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RESUMO

COSTA, Tania Luisa Cabral da. Histéria do zebrafish na pesquisa cientifica: uma
breve revisdo. 2022. 26 p. Trabalho de Conclusédo de Curso Especializacdo em
Biotérios - Escola Superior do Instituto Butantan, Sado Paulo, 2022.

O zebrafish (Danio rerio) foi descrito pela primeira vez pelo escocés e zoodlogo
Francis Hamilton, sendo uma das mais de 20 espécies do género Danio e uma das
mais de 4.000 espécies dentro da ordem Cypriniformes. Na década de 80, o biélogo
George Streisinger, professor do Instituto de Biologia Molecular da Universidade de
Oregon - Estados Unidos é reconhecido como o fundador do modelo animal
zebrafish, ele utilizou-o para explorar a base genética do desenvolvimento neural
dos vertebrados, estudo esse publicado no periédico Nature. O zebrafish tem uma
série de atributos que o torna um excelente modelo de pesquisa, cerca de 70% de
seus genes sao ortélogos aos genes humanos, sendo que destes, 82% possuem
relevancia a doengas humanas. Trabalhar com o zebrafish possibilita mais
praticidade por ser eficiente e com baixo custo, vem substituindo cada vez mais as
pesquisas realizadas com roedores. Inicialmente tornou-se popular como modelo de
desenvolvimento de vertebrados, pelos embrides serem transparentes e por
desenvolverem rapidamente. Na atualidade, a pesquisa esta se expandindo para
areas, como farmacologia, pesquisa clinica como modelo de diversas doencas,
descoberta de medicamentos e estudos toxicolégicos, sendo esse Ultimo um dos
campos onde se concentra uma parte significativa da producéo cientifica brasileira.
As pesquisas crescem para 0 aperfeicoamento dos dados ja existentes, reiterar as
semelhancas com a biologia humana e para a descoberta de novos conhecimentos,
que expandirdo de forma positiva nosso desenvolvimento na saude animal e

humana.

Palavras-chave: Danio rerio. Cypriniformes. George Streisinger. Modelo animal.

Pesquisa cientifica.
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1. INTRODUCAO

O zebrafish conhecido também como paulistinha ou peixe zebra, nativo das
planicies de inundacdo do subcontinente indiano, onde é encontrado em aguas
rasas e de fluxo lento, € um pequeno teledsteo (3-4cm), da espécie Danio rerio e da
familia Cyprinidae (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; SPENCE et al., 2008).

No inicio do século XIX, Danio rerio foi descrito pela primeira vez pelo
escocés e zodblogo Francis Hamilton, que iniciou o mapeamento de espécies de
peixe de agua doce na india e publicou registros de mais de 200 espécies, dentre
elas o zebrafish (Figura 1). O zebrafish € uma das mais de 20 espécies do género
Danio e uma das mais de 4.000 espécies dentro da ordem Cypriniformes
(HAMILTON, 1822; MCCLUSKEY; BRAASCH, 2020).

Figura 1 — llustracéo de zebrafish desenhada por Francis Hamilton.

Fonte: HAMILTON, 1822.

A utilizacdo do zebrafish nas pesquisas cientificas ocorre inicialmente na
década de 80, com o biblogo George Streisinger, professor do Instituto de Biologia
Molecular da Universidade de Oregon, nos Estados Unidos, que escolheu o D. rerio
como modelo para explorar a base genética do desenvolvimento neural dos
vertebrados (BRADBURY, 2004; SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012).

Seu artigo intitulado “Production of clones of homozygous diploid zebrafish”,
publicado em 1981, no periédico Nature (Figura 2), € considerado um marco na
medicina translacional (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Desde entédo o
uso do modelo zebrafish em pesquisas cientificas tem crescido exponencialmente

nos ultimos anos.
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Figura 2 - Edicdo da Nature de maio-junho de 1981.

Nature Reviews | Genetics
Fonte: STREISINGER et al., 1981.

