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Resumo: Danio rerio, peixe-zebra, paulistinha ou zebrafish € um vertebrado de agua doce, originario
da Asia, amplamente utilizado na pesquisa biomédica. Trata-se de um modelo geneticamente
manipulavel, opticamente claro, durante todo o desenvolvimento embrionario, e cuja manuten¢do dos
estoques é economicamente viavel. Este artigo tem por objetivo abordar as principais vantagens que
qualificam e projetam o zebrafish, como modelo, em diferentes linhas de pesquisa na area biomédica,
assim como elencar, no ambito da Marinha do Brasil, possibilidades de emprego do modelo
experimental. O peixe permite a realizacdo de técnicas de edicdo e manipulacdo genética e a utilizacdo
de linhagens transgénicas do zebrafish, em estudos recentes, traz avancos a pesquisa biomédica. O
modelo também vem sendo empregado, em pesquisa, nas areas de biologia do desenvolvimento,
neurociéncias, dentre outras, pois, devido a sua combinagao Unica de estudos genéticos e citoldgicos,
permite que seja utilizado como modelo experimental para o estudo de patologias humanas, como as
doencgas cardfacas e metabodlicas, em estudos de reparo muscular esquelético, estudos
comportamentais, estudos de mecanismos envolvidos em processos tumorais, ensaios toxicoldgicos,
ensaios pré-clinicos para desenvolvimento de medicamentos e no monitoramento ambiental. A
IMplantagdo do zebrafish no Instituto de Pesquisas Biomedicas do Hospital Naval Marcflio Dias permitira
a realizacao de ensaios in vivo utilizando, em opcao aos roedores, um modelo experimental que assume
posicdo de vanguarda mundial na pesquisa biomeédica.
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INTRODUCAO

O primeiro relato de uso do zebrafish
(Figura 1), como modelo experimental,
remonta ao ano de 1955, porém, somente
apés o bidlogo norte-americano George
Streisinger publicar um estudo, no inicio da
década de 1980, utilizando o modelo no
estudo do desenvolvimento e funcdo do
sistema nervoso, O peixe comegou a ser
projetado para pesquisa cientifica. Desde
entdo, devido a sua versatilidade, o zebrafish
vem sendo utilizado por pesquisadores para
estudo do desenvolvimento embrionario dos
vertebrados,” estudos em genética e, mais
recentemente, estudos comportamentais na
drea da neurociéncia. Também a
pesquisadora Christiane Nusslein-Volhard
desenvolveu vasto trabalho utilizando o
zebrafish como modelo e atuou na
manipulacdo de genes importantes para o
desenvolvimento e formacdo de 6rgdos no
peixe’ Através da geracdo de mutantes de
zebrafish, a pesquisadora desenvolveu ampla
analise do efeito da falta de genes, ao longo
desenvolvimento, porém a identificacdo dos
mesmos so foi possivel quando um grupo de
cientistas da Wellcome Trust Sanger Institute
iniciou, em 2001 e terminou em 2013, o
sequenciamento completo do genoma do
zebrafish. A elucidagdo da sequéncia
gendmica completa do zebrafish permite,
atualmente, a geragdo de linhagens mutantes
de forma precisa e com alta eficiéncia através
de técnicas de edicdo génica como o sistema
CRISPR/Cas9.” A robustez do modelo pode
ser corroborada através de pesquisa na base
de dados do Pubmed que, em julho de 2017,
possufa mais de 30.000 trabalhos fazendo
referéncia ao zebrafish.

Os embriées de zebrafish se
desenvolvem externa e rapidamente e sao
opticamente transparentes até 60 horas pos-
fertilizacdo (hpf).! Apods esta etapa do
desenvolvimento, o embrido comeca a
apresentar pigmentacdo, podendo ser
tratado com o composto PTU (1-fenil-2-
tiouréia) para inibicdo do processo.’ A
transparéncia Optica do embrido permite o
estudo de divisGes celulares em tempo real

(“time lapse”) por microscopia, utilizagdo de
microinjecdo de corantes, indugdo a
expressao alterada de genes por
microinjecdo de ARN-m e ADN,’ além de uso
de microscopia 6ptica de campo claro,
contraste diferencial interferencial (DIC) e
imunofluorescéncia.”® Além disso, a
fertilizacdo pode ser sincronizada para
obtencdo de um grande numero de
embri6es para analise biogquimica.’

O zebrafish é de facil manipulagdo em
biotérios, possui baixo custo de criagdo e
manutencdo e desenvolvimento rapido
(entre 48 a 72 horas pos-fertilizagdo evolui do
estado ovo para larva e atinge a maturidade
reprodutiva aos 3 meses de vida), sendo estes
atributos considerados fundamentais para a
utilizacdo do modelo experimental na
investigacdo de inimeras doengas humanas.

