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Espelho de Resposta

Pontuacdo de cada Questéo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n® 3, de acordo com a
Unidade detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito considera¢des técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questao 01

a) Principais carateristicas da reproducéo na espécie:

A reproducé@o em peixes é um processo complexo influenciado por vérios fatores, comportamentais e
abidticos. Os fatores comportamentais, como a escolha do companheiro, sdo determinados pelo
comportamento de corte e estdo relacionados a interacéo e percep¢éo de uma variedade de elementos,
incluindo percepgédo visual, tatil/auditiva (pela linha lateral) e olfativa. Os fatores abiéticos do meio
ambiente, incluem a qualidade da &gua, temperatura, fotoperiodo, alimentac¢do, enriquecimento
ambiental e tamanho do tanque. O zebrafish, em condi¢des de biotério, comumente atinge a maturidade
sexual entre 3-6 meses pos-fertilizagdo. Como isso varia consideravelmente com as condi¢des
ambientais, incluindo densidade populacional, temperatura e disponibilidade de alimento, é mais
apropriado relacionar a maturidade reprodutiva ao tamanho do que a idade. Um tamanho padrao, de
aproximadamente 23 mm, corresponde a maturidade reprodutiva nessa espécie. Em condigBes
favoraveis, o zebrafish se reproduz continuamente durante a maturidade sexual. As fémeas sao
capazes de desovar diariamente, embora o intervalo entre posturas dependa da nutricdo, qualidade da
agua e intensidade de producdo. Um intervalo de descanso de uma semana entre posturas é
geralmente recomendado para uma melhor produgdo de ovos viaveis. Entre as principais
caracteristicas que tornam o peixe-zebra um organismo modelo se destaca a desova abundante entre
200 e 300 ovacitos.

b) Importancia da manutencéo da Temperatura e fotoperiodo adequados para reproducéo:

Temperatura: Nos peixes a temperatura afeta praticamente todos os aspectos do comportamento e da
fisiologia. O zebrafish esta classificado como um peixe euritérmico que suporta um amplo gradiente de
temperaturas. No ambiente natural ele habita locais com temperatura de ~6 °C no inverno até ~38 °C
no verdo. Em laboratério a temperatura da sala ou agua é normalmente mantida entre 26-28,5 °C. No
entanto, a temperatura 6tima recomendada tanto para reproducdo como para o desenvolvimento
embrionario no laboratério é de 28,5 °C. A temperatura apresenta uma forte influéncia sobre a
diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento embrionario.



Fotoperiodo: Embora o zebrafish tenha sido descrito como uma espécie diurna, estudos revelam que
a espécie é capaz de exibir ritmos comportamentais diurnos ou noturnos dependendo das condigfes
de criacdo (como alimentacao e ciclos de temperatura). No entanto, o fotoperiodo apresenta uma forte
influéncia sobre o comportamento reprodutivo de zebrafish. Em laboratério, o zebrafish geralmente
desova nas primeiras horas de luz do dia e uma das maneiras mais rapidas de garantir que os peixes
nao realizem oviposicao € manter as luzes acesas por tempo integral. Assim, o ciclo circadiano ideal
de luz no laboratério para o zebrafish é geralmente definido em 14 horas de luz e 10 horas de escuridédo
completa. Este ciclo de claro-escuro imita 0 ambiente natural sendo o ideal para manutengéo do relogio
circadiano do zebrafish.

c) Descricéo da importancia e controle dos parametros de qualidade da dgua que afetam diretamente
a reproducao

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

1.pH

O pH da agua nos sistemas aquaticos exerce um profundo efeito nos processos fisioldgicos dos peixes
assim como no funcionamento da comunidade microbiana que os suporta. Além disso, a toxicidade de
alguns compostos como amonia, nitrito, metais e medicamentos sdo fortemente influenciados pelo pH
da agua. Na maioria dos laboratérios o nivel do pH é mantido entre 7.0 e 8.0. Tem sido sugerido um
nivel mais restrito entre 6.8 e 7.5 (nunca abaixo de 6.0 ou maior que 8.0).

2. Alcalinidade

A alcalinidade representa a medida de todas as bases titulaveis presentes na agua. Ela descreve a
capacidade da agua de neutralizar 4cidos fortes, o que ajuda a manter a estabilidade do pH. Em geral,
€ recomendavel manter os valores de alcalinidade dentro de uma faixa de 50-150 mg de CaCO3/L.

