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RESUMO

FARIA, Gabriel Batista de. Revisdo da anatomia e dos principais 0rgaos do
Zebrafish (Danio rerio). 2022. 29 p. Trabalho de Concluséao de Curso
(Especializacdo em Biotérios) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2022.

O zebrafish ou peixe paulistinha como é popularmente conhecido no Brasil,
é um vertebrado de agua doce originario da Asia que vem sendo considerado um
modelo ideal para estudos em numerosas doencas humanas principalmente
nas areas da genética, comportamental e toxicolégicos. Devido a semelhanca
genética com seres humanos e seu baixo custo de manutencdo e criacao,
atualmente sdo o0s modelos animais mais utilizados para pesquisas
experimentais apresentando-se como modelo alternativo. Estudos demonstraram
que 70% de seus genes sdo semelhantes aos dos mamiferos, inclusive dos
humanos. Dessa forma, esse modelo experimental também vem sendo utilizado em
pesquisas envolvendo diversas areas bioldgicas, além de servir como estudos em
diversas patologias humanas, como doencas dos sistemas tegumentar,
esquelético, gastrointestinal, respiratorio, urogenital, cardiaco, sensorial entre
outros. Nesta revisdo foi possivel demonstrar sua anatomia e seus principais

sistemas de forma objetiva, podendo colaborar com futuras pesquisas.

Palavras-chave: Danio rerio. Sistemas. Anatomia. Zebrafish. Paulistinha.



ABSTRACT

FARIA, Gabriel Batista de. Review of anatomy and main organs of Zebrafish
(Danio rerio). 2022. 29 p. Completion of course work (Specialization in Vivariums) —
Escola Superior do Instituto Butantan, S&o Paulo, 2022.

The zebrafish or paulistinha fish as it is popularly known in Brazil, is a
freshwater vertebrate originating in Asia that has been considered an ideal model for
studies in numerous human diseases, such as genetics, behavior and toxicology.
Due to genetic similarity with humans and low-cost maintenance, they are very useful
as models for experimental research, and an alternative to the mouse model. Studies
have shown that 70% of their genes are similar to those of mammals,
including humans. Thus, as an experimental model it has been used in research
involving various biological areas, in addition to human pathologies, such
as and integumentary, skeletal, gastrointestinal, respiratory, urogenital, cardiac
and sensory systems, diseases among others. This review highlights the
importance of its anatomy and main systems, to future research involving this

model.

Keywords: Danio rerio. Systems. Anatomy. zebrafish. Paulistinha.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, em razdo do avango nas pesquisas, modelos
experimentais vém sendo utilizados em aplicagOes de testes inovadores e pesquisas
biologicas aprofundadas. Isso para compreender vias associadas as doencas, e
assim incorporar novas possibilidades terapéuticas com uma maior eficiéncia e
menores efeitos colaterais. A ciéncia vem buscando alternativas que possam de
maneira fidedigna reportar ou se aproximar de modelos que representem a um
menor custo e esteja associado filogeneticamente mais proximo do homem.
(FERREIRA et al., 2005).

Um modelo tem-se destacado na literatura pela sua versatilidade quanto as
possiveis aplicacbes (SILVEIRA et al., 2012). Este modelo esta associado com a
utilizacdo do Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish ou paulistinha
(LAWRENCE, 2007). E um pequeno teledsteo da familia Cyprinidae de agua doce
que tem um tamanho médio total de 2-3 cm quando criados em condic¢des ideais,
apesar do seu pequeno porte, é de facil manuseio e na sua fase embrionéria é
transparente, o que facilita os estudos em diversas doencas (DAMMSKI et al., 2011).

O pioneiro a estudar esta espécie foi George Streisinger, o qual, no final da
década de 60, utilizou técnicas de analise mutacional para avaliar o desenvolvimento
embrionario do zebrafish (STREISINGER et al., 1981).

