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Introdução
O zebrafish, Danio rerio (Hamilton 1822), é uma pequena
espécie de peixe tropical popular no aquarismo. No final
da década de 1960, o zebrafish foi introduzido como um
sistema modelo de vertebrados por George Streisinger.
Diante disso, o zebrafish tem sido um sistema modelo bem
estabelecido em várias áreas de pesquisa, como biologia
do desenvolvimento(1, 2), farmacologia e toxicologia(3, 4, 5),
ecotoxicologia(6, 7), ciências veterinárias(8), biologia da
evolução(9), nanotecnologia e nanomedicina(10, 11), doenças
humanas (12), vacinação (13), segurança alimentar(14), entre
outros (Figura 1). Além disso, zebrafish é um modelo in
vivo para testes pré-clínico na medicina personalizada(15) e
nanomedicina(10). Interessantemente, o zebrafish é um
sistema modelo de vertebrado emergente no Sul Global(16),

proporcionando uma descentralização das publicações
científicas.
Autilização do zebrafish como sistema modelo tem várias
vantagens, como embriões transparentes, alta taxa de
reprodução e fertilização, desenvolvimento rápido, ciclo
de vida curto, tamanho pequeno, baixo custo e fácil
manutenção em condições laboratoriais, genoma
sequenciado, semelhança genética com os humanos,
comportamento complexo(17, 18), bem como linhagens
mutantes, transgênicas e knockdown disponíveis(19). Além
disso, os embriões e larvas de zebrafish são uma
alternativa ao uso de adultos em teste de toxicidade(3). De
acordo com os regulamentos éticos internacionais,
estudos com larvas de zebrafish até 120 horas pós-
fertilização (hpf) são considerados modelos in vitro
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Resumo
O peixe-zebra (Danio rerio) é um peixe tropical amplamente usado em pesquisas em todo o mundo. Devido ao seu uso emergente
em várias áreas de pesquisa, o desenvolvimento de animais geneticamente modificados e o aumento das instalações de peixe-zebra,
novos desafios éticos surgem na pesquisa com o peixe-zebra. Além disso, é necessária a conscientização da comunidade científica
sobre as normas éticas e leis vigentes na pesquisa com animais. Assim, o presente estudo teve como objetivo descrever os princípios
éticos de 10 Rs usando o peixe-zebra como sistema modelo em pesquisa. Os 3 Rs clássicos relativos ao bem-estar animal
(substituição, redução e refinamento) e 7 Rs adicionais relacionados aos princípios científicos (registro, relatório, robustez,
reprodutibilidade e relevância) e de conduta (responsabilidade e respeito) na pesquisa do peixe-zebra são apresentados e discutido
criticamente. Recomendamos o uso desses 10 Rs pelos pesquisadores, instituições e Comitê de Ética Animal na regulamentação,
decisão e promoção da saúde e bem-estar do peixe-zebra em pesquisas.
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Abstract
Zebrafish (Danio rerio) is a tropical fish species widely used in research, worldwide. The development of genetically modified
animals and the increasing number of zebrafish breeding facilities due to their emerging use in several research fields, opened room
for new ethical challenges for research carried out with this species. It is necessary to raise the scientific community’s awareness of
the ethical standards and laws in force, on animal research. Thus, the aim of the current study is to describe 10 Rs ethical principles
by using zebrafish as model system in research. The classical 3 Rs concerning animal welfare, namely replacement, reduction and
refinement; and the added 7 Rs related to scientific (registration, reporting, robustness, reproducibility and relevance) and conduct
principles (responsibility, and respect) in zebrafish research are herein presented and critically discussed. The use of these 10 Rs by
researchers, institutions and the Animal Ethics Committee is recommended to support regulations, decision-making about and the
promotion of zebrafish health and welfare in research.
Keywords: animal health; animal welfare; animal ethics committees; fish; laboratory animals.
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(Diretiva 2010/63/UE)(20). Além disso, o teste de
Toxicidade Aguda em Embrião de Peixe (Fish Embryo
Acute Toxicity - FET) pode determinar os efeitos tóxicos
de diferentes poluentes (por exemplo, nanomateriais,
pesticidas, produtos farmacêuticos, químicos industriais,
metais, dentre outros)(21). A utilização de animais em
pesquisa envolve desafios éticos. Em 1959, Russell e
Burch publicaram o livro intitulado “The principles of
humane experimental technique”, que se tornou
referência em manejo animal baseado no princípio dos “3
Rs” (replacement, reduction e refinement)(22). Esse
princípio recomenda a substituição de vertebrados por
animais com menor potencial de percepção da dor,
técnicas in vitro ou métodos computacionais (in silico),
reduzindo o número de animais por experimento e
utilização de técnicas que minimizam a dor e a sofrimento

dos animais(23). Por isto, foram criadas diretrizes para
orientar os procedimentos éticos para cuidado e manejo
de animais em pesquisa, incorporando o princípio dos “3
Rs”. Dentre elas, a Convenção Europeia para a proteção
dos animais vertebrados utilizados para fins
experimentais e outros fins científicos(24), a Diretiva
2010/63/UE sobre a proteção de animais usados para fins
científicos(25), a Declaração de Basileia(26), o Guia para o
cuidado e uso de animais de laboratório(27) e o Código de
Ética(28). Desse modo, os pesquisadores são responsáveis
pela validade ética e científica de seus estudos, enquanto
instituições e agências governamentais buscam orientar e
fazer cumprir o código de ética pelos pesquisadores, para
aplicar estratégias, técnicas e instalações apropriadas para
a utilização de animais em pesquisa(24, 26, 27, 29).