3. Dureza

A dureza da agua é uma medida da quantidade de ions divalentes principalmente célcio e magnésio, e
em menor grau, ferro e selénio. Os peixes requerem esses ions para as func¢des fisiologicas, e eles
devem ser fornecidos na agua e/ou na dieta aos peixes em cativeiro. O zebrafish é considerado um
peixe de “4gua dura” preferindo 4gua com concentracdes acima de 100 mg de CaCO3/L. E
recomendavel manter os valores de dureza dentro de uma faixa de 75- 200 mg de CaCO3/L.

4. Compostos nitrogenados

O nitrogénio amoniacal total consiste em dois compostos, a amonia ionizada (NH4+), denominada ion
amodnio, e a ndo ionizada (NH3), amplamente conhecida como amdnia. A razéo relativa a proporcéo de
cada umas das formas de amoénia depende do pH, temperatura e salinidade. O principal produto
metabdlico excretado pelos peixes € a ambnia que € eliminada através do epitélio branquial por difusédo
e em menor quantidade pelas fezes. A producdo de amdnia também ocorre durante a decomposicao
da matéria organica (principalmente fezes, alimentos ndo consumidos e peixes mortos) por bactérias.
A amdnia ndo ionizada é altamente toxica para os peixes devendo ser retirada do sistema. Niveis de
amodnia acima de 0,02 ppm devem ser evitados. Em sistemas de recirculagcdo, esses niveis sao
atingidos através da oxidagdo da amoénia a nitrito e em seguida a nitrato por acdo de bactérias
nitrificantes em um processo conhecido por nitrificacdo. O produto intermediario desta conversédo, o
nitrito também é tdxico para os peixes e pode ser problemético em concentracdes superiores a 0,1
ppm. A toxicidade pelo nitrato ocorre apenas em concentracbes muito altas. Dessa forma,
recomendam-se trocas parciais de 4gua como rotina de manutencédo a fim de manter o nivel de nitrato
menor que 50 mg/L.

5. Oxigénio

Baixos niveis de oxigénio dissolvido sdo 0os maiores responsaveis por mortalidade de peixes em cultivo
do que qualquer outro parédmetro. A solubilidade do oxigénio varia de acordo com a presséo
atmosférica, sais e temperatura. Temperaturas elevadas reduzem a solubilidade de oxigénio na agua.
Em cultivo de zebrafish, a temperatura relativamente alta de manutencao, a densidade de animais nos
aquarios e a alta frequéncia de alimentacao tipica de instala¢des de alta atividade criam a necessidade
de niveis de oxigénio dissolvido préximos da saturagdo (~7,8 mg/L em 28 °C).



6. Salinidade e condutividade

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

d) Escolha dos animais aptos para reproducao:

Nem todo animal adulto em idade reprodutiva esta apto para reproducéo de qualidade e, dessa forma,
devem ser selecionados machos e fémeas aptos para reproducéo. O primeiro passo para a reproducao
é a sexagem dos individuos. Zebrafish adultos ndo possuem um dimorfismo sexual bem visivel. Em
geral, o dimorfismo sé pode ser observado em individuos no estagio adulto ja bem desenvolvido. Nesse
estagio pode-se distinguir as seguintes caracteristicas: machos possuem o corpo mais delgado e curto;
nadadeira anal com coloracdo mais vibrante (amarelo alaranjada); raios da nadadeira peitoral com a
coloracdo amarelada. Ja as fémeas tém o corpo mais rolico e comprido com ventre mais claro e
distendido; presenca de uma pequena papila genital e nadadeiras peitorais com raios mais ténues;
auséncia de coloragéo vibrante na nadadeira anal; raios da nadadeira peitoral de cor palida. Um método
pratico de diferenciacdo sexual é a presenca de tubérculos nos raios da nadadeira peitoral dos machos.
Em tanques grandes os peixes geralmente formam pares em vez de grupos, demonstrando uma
selegdo sexual enquanto em aquarios convencionais com altas densidades, a desova em grupo € mais
comum.

e) Manifesta¢des do comportamento reprodutivo e taticas utilizadas para melhoria da reproducao;