A espécie tem uma série de atributos que o torna um excelente modelo de
pesquisa. Diferente de muitos peixes, eles ndo sao criadores sazonais, dessa forma
0os embribes podem ser obtidos ao longo do ano. A fertilizac&do e todos 0s processos
de desenvolvimento subsequentes ocorrem externo ao corpo materno, assim, séo
passiveis de observacao e manipulacao durante todo o periodo de desenvolvimento.
Uma Unica fémea de zebrafish pode produzir centenas de ovos em uma Unica
desova, tornando possivel ter nUmeros estatisticamente significativos de embribes
para um uUnico experimento. Os embribes e larvas de zebrafish sdo quase
transparentes e se desenvolvem rapidamente (Figura 3), portanto, usando métodos
microscoépicos apropriados, é possivel visualizar essencialmente todas as células ou
estruturas individuais, durante o desenvolvimento, a medida que ocorrem (EISEN,
2020; FUKUSHIMA et al., 2020).
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Figura 3 — Fotografias do desenvolvimento embrio-larval do Danio rerio.

Fonte: LOPES-FERREIRA, 2022.

O ciclo de vida é curto, baixo custo e facil manutencdo em condicbes
laboratoriais, genoma sequenciado, semelhanca genética com os humanos e tem

disponiveis linhagens mutantes, transgénicas e knockdown (CANEDO et al., 2022).
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2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho consiste em uma revisdo de literatura que visa
enfatizar a histéria do zebrafish como modelo animal nos laboratérios e sua

aplicabilidade na pesquisa cientifica.
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3. METODOLOGIA

Foi realizada revisao da literatura nacional e internacional sendo selecionados
artigos cientificos originais, artigos de revisdo e livros que continham informacgdes
com as seguintes palavras-chave: zebrafish, D. rerio, Danio rerio in research,
Streisinger e zebrafish research areas; a fim de relatar em que momento o zebrafish
comecou a fazer parte das pesquisas cientificas e como vem sendo sua evolugao
nesse campo. Os artigos foram pesquisados nas seguintes plataformas: Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Google Académico e PubMed, priorizando
publicacdes a partir do ano 2000.
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4. RESULTADOS

4.1. Revisao de literatura

Encontra-se estudos com embribes de zebrafish j& na década de 1950, que
envolvem embriologia e toxicologia, no entanto é o bidlogo George Streisinger,
professor do Instituto de Biologia Molecular da Universidade de Oregon, nos Estados
Unidos, que é reconhecido como o fundador do modelo animal zebrafish,
estabelecendo esté incrivel nova ferramenta de pesquisa em todo o0 mundo. Nenhum
desses estudos iniciais incorporou o tipo de andlise genética, que foi a abordagem
central de Streisinger, com o intuito de obter uma compreensao mecanicista (EISEN,
2020; GRUNWALD; EISEN, 2002).

Na década de 1960, os seus estudos sobre mutacfes recessivas o levaram a
buscar e estabelecer um novo modelo funcional de vertebrados. Streisinger
inicialmente trouxe varias espécies de peixes tropicais, incluindo o medaka, para seu
laboratorio, no entanto ndo foi descoberto nenhum registro descrevendo a base da
sua escolha (GRUNWALD; EISEN, 2002). Independente das razdes para a escolha
do zebrafish por Streisinger, estd claro que € um excelente modelo animal de
pesquisa, baseado em varias caracteristicas de seu desenvolvimento (EISEN,
2020). Uma das maiores conquistas de Streisinger foi o desenvolvimento de um
método para producdo de dipléides homozigotos de zebrafish, estudo esse
publicado no periddico Nature, considerado um marco na medicina translacional
(SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; STREISINGER et al., 1981).

Charles Kimmel, também da Universidade de Oregon, é outro pesquisador
gue ganhou reconhecimento e respeito usando o zebrafish como sistema modelo,
com o foco priméario de neurobiologia que resultou no desenvolvimento de técnicas
fluorescentes que permitem o rastreamento da linhagem neural e a descoberta da
estrutura segmentar do cérebro do zebrafish (EISEN, 2020). O artigo de Kimmel e
colegas, sobre os estagios do desenvolvimento embrionario do zebrafish, publicado
em 1995 (KIMMEL et al., 1995), foi uma das poucas publicagdes influentes para o
campo de pesquisa com o zebrafish (KINTH; MAHESH; PANWAR, 2013). Nesse
artigo é descrito com detalhes o desenvolvimento embrionario inicial, fornecendo a
estrutura de concepgdo e manejo para todos os laboratérios do mundo, permitindo a
padronizacdo dos dados (GRUNWALD; EISEN, 2002).
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Outro importante marco ocorreu na década de 1990, quando o grupo de
Oregon, facilitou a comunicacéo cientifica entre os pesquisadores do mundo todo ao
sediar uma reunido que destacou a aplicabilidade do modelo zebrafish e
estabeleceram um curso informal sobre criacdo, genética e embriologia da espécie
(EISEN, 2020).