Figura 1. O uso do zebrafish em várias áreas da pesquisa científica.

Embora muitas áreas científicas utilizem peixes como
sistema modelo em pesquisa, a aplicação de conceitos de
bem-estar aos peixes tem recebido menor atenção em
comparação com os mamíferos(30). No entanto, foram
criadas diretrizes para procedimentos específicos com
peixes, como diretrizes sobre o cuidado e a utilização de
peixes em pesquisa, ensino e testes(31) e orientações
específicas para utilizar peixes em pesquisa(29). Esses
guias visam garantir o bem-estar dos peixes nas
instalações de piscicultura e condições laboratoriais,
reforçando que é necessário (i) manter níveis adequados
de água e alimentos, evitando a má nutrição; (ii) os
animais devem estar livres de doenças ou lesões; (iii) não
devem ser permitidas restrições comportamentais-
interativa e (iv) os animais não devem sofrer de estresse

ou por condições físicas(29, 31).
Em 2014, uma reunião sobre “Contemporary Topics in
Zebrafish Management and Care” foi realizada no Reino
Unido, reunindo pesquisadores, técnicos e veterinários
que discutiram temas como (i) protocolo de criação de
larvas; (ii) implementação dos 3Rs; (iii) práticas de
manejo, criopreservação e enriquecimento ambiental(31).
Todas essas medidas proporcionam melhorias na
condição de bem-estar do zebrafish em condições de
laboratório. Além disso, é necessário a padronização de
linhagens e protocolos específicos para trazer benefícios à
pesquisa(32).
O objetivo do presente estudo foi descrever os princípios
éticos dos 10 Rs utilizando o zebrafish como sistema
modelo em pesquisa, dada a utilização crescente desta
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espécie como sistema modelo e a necessidade de
assegurar o bem-estar e a saúde destes animais. A
implementação dos 7 Rs é mais uma iniciativa para
contribuir com os Comitês de Ética Animal para
regulamentar, orientar estudos, relatar pesquisas
realizadas com o zebrafish, aumentar a disponibilidade de
informações sobre este modelo animal e minimizar
estudos desnecessários, bem como contribuir para
garantir o bem-estar e a saúde do zebrafish tanto nas
instalações de criação de peixes como nos centros de
pesquisa.

Os 10 Rs da pesquisa realizada com zebrafish
Aos 3 Rs clássicos relativos ao bem-estar animal
(substituição, redução e refinamento; do inglês

“replacement, reduction, and refinement”), foram
adicionados 7 Rs relacionados com os princípios
científicos (registro, relatório, robustez, reprodutibilidade
e relevância; do inglês “registration, reporting,
robustness, reproducibility and relevance”) e de conduta
(responsabilidade e respeito; do inglês “responsibility and
respect”) a fim de ajudar os cientistas a melhorar o bem-
estar e a saúde do zebrafish utilizados em pesquisa, bem
como a integridade e relevância dos experimentos. Esses
princípios englobam as diferentes fases do
desenvolvimento do zebrafish utilizados em pesquisas
como embrionária, larval, juvenil e adulta (Figura 2). Os
10 Rs da pesquisa realizada com zebrafish não têm escala
de importância, contudo devem ser recomendados para a
utilização do zebrafish na pesquisa.

Figura 2. Os princípios éticos dos 10 Rs para utilizar o zebrafish como um sistema modelo em pesquisa. Os princípios
foram classificados em três categorias: bem-estar (substituição, redução e refinamento; do inglês “replacement, reduction,
and refinement”), princípios científicos (registro, relatório, robustez, reprodutibilidade e relevância; do inglês
“registration, reporting, robustness, reproducibility and relevance”) e de conduta (responsabilidade e respeito; do inglês
“responsibility and respect”).