Os animais exibem rituais de acasalamento antes e durante a desova. Os machos competem pelas
fémeas, estabelecendo e defendendo territrio. Durante a corte, os machos nadam em circulos com as
nadadeiras levantadas, proximos ao local de desova, para atrair a atencéo das fémeas. No momento
da desova, o0 macho nada em paralelo a fémea e envolve seu corpo, estimulando a liberacdo de oécitos
e liberando espermatozéides simultaneamente. Ha competicdo entre os machos pela atengdo das
fémeas, 0 que leva ao estabelecimento e defesa de territorios. Para a reproducéo, os peixes preferem
areas com cascalho, vegetacéo e aguas rasas. Em cativeiro, pode-se adicionar plantas artificiais aos
tanques de reproducéo para simular o ambiente natural ideal para a desova. Outro fator que deve ser
levado em consideracéo é a existéncia de fémeas dominantes, o que pode inibir a desova de fémeas
consideradas subordinadas. Uma maneira de contornar este possivel problema é evitar manter os
mesmos grupos de fémeas no mesmo aquério por extensos periodos de tempo.

f) Preparo antecipatério e momento do evento reprodutivo

Para o acasalamento, geralmente 0s peixes sdo alojados a tarde ou no comec¢o da noite no tanque de
desova e mantidos até a manha seguinte. Se os embriées coletados precisam ser sincronizados com
precisdo no mesmo estagio de desenvolvimento, um casal pode ser separado por um divisor no tanque.
Este divisor é removido na primeira hora de luz para que ocorra a desova e fertilizagcdo. A utilizacdo de
grupo de peixes exige uma separacéo previa de machos e fémeas que serdo colocados em contato na
primeira hora de luz. Deve-se escolher animais sadios que preferencialmente apresentem
caracteristicas sexuais secundarias: ex. machos com coloragao viva, fémeas com abdémen distendido.
A desova em grupo (> 1 casal) apresenta maior producdo de ovos fertilizados e maior variabilidade
genética. As densidades previamente ajustadaS e recomendadas para 0 sucesso na reproducao
variam da seguinte forma:

1. Tanques de mais de 10 L: densidade de 2-3 peixes/L
2. Pequeno grupo: 4-10 peixesem 2 L
3.Casalem1L

g) Descricdo do protocolo e sistema de acasalamento utilizando locais separados dos aquarios de
manutenc¢ao dos reprodutores:

A eficcia do protocolo de acasalamento ird determinar a quantidade de produg&o de ovos viaveis.
Diferentes protocolos podem ser utilizados para a reproducdo do zebrafish em biotérios. Um dos
principais e mais utilizados em biotérios por se mostrar bastante pratico e eficaz é a realizagdo do
acasalamento em locais separados dos aquarios onde 0s animais vivem. Estes sistemas,



comercializados por diferentes empresas, possuem fundo gradeado que se encaixa em recipientes
preenchidos de agua. Quando ocorre o acasalamento, os ovos passam pelo fundo gradeado e se
depositam na parte inferior do recipiente, ficando assim protegidos do canibalismo. Estes sistemas
também possibilitam que os ovos sejam facilmente retirados. O tamanho do sistema determinara a
quantidade de peixes que podem ser colocados para acasalamento e o cuidado com a manipulagéo
dos embrides apos a desova determinara o sucesso da criacao.

h) Cuidados com os embrides apds desova a até a ecloséo das larvas

Os embrides devem ser retirados do sistema de acasalamento o mais rapido possivel, evitando
possiveis contamina¢cdes. Em seguida, devem ser de maneira cuidadosa lavados com agua limpa e
transferidos para placas de Petri preenchidas com agua. Um meio de evitar contaminacao é utilizar azul
de metileno (0,00003%) dissolvido em agua. Ap6s 2 horas os embrides nao-viaveis sdo facilmente
identificados por sua aparéncia esbranquicada e devem ser imediatamente retirados. Os ovos vao
permanecer em recipientes de incubacao a temperatura de 28°C até que as larvas eclodam e inflem a
bexiga natatéria. Os ovos do zebrafish eclodem de 2-3 dias poés-fertilizagdo (dpf). ApOs esses
procedimentos, os ovos ficam em repouso, em recipientes de incubagéo, até que as larvas eclodam e
inflem as bexigas natatérias.

Questao 02

a) Descricao e classificacdo dos principais agentes estressores em peixes mantidos em laboratério.