Muitos 6rgéos deste peixe sdo semelhantes aos dos humanos, sua anatomia
€ descrita com dois olhos, boca, coracéo, ductos biliares, cérebro, intestino, medula
espinhal, baco, figado, orelha, rim, nariz e péancreas. Também tem sangue,
cartilagem, ossos e dentes, tornando-o um modelo de pesquisa ideal para replicar
doencas humanas. Apesar do zebrafish ser muito diferente morfologicamente do
homem, compartilha uma variedade de genes e vias evolutivamente conservadas
com outros vertebrados.

O zebrafish tem grande potencial como modelo animal alternativo para
estudos em diversas doencas, neste trabalho foi possivel descrever sua anatomia e

seus principais sistemas de 6rgaos e uma breve descricdo de suas fungoes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Esta revisdo tem como objetivo geral, fornecer informacfes basicas para a

utilizacao do zebrafish como modelo animal alternativo.

2.2 Especificos

Colaborar com a comunidade cientifica a anatomia e 0s principais sistemas
de 6rgdos do zebrafish, além de descrever algumas vantagens em sua utilizacdo e
para estudos e compreensdo do desenvolvimento humano em diversas patologias
humanas, como doencas dos sistemas tegumentar, esquelético, gastrointestinal,

respiratorio, urogenital, cardiaco, sensorial entre outros.
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3. METODOLOGIA

A revisdo de literatura deste estudo, foi elaborada durante o periodo de
setembro a novembro de 2022 através de pesquisas em livros e nas bases de dados
Scielo, PubMed, journals.sagepub e Google Académico publicados no ano de 2005
em diante. Os principais descritores utilizados para essa busca foram: “zebrafish e
Danio rerio”, combinados entre si através do modulador “AND”, em variados idiomas
a fim de encontrar estudos antes realizados a respeito de sua espécie, anatomia e
seus sistemas.

Os dados levantados passaram pela analise critico-reflexiva, interpretacéo

e foram sintetizadas e organizadas em topicos para estudo e escrita deste trabalho.
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4. RESULTADOS

4.1. Anatomia do zebrafish

4.1.1 Morfologia externa

O zebrafish como um modelo de vertebrado (Figura 1), compartilha muitas
caracteristicas anatébmicas com o0s mamiferos, o0s principais 6rgdos sao, rins,
cérebro, figado, intestino, coracdo, coluna vertebral, olhos, boca e ouvidos
(FUKUSHIMA et al., 2020). Seu desenvolvimento passa pelos estagios larval, juvenil
e adulto. Em biotério, o tamanho inicial de um adulto é em média de 2-3 cm, quando
mantidos em ambientes controlados (DAMMSKI et al., 2011), e ao longo de sua vida
pode chegar a medir de 4-5 cm, seu corpo tem um formato alongado e sua pele um
padrdao de cores distintas alternando listras horizontais claras e escuras, nos
machos, seu corpo geralmente sdo mais esguios, delgado e escuros se comparado
ao corpo das fémeas (SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al.,). Apresentam cabeca
curta (correspondente a 10-15% do corpo), boca inclinada, narina protuberante e
sua mandibula superior € prostrusiva, aumentando a abertura da boca e auxiliando
na succao de alimentos (RIVERO-WENDT et al., 2020; DAMMSKI et al., 2011).

Quando adulto, o zebrafish possui uma Unica nadadeira dorsal e um par de
nadadeiras pélvicas, conferindo rapidez durante o nado. O corpo tem normalmente

menos de 1cm de altura e apenas 2-3 mm de espessura (DAMMSKI et al., 2011).
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Figura 1- Zebrafish adulto.

Fémea

Fonte: BRAUNBECK et al., 2006.

Legenda: As fémeas adultas do zebrafish (direita) pode ser facilmente diferenciadas dos machos
(esquerda) por sua barriga mais arredondada e pela falta de tonalidade avermelhada ao longo das
linhas longitudiais de sua pele.

4.2. Principais 6rgaos em zebrafish

4.2.1 Sistema tegumentar

Ao contrario de outros vertebrados que possuem camadas protetoras de
queratina, o tegumento dos peixes incluindo o zebrafish, tem sua superficie com
células epidérmicas vivas, expostas ao meio ambiente (Figura 2) (Menke et al.,
2011). O sistema tegumentar do zebrafish € composto de escamas cicléides que
funcionam como barreira de protecao fisica, além de ter a importante funcdo para a
osmorregulacdo, também atua como defesa contra patdogenos.