Bem-estar animal
1R – Substituição
A discussão sobre princípios éticos e bem-estar na
utilização de animais para fins educacionais e científicos
aponta para a necessidade de substituir os sistemas
modelo a fim de eliminar ou reduzir a dor, estresse e
sofrimento(25). A substituição pode ser total ou parcial; a
substituição total de animais, sem comprometer os
resultados da pesquisa, pode ser realizada por meio de

técnicas emergentes e bem estabelecidas(33). Linhagens
celulares, culturas de tecidos e organoides, chips de
órgãos e modelagem computacional e matemática estão
entre as metodologias comumente empregadas(34, 35).
Durante muitos anos, as pesquisas foram realizadas com
mamíferos, devido à sua ancestralidade comum com os
seres humanos, o que permite extrapolar os resultados e
aplicá-los às condições de saúde humana(33). No entanto,
várias autoridades reguladoras recomendaram a redução
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ou eliminação da utilização de modelos de mamíferos em
pesquisas(25, 36). A Agência de Proteção Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) deixará de realizar ou financiar
estudos envolvendo modelos de mamíferos até 2035(36).
Foram publicadas muitas diretrizes para avaliar a
toxicidade de substâncias químicas utilizando diferentes
grupos de animais além dos mamíferos, tais como
dípteros, crustáceos, espécies de minhocas, moluscos e
peixes(37, 38, 39, 40, 41, 42). Nesse contexto, o zebrafish surgiu
como modelo para experimentação animal na década de
1980(43), podendo-se observar o aumento significativo do
número de publicações baseadas neste modelo desde a
década de 1990(44). Este pequeno peixe teleósteo possui
uma variedade de características que o tornam um padrão
ouro em pesquisas científicas, especialmente na
substituição de mamíferos(45). Por exemplo, o zebrafish
tem seu genoma totalmente sequenciado, compartilhando
70% de genes ortólogos com humanos(46), uma homologia
que é muito semelhante à dos camundongos
(aproximadamente 75%)(47). Além disso, existem milhares
de linhagens mutantes e transgênicas de zebrafish(48).
Vários estudos têm mostrado que embriões e larvas de
zebrafish apresentam respostas semelhantes às dos
indivíduos adultos, o que otimiza a substituição do ponto
de vista do bem-estar, uma vez que economiza recursos e
minimiza a geração de resíduos(3, 49, 50). Além disso, os
testes com embriões e larvas de zebrafish não implicam
em sofrimento aos animais do ponto de vista regulatório,
uma vez que não ocorre alimentação extra-coriônica
nestas fases do desenvolvimento(25, 51). Os embriões de
zebrafish destacam-se na substituição animal, mesmo nos
estágios iniciais de desenvolvimento, uma vez que nesta
fase ocorrem numerosas reações bioquímicas,
diferenciação de órgãos e desenvolvimento morfológico,
possibilitando a avaliação de poluentes e drogas no
organismo vivo inteiro(18), em tempo real devido à sua
transparência.

2R – Redução
Redução é um princípio importante a ser considerado
quando a substituição de animais durante a pesquisa
científica não for possível(33). A redução significa diminuir
o número de animais utilizados em protocolos e
delineamentos experimentais(33). Portanto, o número
mínimo de zebrafish deve ser utilizado para atingir os
objetivos científicos ou educacionais quando não houver
métodos alternativos, tais como modelos matemáticos,
simulação computacional, sistemas biológicos in vitro ou
outros métodos não animais disponíveis para substituir a
utilização de animais vivos(52).
Os pesquisadores devem inicialmente escolher um
sistema modelo adequado para a análise baseando-se em
suas experiências e conhecimento, para evitar o uso
desnecessário de animais. Além disso, o número de

animais a serem utilizados no experimento deve ser
consistente e bem justificado. Este princípio deve ser
aplicado nos casos em que a redução do número de
animais não prejudique o rigor científico da análise(30).
Alguns recursos podem ser usados para estimar o
tamanho das amostras de peixe necessária antes de iniciar
um experimento, entre eles o uso de software e análise de
poder estatístico, que visam determinar o menor tamanho
de amostra necessário para identificar um determinado
efeito em um nível específico de significância(30).
Além disso, a Diretiva 2010/63/UE sugere que os
pesquisadores devem compartilhar órgãos e tecidos de
animais eutanasiados para favorecer o estabelecimento de
novos métodos in vitro(33) ou para utilizar os mesmos
indivíduos em análises diferentes, sempre que possível(53).
Estas são formas respeitosas de minimizar a utilização de
animais, em vez de se limitarem ao descarte de estruturas
biológicas não utilizadas(33).
O modelo zebrafish reduz as demandas de tempo e uso de
recursos, assim como as demandas de espaço e custos,
quando comparado a modelos animais mais
estabelecidos, como roedores. O zebrafish também
proporciona maior potencial informativo e preditivo em
relação aos resultados de experimentos in vitro. Assim, o
modelo zebrafish pode reduzir a utilização de mamíferos
em pesquisas e mitigar questões relacionados ao bem-
estar desses animais(13).