Larvas de zebrafish (Danio rerio), com
3 a 7 dias pos-fertilizacdo (dpf), sdo
reconhecidamente Uteis no estudo do
musculo esquelético, sendo utilizadas em
estudos de desenvolvimento,” reparo®* e
doencas musculares, na avaliacdo da
seguranca de farmacos e na investigacdo da
toxicidade quimica muscular relacionada a
medicamentos. No estudo do arranjo de
miofibrilas através da inducdo de mutacées, o
zebrafish é considerado um sistema
interessante, constituindo modelo genético
por seu tamanho relativamente pequeno
(cercade 3 a5 cm) na fase adulta. Além disso,
possui tempo de geracdo curto e cada fémea
pode produzir cerca de 200-300 ovos, em
uma semana. Tais fatores permitem trabalhar
com uma amostragem consideravel,
estatisticamente representativa e com pouca
variabilidade genética, o que seria inviavel,
por exemplo, com a utilizacdo de roedores
em testes invivo.”

O zebrafish possui relevante
importancia em ensaios que avaliam os
efeitos do estresse sobre o sistema nervoso
central e alteraces comportamentais
resultantes, estando em posicao de destaque
frente aos roedores. Isto porque, por
exemplo, o peixe possui 0 hormonio cortisol,
assim como os humanos, sendo liberado por
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glandulas situadas sobre os rins em situacoes
que representem ameaca a vida. Ja os
roedores produzem, em situa¢des de estresse,
a corticosterona, que ocorre em baixas
concentracdes nos humanos. ™

O modelo do zebrafish oferece, ainda, a
vantagem de ser mais proximo,
evolutivamente, aos humanos do que
invertebrados como a mosca Drosophila
melanogaster, e dos 26.000 genes
sequenciados no peixe, 70% destes possuem
homoldgos nos humanos sendo que quando
avaliados somente genes envolvidos em
doencas esta homologia sobe para 84% o que
possibilita que estudos realizados no peixe
sejam utilizados como base para
entendimento de vias de sinalizacdo,
regeneracdo musculares, por exemplo.” O
embrido de zebrafish se desenvolve fora do
Utero e ndo requer operacées delicadas ou
ambiente estéril para observacdo ou
processamento, como os embrides de galinha
ou de rato. E também melhor do que o
modelo de Xenopus laevis por ser
transparente, permitindo observacées diretas,
estando os espécimes vivos ou fixados. O
tamanho do embrido faz com que seja
particularmente facil a microinjecdo, por
exemplo, de diferentes morfolinos, que sao
modificacdes dos oligonucleotideos sintéticos
complementares a sequéncias especificas de
ARNm, que blogueiam, temporariamente, a
sintese de proteinas especificas e, por
conseguinte, a sua expressdo génica. A
combinacdo entre a facilidade de injecéo e a
claridade optica também permitem a
utilizacdo do zebrafish na analise da expresséo
de proteinas em células marcadas com GFP
(Green Fluorescein Protein) e outros
fluorocromos.® Em quadro comparativo
(Figura 2) estdo dispostas as principais
diferengas entre os modelos experimentais.

No Brasil, desde 1996, o numero de
grupos de pesquisa que utilizam o zebrafish,
como modelo experimental, cresceu
consideravelmente, tanto em relacdo ao
nimero publicacdes, impacto das citagdes
quanto em colaboracées realizadas.”® Em
2010 foi criada a Rede Latino-Americana do
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Zebrafish (LAZEN), que relne os principais
grupos de pesquisa e laboratérios que
utilizam o peixe como modelo. Os integrantes
da rede atuam em diferentes linhas de
pesquisa e, periodicamente, sdo realizados
encontros, com o intuito de partilhar
experiéncias e contribuir, para solucionar, em
conjunto, dificuldades encontradas.™

ESTUDO DA FORMACAO MUSCULAR

No estudo da miogénese, o zebrafish se
torna modelo de interesse, devido ao seu
desenvolvimento rapido e temporalmente
conhecido da musculatura: todos os
midtomos estdo formados nas primeiras 30
hpf e células do musculo axial estdo estriadas
até 36 hpf® O zebrafish inicia seus
movimentos com 18 hpf e nada
perfeitamente apds 3 dpf, iniciando, a partir
do quinto dia de vida, o aporte de
alimentacdo exégeno.” Através de métodos
de microscopia simples, como contraste
diferencial interferencial (DIC), pode-se
observar a formacdo dos septos entre os
somitos e estriacdo perfeita ao longo do
embrido.” A transparéncia do embrido do
peixe favorece a observacéo in vivo, ao longo
do desenvolvimento, e essa caracteristica
permite analisar de forma dinamica as
mudancas estruturais em células individuais
assim como alteracbes nas estruturas do
citoesqueleto de componentes protéicos
marcados.”’