Sua pele pode ser danificada por manejo, lutas, trauma fisico, predacdo e
patégenos (DAMMSKI et al., 2011). Em adultos, o zebrafish tem a capacidade de
regenerar as escamas, 0 nervo optico, a espinal medula, o coracao e as barbatanas,

0 que o torna num excelente modelo de regeneragcédo (Alvarado et al., 2006), mas
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medidas devem ser aplicadas a fim de evitar e minimizar pontos de entradas para

infeccoes.

Figura 2- Sistema tegumentar.

Fonte: REVISTA PLANETA, 2020.
Legenda: Ampliacdo da pele mostrando o padrdo de cores distintas, alternando listras horizontais
claras e escuras em um animal com pele saudavel exposta ao meio ambiente.

4.2.2 Sistema esquelético

Os zebrafish sao classificados como peixes 0sseos de esqueleto complexo
compreendendo cartilagem e 0sso.

A principal estrutura éssea dos peixes é a coluna vertebral, também chamada
de esqueleto axial (Figura 3) (LEPREVOST et al., 2014). Ela est4d segmentada em
vértebras estruturadas dorsalmente e ventralmente (MOREIRA et al., 2001).

Como a ingestéo de Faésforo (P) dietético € a principal fonte do mineral para a
mineralizacdo Ossea, dietas deficientes do mineral podem ocasionar anomalias
esqueléticas avaliando a ocorréncia de deformidade em zebrafish cultivados, (Ferreri
et al., 2000).

O zebrafish possui aparelho Weberiano, um trato que compartilha com outros
peixes ostariofisos. O aparelho Weberiano é composto por uma série de pequenos
0ssos localizados cranialmente as vértebras pré-caudais, que transmitem sons e
vibracdes da bexiga natat6ria para o ouvido interno, aumentando a sensibilidade
auditiva dos peixes (DAMMSKI et al., 2011).
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Figura 3- Esquema do esqueleto axial do zebrafish.

77, Barbatana dorsal

Barbatana caudal

vértebras da¥—==
nadadeira caudal

Fonte: Adaptado de BIRD; MABEE, 2003

Legenda: Em preto, est4 o centro, as barbatanas dorsal anal e caudal, o aparelho weberiano é verde,
0S supraneurais sdo azuis claros, as vértebras pré-caudais sdo vermelhas, as vértebras caudais sdo
laranjas, o esqueleto da nadadeira caudal € roxo e os endosqueletos das nadadeiras dorsal e anal sdo
azuis escuro.

4.2.3 Sistema gastrointestinal

O trato digestivo do zebrafish adulto inclui a boca, faringe, eséfago, intestinos
e abertura anal (Figura 4), que algumas vezes € referida como poro urogenital ou
proctoderme. Similarmente a outros peixes pertencentes a ordem Cypriniforme, o
zebrafish possui um par de dentes ligados a um par de ossos faringeos (DAMMSKI
et al., 2011).

A cavidade bucal é a parte inicial do sistema digestorio no zebrafish adulto,
eles possuem papilas gustativas que sdo 6rgdos quimiossensoriais existente em
peixes, bem como outros vertebrados usam para aumentar o potencial de busca de
alimento, selecionando substancias comestiveis e rejeitando as ndo comestiveis
(HANSEN et al., 2002).

A faringe possui um formato de tubo estreito ladeado externamente pelas
branquias. A cavidade bucal leva ao es6fago, que engloba diverticulos cegos (sacos
esofagicos), uma almofada faringea e dentes, onde o alimento pode ser moido
(MENKE et al., 2011).