3R – Refinamento
Embora continue sendo necessário utilizar modelos não
humanos na pesquisa científica, os padrões de excelência
no cuidado prestado aos animais envolvidos na pesquisa
devem atender integralmente à conduta de pesquisa(54, 55, 56).
Refinar a forma como os experimentos são realizados
significa assegurar que os animais sofram o mínimo
possível, e isso inclui melhor alojamento, parâmetros
adequados de água, alimentação regular, procedimentos
adequados de anestesia e analgesia(57, 58, 59, 60, 61).
Assim como todos os outros vertebrados, os peixes
passam por uma série de desafios ambientais devido a
ajustes neuroendócrinos adaptativos conhecidos como
resposta ao estresse; além disso, a ativação prolongada
dessa resposta é prejudicial e leva à imunossupressão,
redução do crescimento e disfunção reprodutiva. Os
indicadores associados à resposta ao estresse crônico
(desfechos fisiológicos, estado da doença e
comportamento) são uma fonte de informação sobre o
estado de bem-estar dos peixes(62, 30). O desenvolvimento
de alternativas para aumentar o bem-estar não só favorece
a saúde e o bem-estar dos peixes, mas também melhora a
confiabilidade e a repetibilidade dos dados científicos,
fato que tem o potencial de reduzir o número de animais
utilizados em pesquisas(63).
O zebrafish é normalmente mantido em sistemas de
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recirculação de água, em tanques comerciais de
policarbonato com coloração azulada ou aquário de vidro,
a uma densidade de até 5 animais por litro de água. Essa
medida prática possibilita a formação de grupos sociais
típico do comportamento do zebrafish (64, 65, 66). Além de
utilizar a coloração do aquário, recomenda-se também
mimetizar seu ambiente natural, por exemplo:
fotoperíodo controlado e disponibilidade de alimento
vivo para estimular o comportamento natural de captura
das presas e melhorar a qualidade nutricional (67, 68, 32). O
zebrafish é mantido em tanques com água na temperatura
variando de 26° a 28°C, pH entre 7 e 8, alcalinidade
dentro da faixa de 50 a 150 mg de CaCO3/L, dureza da
água em níveis superiores a 75 mg/L, salinidade em torno
de 0.5-2 g/L e níveis de oxigênio dissolvido de pelo
menos 4 mg/L (69). As linhagens utilizadas em laboratório
são provenientes de linhagens estabelecidas com
patrimônio genético, uma vez que leva a perda da
capacidade adaptativa natural e reduz a tolerância às
mudanças ambientais, principalmente relacionadas às
condições físico-químicas da água (70). Assim, é
necessário manter sempre os parâmetros físico-químicos
dentro dos valores de referência recomendados nos guias
e manuais de criação da espécie a fim de evitar situações
de estresse (69).
A manipulação experimental que pode causar dor ou
sofrimento deve ser realizada sob sedação, analgesia ou
anestesia, pois os peixes apresentam respostas
neuroendócrinas e fisiológicas robustas ao estresse
causado por estímulos prejudiciais (71, 72). É necessário
utilizar fármacos anestésicos, sedativos ou analgésicos
quando o peixe tem que ser imobilizado para facilitar seu
manejo, para alívio do desconforto de procedimentos de
coleta ou quando submetidos à eutanásia. Estes são
procedimentos fundamentais para promover o bem-estar
dos peixes. É importante destacar que esses vertebrados
podem apresentar sinais de estresse e/ou dor durante o
manuseio, transporte, identificação, amostragem e
procedimentos invasivos (72).
A utilização de um protocolo anestésico inadequado pode
comprometer não só o bem-estar dos peixes, mas também
a confiabilidade dos resultados da pesquisa (73). Estudos
têm sido realizados para investigar os fármacos mais
adequados para o zebrafish, levando em consideração os
princípios do bem-estar como uma estratégia para refinar
as técnicas utilizadas para analgesia e anestesia desta
espécie (73, 74, 75, 76). O metanossulfonato de tricaína (60-300
mg/L), óleo de cravo (25-100 mg/L) e 2-fenoxietanol(2-
PE) (0,1-0,5 mg/L) são os agentes anestésicos mais
utilizados nos peixes ciprinídeos. Além disso, vários
fatores podem interferir na anestesia, como a fase do
desenvolvimento e fatores ambientais (77).
Estudos focados na obtenção de DNA geralmente
necessitam realizar o corte da a nadadeira de peixes
adultos sob anestesia não terminal (78). O efeito do corte

