrafish, dentre tantas qualidades desse modelo
experimental, a utilidade dessa espécie tem se destacado na pesquisa biomédica seja pelo seu
genoma proximo ao do ser humano, embrido extracorpéreo, desenvolvimento rapido,
fisiologia complexa, 6rgaos facilmente acessados, modelo de espaco/custo eficiente, tamanho
pequeno e sdo animais altamente socidveis, tudo isso tem aumentado significativamente o uso
dele no mundo.

Por isso o zebrafish emerge como um modelo importante para a pesquisa biomédica.
Em especial, a embriologia do Danio rerio permite analisar inimeros pontos, desde a
determinacdo do desenvolvimento da toxicidade até funcdes genéticas e fisiologicas. A
utilizagdo de adultos e larvas dessa espécie em neuroci€éncia aumentou acentuadamente nas
ultimas décadas por sua homologia fisioldgica e genética com os humanos, além disso, é
facilmente manipulado geneticamente e o sistema nervoso central (SNC) tem morfologia
semelhante.

Tantos pontos colocam o zebrafish como modelo animal de grande importancia,
porém ainda hd muito que descobrir sobre essa espécie, € melhorar em anestesia e eutanasia.
Para avancar ainda mais na pesquisa com o Danio rerio é necessério ainda mais esfor¢os para
que novas informacdes possam fluir para a compreensdo da pesquisa biomédica aliada com o

uso do zebrafish.
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