O intestino do zebrafish € um tubo dobrado que ocupa a maior parte da
cavidade abdominal e esta dividido em trés segmentos: bulbo intestinal (anterior),
intestino médio e intestino posterior. O bulbo intestinal € maior e atua como principal

local de digestdo de proteinas e lipideos. Acredita-se também que o intestino
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anterior desenvolva um importante papel na absorcdo de nutrientes, considerando a
alta concentracdo de enzimas digestivas nesta regido, assim como na altura das
dobras epiteliais. Tanto no zebrafish como nos mamiferos, existem diferengas no
trato gastrointestinal. Este peixe ndo possui células de Paneth intestinais, criptas de
Lieberkihn, estbmago ou ceco. A auséncia de estdmago indica que a acidificacdo
nao seja necessaria para a digestdo no zebrafish e acredita-se que a funcionalidade
do bulbo intestinal substitua esse érgao (DAMMSKI et al., 2011).

A bexiga natatéria é derivada embriologicamente do trato digestivo superior,
mas nao tem funcado digestiva (MENKE et al., 2011). No zebrafish, desempenha um

papel fundamental na flutuabilidade.

Figura 4- Trato digestivo.

i

Fonte: Adaptado de LIN; CHEN; HU, 2022
Legenda: Coloragéo do trato digestivo do zebrafish. 1. Boca; 2. Faringe; 3. Esdfago; 4. Intestino anterior
; 5. Intestino médio; 6. Intestino posterior; 7. Anus.

4.2 .4 Sistema respiratério

O zebrafish é denominado como peixe teledsteo, atualmente utilizado como
organismo modelo em diversas areas das ciéncias. Por ser um peixe teledsteo, suas
branquias sdo formadas por quatro pares bilaterais de arcos branquiais que
desempenham um papel importante na oxigenacdo do sangue (Figura 5). No

zebrafish adulto, as branquias sdo responsaveis pelas trocas gasosas, balanco
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osmotico, excrecdo de compostos nitrogenados e manutencdo do balanco acido
basico (MENKE et al., 2011).

Uma caracteristica importante no que diz respeito as trocas gasosas
(02/C0O2) é o contato direto das branquias com o ambiente aquético, sendo
particularmente sensiveis a presenca de substancias toxicas (BARRETO, 2007).

As branquias no zebrafish, ndo sao o principal local para trocas gasosas e
ibnicas durante o estégio larval e recém eclodido, quando tanto gases como ions
séo trocados exclusivamente por difuséo através da pele. Apos alguns dias, durante
a transformacéo para o estagio juvenil, as branquias comecam a assumir funcéo
respiratoria nos dois locais e apos toda a metamorfose ter se completado as
branquias tornam-se o principal local para a respiracdo e regulacdo idnica
(DAMMSKI et al., 2011).
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Figura 5- Anatomia das branquias do zebrafish.

Fonte: Adaptado de LIN; CHEN; HU, 2022
Legenda: (A) Branquias do zebrafish em ambos os lados. (B) estrutura anatdmica das branquias - 1.
Filamento branquial; 2. Arco branquial.

4.2.5 Sistema urogenital

Nos zebrafish, os rins estdo localizados na regido retroperitoneal e sao
divididos em porc¢des cranial e caudal, também conhecidas como cabeca e corpo do
rim, respectivamente (DAMMSKI et al., 2011).

A principal funcdo dos rins em teledsteos de dgua doce € eliminar o grande
volume de agua que entra pelas branquias.

Os ossos do zebrafish ndo apresentam cavidade medular, como é
encontrado em mamiferos, e o tecido hematopoiético encontra-se no rim e no baco.
Nos adultos, a hematopoiese ocorre no intersticio anterior e posterior do rim

(MENKE et al., 2011). Como outros teledsteos, o zebrafish ndo possui linfonodos.
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Juntamente com o baco, o rim forma o principal 6rgao de filtragem para a remocao
de agentes estranhos e células sanguineas defeituosas (MENKE et al., 2011). As
principais fungdes dos rins do zebrafish e a sua anatomia glomerular s&o similares
as dos humanos.

Uma caracteristica marcante no sistema urogenital do zebrafish, € a
auséncia da bexiga urinaria e da prostata (DAMMSKI et al., 2011).