das nadadeiras pode afetar negativamente os peixes e
levar à infecção e alterar a sua sobrevivência, crescimento
e comportamento, bem como diminuir a alimentação e
induzir a liberação de cortisol (65, 79, 80), afetando o bem-
estar do peixe. Os esforços para melhorar e refinar as
técnicas de coleta de DNA têm aumentado, uma vez que
tais alterações podem interferir drasticamente na
qualidade dos dados experimentais (81, 82). Métodos
alternativos de coleta de DNA, tais como escamação,
amostra de muco e esperma, têm sido utilizados com
sucesso e estão ganhando popularidade. Algumas dessas
técnicas são menos invasivas do que o corte de
nadadeiras, além de terem o potencial de melhorar o bem-
estar animal (83). Foi desenvolvida uma nova técnica de
coleta com swab a partir do esfregaço da pele; é menos
invasiva e estressante para os peixes do que o corte de
nadadeiras, tal descoberta confirma que o swab é um
método refinado para coletar DNA de peixes (84).
Muitas técnicas de refinamento podem ser aplicadas
durante os experimentos científicos, bem como ao longo
da vida do animal e podem melhorar as condições de vida
dos peixes nas instalações de criação e reprodução (85). O
refinamento não apenas favorece os animais, como
também pode melhorar a qualidade dos resultados da
pesquisa. Evidências sugerem que a dor e o sofrimento
podem alterar o comportamento e a resposta fisiológica
dos animais durante o período experimental. Essas
alterações podem levar a variações nos resultados
experimentais, e podem afetam tanto a confiabilidade
quanto a repetibilidade dos estudos (86, 87). O
desenvolvimento de métodos menos invasivos e mais
refinados deve ser levado em consideração sempre que
possível.

Princípios científicos
4R – Registro
Os princípios científicos agregam valor à ciência e à
sociedade por meio de estudos relevantes utilizando o
zebrafish como sistema modelo; portanto, devemos
considerar o “R” (Registro)(87). A adesão a métodos
centrados no Registro da informação disponível em
estudos realizados com animais tem sido inadequada em
alguns casos, levando a estudos tendenciosos, atrasados
ou a resultados não relatados (88). A Declaração de
Helsinki já inclui o Registro como princípio obrigatório.
Plataformas para estes Registros, tais como
www.preclinicaltrials.eu e www.animalstudyregistry.org,
foram criadas por iniciativas acadêmicas e organizações
governamentais, respectivamente. Os Registros de
protocolo podem ser realizados rapidamente nessas
plataformas e pode aumentar a relevância da pesquisa.
Assim, a utilização do zebrafish na pesquisa deve ser
acompanhada de aprovação prévia por comitês de ética
locais ou nacionais sobre a utilização de animais na
pesquisa. As informações que são necessárias para o
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Registro dos experimentos, conforme descrito na diretriz
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments), estão relacionadas com o delineamento do
estudo, tamanho da amostra, critérios de inclusão e
exclusão, randomização, indicadores de resultados,
métodos estatísticos, modelos animais, procedimentos
experimentais, resultados, resumo, antecedentes,
objetivos, declarações éticas, alojamento e criação,
cuidados e monitoramento dos animais, interpretação/
implicações científicas, generalização/tradução, registro
de protocolos, acesso a dados e declaração de interesses
(88).
O Registro de estudos com zebrafish deve ser gratuito
para acesso público porque os protocolos registrados
permitem observações sobre estudos que apresentam os
melhores resultados (87). Muitas controvérsias e
embaraços podem ser mitigados por este Registro rápido
e prático de estudos com zebrafish (89). O zebrafish tem
várias linhagens que podem ter respostas diferentes;
portanto, é necessário ter o Registro destas características
(90). É provável que se pense em um aumento das tarefas
administrativas ou mesmo em apropriação de ideias
através do Registro de Estudos (89); contudo, o objetivo do
Registro, e os seus principais resultados, concentram-se
em tornar a investigação com zebrafish ainda mais
eficiente.

5R – Relatório
Em suma, um relatório científico é um documento para
descrever processos de investigação e/ou resultados, bem
como a situação de um problema enfrentado por uma
pesquisa técnica. Pode também conter recomendações,
advertências e conclusões para a pesquisa (91). Os dados
acima mencionados podem ser publicados em notas
técnicas, comunicações cinematográficas e artigos
científicos; assim, os métodos e técnicas devem ser
divulgados a fim de facilitar a padronização das técnicas
e garantir a integridade e confiabilidade dos resultados (91).
Apesar da sua importância, os 3Rs podem ser
inadequados para experimentos realizadas com animais,
dado o seu enfoque limitado no princípio ético
fundamental, devido à complexidade do princípio do
"bem-estar animal". Esta situação pode levar à falta de
princípios orientadores práticos que visem a promoção do
segundo princípio ético fundamental, a saber: o "valor
científico".
Os relatórios científicos para enfrentar o atual déficit de
informações desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento de métodos, normas e parâmetros que
podem i) reforçar os 3 Rs, e ii) formular novos
pensamentos que podem levar a descobertas para apoiar
novos pilares bioéticos. A documentação e publicação de
métodos e relatórios baseados em modelos são ações que
influenciam diretamente os aspectos éticos e bioéticos da