Monte Westerfield, membro do grupo Oregon, criou o “Zebrafish Book”
(http://zfin.org/zf_info/zfbook/zfbk.html), uma cartilha sobre a metodologia do
zebrafish, e mais tarde fundou o Zebrafish Information Network (ZFIN)
(http://zfin.org), que hospeda o banco de dados do modelo zebrafish, sendo
referéncia mundial. Westerfield também fundou o Zebrafish International Resource
Center — ZIRC, o primeiro repositério genético do zebrafish. Nos anos seguintes,
houve uma proliferacdo de encontros e cursos sobre o tema, em vérios locais do
mundo (EISEN, 2020; SPRAGUE et al., 2006).

Christiane Nusslein-Volhard do Instituto Max Plank em Tubingen - Alemanha,
ganhadora do Prémio Nobel, é outra cientista que causou grande impacto no campo
de pesquisa com o zebrafish, atuou na manipulagcdo de genes importantes para o
desenvolvimento e formacgéo de 6rgados. A cientista, através da geracdo de mutantes
de zebrafish desenvolveu uma extensa analise do efeito da falta de genes ao longo
do desenvolvimento (BRADBURY, 2004).

Um grupo de cientistas do Wellcome Trust Sanger Institute - Reino Unido
iniciou em 2001 e finalizou em 2013, o sequenciamento completo do genoma do
zebrafish (HOWE et al., 2013; LARS; BEATA, 2022). A partir dai foi possivel
observar que cerca de 70% de seus genes sao ortblogos aos genes humanos,
sendo que destes, 82% possuem relevancia a doencas humanas (HOWE et al.,
2013; ROPER; TANGUAY, 2018). Muito semelhante aos camundongos que
possuem aproximadamente 75% de homologia, dessa forma pelo zebrafish ser mais
pratico, eficiente e com baixo custo, ele vem substituindo cada vez mais as
pesquisas realizadas com roedores, por ser capaz de acelerar e baratear os
experimentos. Atualmente, a exibicdo da sequéncia gendmica completa do zebrafish
permite a geracdo de linhagens mutantes e é crucial para a maioria, se ndo para
todos, os estudos envolvendo o zebrafish (CANEDO et al., 2022; FUKUSHIMA et al.,
2020).

A popularidade do zebrafish continuou a aumentar como modelo para

investigar os mecanismos celulares, moleculares e genéticos subjacentes aos
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processos de desenvolvimento. No ZFIN, a partir de 2019, havia mais de 1300
laboratorios listados em todo o mundo que utilizam o zebrafish para investigar a
biologia animal e mecanismos de doencgas humanas (EISEN, 2022).

Com relacdo ao Brasil, o nimero de grupos de pesquisa que utilizam o
modelo experimental zebrafish cresceu consideravelmente desde 1996, tanto em
relacdo ao numero de publicacbes quanto em colaboracdes realizadas. O primeiro
artigo usando o zebrafish como modelo animal, foi publicado no Journal of Anatomy
em 1999, intitulado “Morphometric Study of the Regeneration of Individual Rays in
Teleost Tail Fins” (GHENO et al., 2016). Em 2013, de acordo com Kinth; Manesh;
Panwar (2013) o Brasil estava entre os 25 paises mais produtivos envolvendo
pesquisas com o zebrafish, ocupando a 222 posi¢cdo e sendo um dos cinco paises
emergentes da lista.

Gheno et al. (2016), reforca que a producado cientifica brasileira estd em
constante crescimento (Figura 4) e relata que no que diz respeito as areas de
pesquisa, 0 Brasil ndo segue as mesmas tendéncias mundiais de publicacdes.
Grande parte da producdo cientifica brasileira esta concentrada nas éareas de
Toxicologia e Neurociéncias, enquanto a producdo mundial esta concentrada nas
categorias de Biologia do Desenvolvimento e Biologia Molecular. Em 2020, de
acordo com Trigueiro et al. os dados demonstraram um répido crescimento da
producdo cientifica brasileira, especialmente em trés areas: neurociéncia e

comportamento, farmacologia e toxicologia e meio ambiente/ecologia.
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Figura 4 — Produgéao cientifica usando o termo “zebrafish and Brazil” no Brasil de
2000 a 2022 na Plataforma Pubmed.
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Fonte: préprio autor, 2022.