Os estressores em peixes podem variar de muito breves (agudos) — por exemplo, perseguicdo com
rede ou predador — até prolongados ou permanentes (crénicos) — por exemplo, superlotagdo ou
hierarquia social. No entanto, os conceitos “agudo” e “crnico” referem-se muito mais a duragéo das
consequéncias sobre a fisiologia do animal. Estressores potenciais para peixes incluem a alteracéo de
temperatura, fotoperiodo (luminosidade), qualidade da &gua, pH, oxigénio disponivel, suprimento
alimentar insuficiente, predacéo e exposi¢do a toxinas e sons, isolamento e perseguicdo. O estresse
agudo pode ser causado agentes estressores como captura, manejo, transporte, hipdxia, mudanca
brusca de temperatura.

b) As respostas primarias, secundarias e terciarias dos peixes frente a uma situacéo de estresse

As respostas fisiolégicas frente ao evento estressor podem caracterizar respostas primarias,
secundarias e terciarias. Na resposta primaria, ocorre a percepc¢do do estresse e consequente ativagdo
dos centros cerebrais e eixos neuroenddcrinos (hipotadlamo-hipoéfise-interrenal), estimulando a liberagao
de catecolaminas e corticosteroides. As respostas secundarias incluem alteracdes a niveis idnicos e
metabdlitos no plasma e nos tecidos, caracteristicas hematoldgicas e proteinas de estresse. Tudo isso
esta relacionado aos ajustes fisioldgicos associados a realocagao energética no intuito de restaurar o
equilibrio, tais como respiracdo, estado acidobésico, equilibrio hidromineral, funcdo imunoldgica e
respostas celulares. Nessa resposta secundaria ocorre canalizacéo das acfes dos hormonios e efeitos
imediatos em nivel sanguineo e tecidual, associadas ao aumento da atividade muscular e respiratéria
(aumento dos batimentos cardiacos, da absor¢éo de oxigénio e mobilizacdo de substratos energéticos),
além de alteracBes cardiovasculares — eventos acionados apo6s a liberacdo de altos niveis de
catecolaminas, liberagdo de cortisol pela glandula inter-renal e aumento dos niveis circulantes de
glicose. As respostas terciarias estendem-se ao organismo e se manifestam em nivel populacional,
traduzindo a inibicdo do crescimento, da reproducéo e da resposta imune, com limitacdo da capacidade
do animal em tolerar estressores subsequentes ou adicionais manifestando altera¢g@es na resisténcia a
doengas, atividade locomotora e comportamental.

c) O “teste de campo” aberto para avaliar o comportamento de ansiedade e estresse no Zebrafish

Um dos testes utilizados para avaliar o comportamento de ansiedade e estresse no Zebrafish é o de
campo aberto. o campo aberto € um teste frequentemente utilizado em analises de comportamento
animal em pesquisa bésica. Em estudos com zebrafish, este teste consiste basicamente em colocar o
animal em um aquério simples com dimensdes de 11,5cm x 34,5cm x 15,5cm e capacidade para 3-L
de &agua, de cor uniforme, sem divisOrias ou estimulos e analisar 0 seu comportamento durante um
intervalo de tempo. Neste experimento, o zebrafish pode nadar livremente em um aquério enquanto
tem sua atividade natatéria registrada em um video, para andlise posterior. O video registrado é



analisado através de softwares contendo ferramentas de rastreamento de locomocao, como Any-Maze,
ViewPoint, TopScan e Ethovision. O tempo de teste pode variar de poucos minutos a horas, conforme
0 objetivo do estudo. Em andlises de comportamento de zebrafish em campo aberto sdo considerados
diferentes parametros: atividade locomotora (distancia percorrida em cm), velocidade média (cm/s),
percentual de permanéncia na profundidade do aquario (tempo em segundos), estado de mobilidade
com registro dos movimentos erraticos e freezing (corpo completamente imével), momento do primeiro
deslocamento até a superficie do aquario (tempo em segundos), entre outros. O comportamento natural
do zebrafish em campo aberto é caracterizado por atividade natatéria constante, de maneira a explorar
0 aquario como um todo. O comportamento tigmotaxico (exploragdo do ambiente através das vibrissas)
é frequente, despendendo de 60% a 75% do tempo em testes de 10 minutos. No primeiro minuto, os
animais costumam permanecer 70% a 85% do tempo no fundo do aquario, preferéncia que é reduzida
com o passar do tempo e ndo mais identificada ao décimo minuto. Manifestagfes de freezing, saltos e
movimentos erraticos sdo pouco observadas em condicSes naturais do zebrafish. Normalmente,
observa-se freezing em 3 a 5% do tempo, poucos episédios de movimentos erraticos e nenhum salto.