utilização de animais. Caso não haja registro detalhado de
novos métodos, técnicas ou mesmo estudos que já tenham
sido realizados, não há possibilidade de otimizar a
utilização e os teste em animais; portanto, não há sequer
a garantia do cumprimento dos 3R já estabelecidos. Além
disso, existe uma relação intrínseca e dependente entre
ética em pesquisa, relatórios e registos gerados a partir da
utilização de cada modelo animal aplicados na ciência.
Consequentemente, um relatório significativo deve ter
métodos e análises apropriados baseados na
confiabilidade estatística para garantir a qualidade e
confiabilidade de um determinado experimento ou
relatório. Contudo, muitos trabalhos científicos
experimentais não são publicados (50%), ou não saem da
situação de pre-print(87); estas incertezas apenas
contribuem para a conhecida "crise de reprodutibilidade"
que afeta aqueles que procuram novos métodos e técnicas
para os seus experimentos(92).
Uma forma de melhorar os relatórios é considerar as
responsabilidades éticas e morais dos pesquisadores,
redatores, editores e financiadores, bem como tratá-los de
uma forma responsável: i) os pesquisadores são
responsáveis por relatórios claros e transparentes; ii) os
redatores e editores de revistas ajudam a implementar
melhorias apor meio de suas críticas e sugestões(93).
Diante dos desafios acima descritos, o D. rerio pode ser
uma excelente alternativa para desenvolver métodos que
contribuam para reduzir relatórios inequívocos, pois seu
modelo biológico bem avaliado fornece um amplo
suporte por meio de publicações e periódicos. Os
relatórios sobre o D. rerio são significativos devido a um
modelo que apresenta combinações únicas de
características de desenvolvimento e manutenção; tem
uma coleção bem estabelecida de métodos que
proporcionam um sistema com vantagens de executar
testes in vitro e in vivo(94). Este processo melhora os testes
e a capacidade de replicar métodos e experimentos
favorecendo os pesquisadores a cumprir com sua
responsabilidade técnica de publicar relatórios precisos e
fiéis(94). Esse extenso acervo de publicações contribui para
reforçar a pesquisa e o desenvolvimento tecnológico, bem
como fortalece aos outros Rs, uma vez que dependem
precisamente da divulgação e dos resultados científicos
para se desenvolverem e interagirem entre si.

6R – Robustez
Os fatores ambientais podem mudar o bem-estar, a saúde
e a resposta do zebrafish. Por outro lado, a Robustez
assegura que resultados semelhantes podem derivar de
experimentos anteriores, mesmo quando há pequenas
variações nos reagentes ou delineamento experimental.
Os resultados são condicionais e não robustos quando
dependem de condições experimentais específicas(95).
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A Robustez da pesquisa realizada com zebrafish pode
aumentar quando os resultados são confirmados por
diferentes métodos e pesquisas em colaboração. Os
seguintes aspectos podem melhorar a robustez de uma
pesquisa: melhores práticas científicas; utilização de
normas; qualidade e bem-estar do zebrafish;
delineamento experimental; adição de grupos controles,
negativos e solventes; estimativas do tamanho da
amostra; efeitos das diferenças sexuais; análise estatística
adequada; análise e interpretação adequada dos
resultados; inclusão de dados negativos e de validação;
treinamento e suporte.

7R – Reprodutibilidade
A Reprodutibilidade do estudo é um princípio científico
fundamental. Os pesquisadores devem ser capazes de
recriar experimentos e obter os mesmos (ou semelhantes)
resultados e conclusões(96). No entanto, muitas vezes, a
pesquisa não pode ser reproduzida e conduz a perdas de
recursos, tempo e credibilidade científica(97, 98). A
irreprodutibilidade científica pode destacar questões de
delineamento experimental, implementação de
metodologia, qualidade ou integridade dos dados, erro de
análise estatística ou interpretação dos resultados do
estudo(96), bem como qualidade e bem-estar animal.
A reprodutibilidade é particularmente importante para
sistemas modelo emergentes que têm disponível um
número limitado de protocolos e informações(99). A
Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) fornece atualmente diretrizes para
o Teste de Toxicidade Aguda em Peixes(100), Toxicidade
Aguda em Embriões de Peixes (FET)(21), Teste de
Crescimento Juvenil em Peixes(101), Ensaio de 21 dias em
Peixes(102) e Teste de Desenvolvimento Sexual em
Peixes(103). No entanto, muitos campos de pesquisa
carecem de protocolos específicos para peixes, tais como
genotoxicidade(4), mutagenicidade(5), neurociência e
estudos comportamentais(99). Gerlai(99), por exemplo,
descreve questões metodológicas e soluções para
assegurar a reprodutibilidade dos estudos de neurociência
comportamental com zebrafish. Além disso, embora os
3Rs tenham sido incorporados às diretrizes ARRIVE, são
necessários esforços adicionais para cumprir as leis
vigentes, em diferentes países, para garantir a integridade
da pesquisa(104).
Assim, medidas tais como (i) assegurar o acesso aos
protocolos utilizados nos estudos; (ii) conduzir pesquisa
reprodutível bem delineada e minimizar o erro
experimental e o número de animais utilizados nos
experimentos; (iii) ser transparente e claro sobre os
resultados encontrados nos estudos; (iv) corrigir a análise
de dados complexos; (v) evitar vieses cognitivos; (vi)
identificar lacunas no conhecimento sobre estudos

realizados com zebrafish; (vii) padronizar protocolos para
estudos com zebrafish(98, 32, 105) devem ser aplicados para
garantir a reprodutibilidade dos estudos com esta espécie.