Em 2010, os pesquisadores da Ameérica Latina demonstrando interesse no
modelo, criaram a Rede Latino-Americana do Zebrafish (LAZEN), onde encontra-se
0s principais grupos de pesquisa e laboratérios que utilizam o zebrafish em
diferentes linhas de pesquisa (ALLENDE et al., 2011). Os principais objetivos da
rede sdo promover o uso do modelo experimental, facilitar o intercAmbio de
materiais e fomentar a formacéao de jovens cientistas.

O uso do zebrafish na pesquisa cientifica esta crescendo muito rapidamente
(Figura 5), inicialmente ele era popular como modelo de desenvolvimento de
vertebrados, pelos embribes serem transparentes e por desenvolverem
rapidamente. Na atualidade, a pesquisa esta se expandindo para outras areas, como
farmacologia, pesquisa clinica como modelo de diversas doencas e descoberta de
medicamentos. Nas pesquisas biomédicas o0 modelo animal € usado para entender a
patogénese da doenca humana em nivel celular e molecular, e dessa forma fornecer

sistemas para desenvolver e testar novas terapias (FUKUSHIMA et al., 2020).
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Figura 5 — Produgao cientifica usando o termo “zebrafish” no mundo de 2000 a
2022 na Plataforma Pubmed.
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zebrafish sdo crescentes, sendo uma delas a Toxicologia onde se concentra uma
parte significativa da producéo cientifica brasileira (GHENO et al., 2016). Entretanto
€ importante ressaltar que o zebrafish esta presente em varias outras areas de

pesquisa cientifica (Figura 6).
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Figura 6 — Algumas areas de pesquisa que o zebrafish est4 presente.
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Fonte: proprio autor, 2022.

4.1.1. Biologia do Desenvolvimento

O zebrafish provou ser um excelente modelo para compreender 0S processos
complexos do desenvolvimento por varios motivos, sendo o principal deles a
adequacao genética e o embrido transparente (DAWID, 2004).

Os processos de diviséo celular, diferenciagdo, comunicagao celular, migracéo e
morfogénese estdo no escopo dos estudos envolvendo a espécie (LARS; BEATA,
2022).

Estudos detalham éareas especificas do desenvolvimento, como 0 processo da
embriogénese denominado de gastrulacdo, onde o zebrafish é considerado um
modelo Gtil para o estudo desse complexo estagio. No zebrafish, esse estagio ocorre
de 5,25 a 10 horas pos fertilizacdo (hpf) e envolve os movimentos morfogenéticos
evolutivamente conservados: internalizagdo, epibolia, convergéncia e extensao
(ROPER; TANGUAY, 2018).

Outro processo estudado de forma detalhada é o processo de organogénese que
resulta no desenvolvimento dos 6rgdos, que nos vertebrados geralmente requer

varias etapas. No zebrafish, o periodo critico de organogénese é de 18 a 24hpf e a
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maioria dos orgaos estdo totalmente desenvolvidos em 96hpf, isso permite estudos
relativamente rapidos que sdo beneficiados pela transparéncia Optica da espécie.
Outra vantagem é a disponibilidade de linhagens transgénicas que expressam a
coloragéo verde fluorescente, a partir de um promotor especifico para determinado
tecido, permitindo a analise de um tecido ou 6rgdo particular (Figura 7). Relacionado
a organogénese, uma das areas de destaque € o desenvolvimento dos olhos que é
usado como um modelo para distarbios oculares humanos, apesar das diferencas
estruturais entre os olhos do zebrafish e outros vertebrados (ROPER; TANGUAY,
2018).

Outras pesquisas extensas que o zebrafish estd presente € nos diferentes
aspectos do desenvolvimento do sistema nervoso, area comportamental, na

formacgé&o do sistema cardiovascular e linfatico (LARS; BEATA, 2022).

Figura 7 - Larva de zebrafish transgénico, usado para estudos em
desenvolvimento do sistema nervoso.

Fonte: DAMMSKI et al., 2011.