Na reproducéo do zebrafish, a biologia molecular e a embriologia das células
germinativas sdo similares as dos humanos. Nos machos com um par de testiculos,
gque sao orgaos laterais pareados que compreendem uma série de tubulos ou sacos
cegos, que sao revestidos com epitélio espermatogénicos e nas fémeas os ovarios
sdo compostos por varios odcitos (Figura 6), a diferenca é que em zebrafish a
fertilizacdo acontece na 4gua e ao invés de terem zona pellcida, eles tém cérion
(DAMMSKI et al., 2011).

Trabalhos tém sido publicados com ambos os sexos de zebrafish a fim de
identificar genes candidatos que possam estar envolvidos no processo de
diferenciacdo sexual. Diversos fatores ambientais podem influenciar a diferenciacéo
sexual em zebrafish, dentre os principais estdo a temperatura, que pode afetar
diretamente a proporcédo sexual de individuos da populacdo e também retardar ou
acelerar o desenvolvimento sexual (OSPINA-ALVAREZ et al., 2008).
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Figura 6- Sistema urogenital.

cérebro mesonefros
cabeca do rim

Coragao figado ovario  oviduto 9

. mesonefros y
celebro medula espinhal

cabeca do rim

coracdo figado testiculos 6

Fonte: Adaptado de TOKARZ; et al., 2013
Legenda: Presenca de oviduto e ovario nas fémeas e testiculos nos machos.

4.2.6 Sistema cardiovascular

O coracao do zebrafish possui duas camaras chamadas de atrio e ventriculo
que estdo situadas anteriormente a maior cavidade corporal e ventral ao es6fago. O
sangue chega ao coracdo através de um trato de entrada (seio venoso) e um trato
de saida (bulbo arterial). A entrada do sangue desoxigenado inicia no seio venoso e
passa para o0 atrio através da valvula sino atrial. Com a contracdo do atrio e a
dilatacdo do ventriculo, forcam o0 sangue para o ventriculo através da valvula
atrioventricular. O ventriculo, por sua vez, sofre uma contragdo que gera uma
pressao relativamente alta, bombeando o sangue para o bulbo arterial. (MENKE et
al., 2011).

O bulbo arterial confere um fluxo constante e continuo de sangue aos arcos

branquiais, que s&o os locais principais de oxigenacdo sanguinea nos adultos. A
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partir deste ponto, o sangue é distribuido, através da aorta dorsal, para o resto do
corpo (Figura 7) (DAMMSKI et al., 2011).

O desenvolvimento do coracdo comeca a partir de cinco horas apés a
fertilizacdo, os progenitores cardiacos estdo presentes nas zonas marginais laterais
do embrido em estagio de clivagem (BAKKERS, 2011). Os embrides de zebrafish
podem sobreviver aos primeiros sete dias de seu desenvolvimento sem um sistema
cardiovascular funcional, recebendo oxigénio por difusdo passiva através da pele
(STAINIER, 2001).

Figura 7- Sistema cardiovascular.

M Sangue oxigenado
(A) Branquias rka dorses W Sangue desoxigenado
& Troca gasosa

i

Aorta ventral

Coracdo Veia Caudal

Sangue
/:\'/, (‘ __ Seio Venoso
y Bulbo Arterial

Fonte: Adaptado de HOAREAU; et al., 2022.

Legenda: Em (A) O coracdo bombeia sangue desoxigenado para a aorta ventral, que distribui para as
artérias branquiais aferentes, levando a branquias. Uma vez oxigenado, o sangue € drenado para
artérias branquiais eferentes, para entdo ser coletado na artéria dorsal, que supre as partes anterior e
posterior do peixe. As trocas séo feitas em capilares e o sangue desoxigenado é devolvido ao coragéo
para um novo ciclo. (B) Coragéo do zebrafish ilustrando suas quatro cavidades e a dire¢cdo do sangue
indicada pelas setas azuis.

4.2.7 Sistema nervoso e sensorial
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O olho do zebrafish € semelhante ao dos humanos em sua morfologia,
fisiologia, expressao génica e funcao (Figura 8) (SANTORIELLO et al., 2012). Por
apresentarem olhos grandes em relagédo ao tamanho total do seu corpo, torna -se
um 6timo modelo durante a embriogénese inicial e apresentam respostas positivas
no periodo de 72h apos a fertilizacdo (hpf), isso acontece quando a retina do
zebrafish se assemelha a morfologia da retina adulta que é anatomicamente e
funcionalmente semelhantes aos humanos (RICHARDSON et al., 2016).