8R – Relevância
As espécies animais devem ser capazes de cumprir todos
os objetivos do estudo quando os animais são utilizados.
Consequentemente, o planeamento deve ser efetuado
antes de qualquer experimento ser implementado, a fim de
evitar o uso desnecessária de animais. Portanto, os
pesquisadores devem conhecer as características do
sistema modelo que pretendem utilizar, tais como a sua
anatomia, fisiologia, estágio de desenvolvimento,
comportamentos específicos, entre outros(22). Mesmo que
o objetivo do estudo seja investigar doenças humanas,
realizar testes de toxicidade ou monitorização ambiental,
a relevância do princípio aqui avaliado deve estar
relacionada à transferibilidade de um teste em animais. Os
experimentos só devem ser realizados com uma
determinada espécie após levar em consideração a sua
relevância para o avanço do conhecimento biológico(106).
O zebrafish tem muitas características relevantes para a
pesquisa em desenvolvimento(107), genética(108),
comportamento(109), descoberta de medicamentos(110),
doenças(111), vacinação(13), segurança alimentar(14), entre
outras. Ao contrário de outros modelos de vertebrados, os
embriões de zebrafish têm um plano corporal, no qual é
possível observar o batimento cardíaco, vasos sanguíneos
e intestino rudimentar em 48 hpf(17). Embora os sistemas
cardíaco e metabólico se formem precocemente no
zebrafish, são possíveis manipulações experimentais, pois
os embriões obtêm oxigênio da água por difusão passiva
e nutrientes do vitelo(112). Além disso, a fertilização e o
desenvolvimento de embriões de zebrafish são externos,
bem como os embriões são translúcidos, o que o torna um
sistema modelo ideal para análise de imagens durante o
desenvolvimento(113, 114). Outra característica relevante é
que o sistema imune inato do zebrafish desenvolve-se nos
dois primeiros dias da embriogênese(115), assim como o
desenvolvimento e a maturação do sistema imune
adaptativo ocorrem entre 4-6 semanas pós-fertilização(116),
tornando-se um sistema modelo ideal para estudos em
imunologia.
O genoma do zebrafish foi sequenciado em 2013 pelo
Cambridge's Welcome Trust Sanger Institute. O zebrafish
possui 26.206 genes codificadores de proteínas, e
aproximadamente 70% deles têm pelo menos um ortólogo
em humanos(45). Deve notar-se que aproximadamente
84% dos genes conhecidos relacionados a doenças
humanas possuem um gene ortólogo em zebrafish(45).
Atualmente, devido ao desenvolvimento de ferramenta,
tais como CRISPR-Cas9, TALENs, ZFNs, para edição de
genes, foram desenvolvidas várias linhagens mutantes de
zebrafish, transgênicos e knockdown para estudos sobre
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doenças, biologia do desenvolvimento, toxicologia, entre
outras áreas(19). Por fim, informações sobre a anatomia,
fisiologia, desenvolvimento e genética do zebrafish foram
depositadas em uma base de dados para facilitar a
comunicação científica sobre esta espécie (www.zfin.org).
Todas estas características tornam o zebrafish um modelo
relevante para a pesquisa científica.

Princípios de conduta
9R – Responsabilidade
Todas as pessoas envolvidas na pesquisa com animais são
responsáveis pelos cuidados e utilização que lhes são
prestados. As instituições, comitê de ética animal,
pesquisadores e cuidadores de animais devem
compreender e aceitar suas responsabilidades(67, 117, 118). As
instituições são responsáveis por apoiar os comitês de
ética animal, pesquisadores e cuidadores de animais.
Assegurar o acesso a aconselhamento veterinário,
educação e treinamento, políticas e procedimentos em
atendimento aos princípios da pesquisa animal são
exemplos de tal apoio(67, 117). Os comitês de ética animal
são responsáveis pela validação, aprovação e
monitoramento dos cuidados prestados aos animais e da
sua utilização para fins científicos e educacionais (117, 118).
Pesquisadores e cuidadores de animais, incluindo o
veterinário associado, são responsáveis pela aplicação de
elevados padrões de cuidado e manejo na utilização de
animais em pesquisa(117, 118, 119, 120, 121).
A utilização experimental de animais, questões sociais,
integridade científica e bem-estar dos animais estão
relacionados com a responsabilidade na pesquisa com
animais(122). A utilização experimental de animais para
fins científicos e de ensino, devendo ser justificada e
conduzida com base na aceitabilidade ética(118). A
responsabilidade pelas questões sociais inclui
compartilhar com o público as razões pelas quais a
pesquisa com animais é necessária a fim de melhorar os
problemas de saúde dos animais, dos seres humanos e do
meio ambiente(123). O objetivo é mostrar o impacto dos
propósitos científicos em posições que vão além do
desenvolvimento do conhecimento científico, tais como
sobre as consequências sociais, bem como compartilhar
as práticas e procedimentos adotados em pesquisas com
animais(124). A responsabilidade pela integridade científica
compreende a concepção e a condução de pesquisas com
animais, incluindo as responsabilidades legais.
Recomenda-se a aplicação do Planejamento de Pesquisa
e Procedimentos Experimentais em Animais (do inglês,
Planning Research and Experimental Procedures on
Animals - PREPARE) para garantir a adoção das
melhores práticas atuais relativas aos cuidados e manejo
de animais utilizados em propostas de pesquisa(121).
Finalmente, a responsabilidade com o bem-estar animal
requer procedimentos de cuidado e manejo adequados à
espécie selecionada ao longo de sua vida(118), e incluem