4.1.2. Patologias

O campo de pesquisa do zebrafish também cresceu na area de patologias,
incluindo um numero incontavel de modelos de doencgas, com o intuito de elucidar os
processos e respostas imunoldgicas do hospedeiro frente ao patdégeno. A lista de
alguns modelos de doencas humanas para as quais o zebrafish esta contribuindo
nas pesquisas, inclui cancer, tuberculose, distirbios do desenvolvimento
neurolégico, neurodegenerativos e psiquidtricos, doencas renais, doencas
cardiovasculares, doencas musculoesqueléticas, disfun¢des do trato gastrointestinal
e dentre outras (EISEN, 2020; KARI; RODECK; DICKER, 2007).
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Esses modelos em geral podem ser divididos em trés categorias diferentes,
sendo elas: modelos genéticos em que um gene foi mutado para sintetizar uma
variante genética causadora da doenca; modelos quimicos em que uma condicédo
patolégica € reproduzida pela exposicdo a moléculas quimicas; e modelos de
transplante em que linhagens de células cancerosas ou xenoenxertos derivados de
pacientes sdo transplantados no zebrafish (LARS; BEATA, 2022). Além disso, tem
disponivel muitas linhagens transgénicas que permitem a triagem de alteracdes

fenotipicas e fisiolégicas apds a exposicao a pequenas moléculas (EISEN, 2020).

4.1.3. Farmacologia

O zebrafish tornou-se um excelente modelo para descoberta e teste de
medicamentos, pois permite a realizacdo, em larga escala, de “screening” em
ensaios pré-clinicos de medicamentos e na identificacdo de tecidos-alvo através de
ensaios-teste com substancias, compostos ou medicamentos. Além disso, vem
sendo uma alternativa aos roedores e possibilitando ensaios a nivel da nanoescala
(ESCALEIRA, 2017).

Durante a organogénese, os embribes de zebrafish sdo permeaveis a
pequenas moléculas, proporcionando facil acesso para administracdo de drogas. E a
clareza éptica e o pequeno tamanho dos embrifes facilitam acompanhar a eficacia
ou ndo de um tratamento medicamentoso in vivo e em tempo real (KARI; RODECK;
DICKER, 2007).

4.1.4. Toxicologia

O campo de toxicologia é cada vez mais importante devido ao crescente
repertério de produtos quimicos, incluindo plasticos e nanomateriais, sendo
produzidos pela sociedade atual (ROPER; TANGUAY, 2018).

O modelo zebrafish também é muito usado em teste de toxicidade por
oferecer uma poderosa plataforma in vivo, pela sua facilidade em absorver e
metabolizar substancias, sua clareza 6ptica e desenvolvimento externo, dessa forma
fornece também uma possibilidade Unica de estudar os efeitos teratogénicos de
toxinas, produtos quimicos e drogas durante o desenvolvimento embrionéario (LARS;
BEATA, 2022).



22

Ademais é um modelo extremamente util para monitoramento ambiental,
avaliar presenca de poluentes, presenca de metais pesados e ter acesso aos
mecanismos de acdo dessas substancias toxicas que trazem maleficio ao meio
ambiente e a satde humana (ESCALEIRA, 2017).

Para exemplificar citamos abaixo os campos de pesquisa apresentados e
exemplos de producfes cientificas extraidas do Pubmed filtrando a pesquisa para o
ano de 2022 (Tabela 1).

Tabela 1. Areas de pesquisa com o modelo zebrafish e respectivos exemplos de
producdes cientificas.

Areas de pesquisa com o modelo zebrafish e respectivos exemplos de
publicagdes — Pubmed 2022.

Biologia do Desenvolvimento DEVELOPMENTAL AND REGENERATIVE
BIOLOGY OF CARDIOMYOCYTES.

DOI: 10.1387/ijdb.210159kh
Patologia ZEBRAFISH AS A MODEL ORGANISM FOR
DISEASE.

DOI: 10.3389/fnmol.2022.940484

Farmacologia RECENT DEVELOPMENT IN ZEBRAFISH
MODEL FOR BIOACTIVITY AND SAFETY
EVALUATION OF NATURAL PRODUCTS.

DOI: 10.1080/10408398.2021.1931023

Toxicologia IMPACT OF PHARMACEUTICAL PRODUTS ON
ZEBRAFISH: AN EFFECTIVE TOOL TO
ASSESS AQUATIC POLLUTION.

DOI: 10.1016/J.CBPC.2022.109439
Fonte: préprio autor, 2022.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas utilizando o modelo animal zebrafish crescem de forma
acelerada para o aperfeicoamento dos dados ja existentes, reiterar as semelhancas
com a biologia humana e para a descoberta de novos conhecimentos, que
expandirdo de forma positiva nosso desenvolvimento na saude animal e humana.
Certamente é um campo promissor que esta atraindo cada vez mais pesquisadores
e instituicdes.

Ademais, € um modelo que otimiza a substituicdo dos roedores em alguns
campos de pesquisa, economizando recursos, geracdo de residuos e acelerando os

resultados pelo seu rapido desenvolvimento.
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