Em peixes adultos, o som € sentido através das contribuicdes combinadas
dos otdlitos, bexiga natatéria e linha lateral (FAVRE-BULLE; et al.,2020).

O zebrafish ndo possui um 6rgdo auditivo como a coclea, mas apresenta
orgaos otoliticos vestibulares semelhantes aos dos mamiferos, como o saculo e
utriculo (Figura 9), (URIBE; et al.,2013), eles podem detectar frequéncias auditivas
entre 100 Hz e 4000 Hz (HIGGS; et al., 2002). Além do 6rgao auditivo, os zebrafish
possuem um segundo 6érgdo mecanosensorial a linha lateral, que consiste em
neuromastos que residem ao longo da cabeca e do corpo (Figura 10) (KALMIJN,
1989). Esse mecanismo esta envolvido em uma série de comportamentos, incluindo
fuga de predadores, formacéo de cardumes e reproducdo (DAMMSKI et al., 2011).

Além de regular a flutuabilidade, a bexiga natatéria se expande e comprime
a medida que as ondas de pressdo passam, essas vibracdes sao retransmitidas

para o ouvido através do ossiculo weberiano (FAVRE-BULLE; et al.,2020).

Figura 8- Representacdo esquematica do olho.

Humano Zebrafish

Cordide Coroide

Retina R - Retina

Cornea

Nervo
oOptico

Fonte: Adaptado de CHHETRI; et al.,2014
Legenda: Comparacgéo do olho humano e do zebrafish. Os olhos humanos e do zebrafish diferem
principalmente no formato da lente e no espago entre a lente e a retina.
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Figura 9- Org&o auditivo.

A. Ouvido interno humano B. Ouvido interno do zebrafish
( adulto)

Y e

Saculo coclea

Utriculo

Fonte de vibragdes dos ossos
do ouvido médio e da
membrana timpanica

Fonte de vibragdes dos ossiculo
weberiano e bexiga natatéria

@ = células sensoriais ciliadas @ = Otdlicos

Fonte: Adaptado de SPYCHALLA, 2014

Legenda: Em (A) ouvido interno humano. (B) ouvido interno do zebrafish adulto. A localiza¢éo das
células sensoriais ciliadas esta indicada em vermelho; as localizacdes dos otélitos estdo indicadas em
azul. A sensacdo auditiva é realizada pela coclea em humanos e pelo saculo e lagena no
zebrafish. Os seres humanos e o zebrafish usam os 6rgdos maculares do utriculo e do saculo para
detectar a aceleracéo linear como parte de seus sistemas vestibulares.
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Figura 10 - Linha lateral.

Neuromastos

Linha lateral anterior (ALL)

Cinocilios = |

Célula Supone\ Célula ciliada [~ Neuromastos
Periderme ‘
N

Fibras eferentes

Fonte: Adaptado de NASRI; et al.,2022

Legenda: Geralmente, a linha lateral é subdividida em duas, a linha lateral anterior (ALL) que
compreende 0s neuromastos presentes na cabeca, mandibula e opérculo, e seus neurdnios sensoriais
formam o géanglio ALL, rostral a orelha, e a linha lateral posterior (PLL) que contém os neuromastos no
tronco e na cauda e seus neurbnios sensoriais formam o ganglio PLL, caudal a orelha. Tanto o ALL
quanto o PLL s&o compostos por diversas filiais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O zebrafish tem mostrado que € um modelo promissor para estudar diversas
doencas. Caracteristicas como manutencdo de baixo custo, alta prolificidade,
fecundacdo externa, transparéncia de embrides e larvas e rapido desenvolvimento,
torna esse modelo mais atrativo. Através dos dados levantados, nota-se que o
zebrafish pode contribuir significativamente para a prevencéo e controle de muitas

doencas, pois compartiiham uma alta similaridade com os humanos.
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