número de animais, origem dos animais, estado biológico,
transporte, prevenção e alívio da dor, sofrimento, angústia
e doença, alojamento e criação adequados, bem como
disposição final(22).
Os princípios da pesquisa animal continuam a ser um
desafio; entretanto, diretrizes bem estabelecidas e
legislações claras permitem a aplicação do “R” de
responsabilidade(22). O conhecimento da biologia,
fisiologia e comportamento do zebrafish é crucial para
aplicar as melhores práticas para seu cuidado e utilização
para fins científicos, uma vez que assegura o bem-estar do
zebrafish ao longo de seu ciclo de vida(125, 31). Portanto, a
responsabilidade na pesquisa com animais está associada
ao dever de respeitar os animais.

10R – Respeito
De acordo com o imperativo bioético definido por Fritz
Jahr, deve-se “respect every living being on principle as
an end in itself and treat it, if possible, as such" (126). O
respeito pode ser demonstrado quando todos os que
utilizam animais consideram tanto a qualidade quanto a
dignidade das suas vidas(121). O impacto científico e social
por meio da pesquisa com animais deve ser avaliado com
cautela baseado na necessidade e justificativa da
utilização de animais para propostas científicas e de bem-
estar animal(118). Nesse sentido, o “R" (Respeito) na
pesquisa com animais consiste também em minimizar os
danos aos animais; aplicar os 10Rs em todas as etapas do
cuidado e manejo animal; aplicar as melhores práticas de
cuidado e manejo dos animais; e compreender e aceitar
suas responsabilidades, bem como seguir as
recomendações das leis nacionais e diretrizes
regulatórias(121).
Para pesquisas com zebrafish, o Respeito pode ser
aplicado ao conhecimento das características da história
de vida do zebrafish; a escolha da fase apropriada do ciclo
de vida para a proposta científica e a adoção de
recomendações para a aquisição do animal; manutenção,
tais como parâmetros de qualidade da água; alimentação;
enriquecimento ambiental; bem como todos os aspectos
envolvidos no bem-estar animal(31), para utilização desses
espaços em experimentos científicos, além da aplicação
dos 10 Rs apresentados no presente estudo.
A crescente utilização desses animais para fins científicos
e educacionais reforça a necessidade de regulamentar a
pesquisa científica baseada na utilização de peixes
modelos, incluindo o zebrafish(127). Além disso, alguns
estudos anteriores descreveram o zebrafish como
“ferramenta” em diversas áreas de pesquisa(128, 129, 130), bem
como “ferramenta” educacional. No entanto, uma vez que
as preocupações éticas devem nortear a utilização de
animais em propostas científicas e educacionais, as
iniciativas aqui apresentadas centradas nos 10 Rs devem
ser consideradas e implementadas de modo a garantir a
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utilização do zebrafish em pesquisas, como modelo
animal bem estabelecido, e não apenas como uma
“ferramenta”. Assim, é essencial reforçar a necessidade
urgente de adotar como termo padrão “sistema modelo”
ou “modelo animal”. É importante enfatizar que o
respeito pelos animais deve sustentar a pesquisa realizada
com animais. Portanto, garantir a conduta ética da
pesquisa com zebrafish, bem como o bem-estar animal e
o cumprimento dos princípios científicos devem ser a
própria base dos princípios de conduta.

Conclusão
Autilização emergente do zebrafish como sistema modelo
em várias áreas de pesquisa abre espaço para novos
desafios éticos. O presente estudo descreve princípios
éticos de 10 Rs para a utilização do zebrafish como
sistema modelo para a pesquisa científica. Foram
classificados em três categorias: bem-estar (substituição,
redução e refinamento), científico (registro, relatório,
robustez, reprodutibilidade e relevância) e princípios de
conduta (responsabilidade e respeito). A implementação
dos 10 Rs pode ajudar os pesquisadores, instituições e
Comitê de ÉticaAnimal na regulação, tomada de decisões
e promoção da saúde e bem-estar do zebrafish durante os
protocolos de pesquisa. As normas e leis devem ser
seguidas pelos pesquisadores a fim de assegurar a
integridade da pesquisa, bem como sua relevância para o
desenvolvimento da saúde humana e animal.
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