ESTUDO DO REPARO
MUSCULAR

Sabe-se que a proliferacdo e/ou
migragdo celular contribuem para a
regeneracdo muscular a partir de células
satélites,” porém, ainda ndo esté elucidado,
se todas as células satélites séo iguais ou se
classes distintas de células precursoras do
musculo contribuem para diferentes aspectos
da regeneracdo muscular. A dificuldade em
imaginar o processo de reparagdo muscular
no animal vivo tem envidado esforcos para
analisar as contribuicdes de células-tronco
musculares para o processo de reparo.**
Com base nisso, e como na maioria das areas

da ciéncia, a simplificacdo do sistema em
estudo ajuda a descoberta de mecanismos
fundamentais, diversos grupos de pesquisa
se voltaram para o zebrafish, pois a
transparéncia do modelo animal durante seu
desenvolvimento embrionario permite o
rastreamento e a monitorizacdo de células
individuais marcadas in vivo durante longos
periodos,” e os resultados sugerem que a
biologia celular de reparagdo do musculo
lesionado pode ser analisada, nos embrides,
emtempo real.”

O processo de regeneragdo muscular
compreende trés principais fases: a) resposta
inflamatoria inicial e o importante papel
desempenhado pelos macréfagos na
fagocitose e como promotores de
diferenciacdo miogénica, b) ativagdo e
diferenciacdo das células satélites e «¢)
crescimento e remodelagem do tecido
muscular regenerado. A atividade nervosa
também ¢é fundamental para permitir o
crescimento de miofibrilas regeneradas e a
especificacdo dos diferentes tipos de fibras
musculares, em particular a ativacdo do
programa genético em fibras lentas.

O zebrafish possui um compartimento
de células musculares precursoras (CMPs),
que parecem ser semelhantes as células
satélite ou células-tronco de musculo. Estas
células precursoras persistem durante todo o
desenvolvimento pos-embrionario, podendo
ser utilizadas no estudo da formacdo do
musculo e no processo de regeneracao
muscular.” Estudos recentes também utilizam
células de zebrafish em cultura como modelo
para ensaios de células satélites e os
resultados sdo encorajadores, sendo possivel
a identificacdo de mecanismos celulares e
moleculares que distinguem a regulacdo da
diferenciacdo de células de musculo e de
crescimento entre mamiferos (por hipertrofia
das fibras) e peixes (ambos com crescimento
por hiperplasia e hipertrofia das fibras).

No sistema muscular, ha evidéncias de
que a regeneragdo recapitula eventos
normais de desenvolvimento, com algumas
modifica¢Ges importantes. Na regulagdo do
ciclo celular, por exemplo, o trafego de
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membrana e simplicidade no
desenvolvimento de organismos-modelo tém
sido usado para identificar etapas “chave”,
processos conservados e seus reguladores.
Portanto, estudos nestes organismos-modelo
podem, devido a nossa heranca evolutiva
comum, ser aplicados aos humanos.™

NO DESENVOLVIMENTO
DE MEDICAMENTOS

O modelo do peixe permite a realizacao,
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.” O zebrafish forma a maior
parte dos 6rgdos nas primeiras 24 hpf o que
permite aos pesquisadores observar a
biodistribuicdo e biotoxicidade,
precocemente, durante o desenvolvimento
embrionério.” Estudos recentes, no zebrafish
adulto, relatam alteracdes fisioldgicas e
morfolégicas no tecido muscular apds
tratamento com sinvastatina.”

A absor¢do do composto a ser testado
pode ser realizada pelas guelras, pele e por via
oral do peixe e alguns grupos desenvolveram
técnicas que permitem dosar o composto,
efetivamente absorvido, utilizando
espectrometria de massas.” O modelo
experimental vem sendo largamente utilizado
em ensaios pre-clinicos de medicamentos,
como alternativa aos roedores e
possibilitando ensaios em sistemas de
liberacdo em nanoescala.” A utilizacdo de
embriGes de peixe-zebra permite a analise
fenotipica através da deteccdo de alteracées
no desenvolvimento, quando em contato com
0s compostos-teste em baixas concentragdes
e a custos bem menores quando em
comparacdo com ensaios em outros modelos
experimentais.®

MONITORAMENTO AMBIENTAL

E corrente a necessidade de
monitoramento e acesso aos efeitos
promovidos por diferentes compostos
bioativos, que trazem maleficios ao meio
ambiente ou a salde humana através da
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FIGURA 1
Zebrafish adulto.

kTABELA -1

OS MODELOS E SUAS VANTAGENS

FECUNDACAO

EMBRIAO

DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAO

PRODUGAO DE FILHOTES
TEMPO ATE A IDADE REPRODUTIVA

DROSOFILA ZEBRAFISH CAMUNDONGO
Interna Externa Interna
Externo Externo Interno

Nao transparente Transparente Nao transparente

100 ovos/dia 100 ovos/dia 10 filhotes / 2 meses

20 dias 60 a 90 dias 85 dias

bioacumulagdo. Estudos realizados no
modelo do zebrafish tém permitido a anélise
de efeito de compostos quimicos,

funcionalmente,”® e ao longo do
desenvolvimento.
Complementarmente, linhagens

transgénicas do peixe podem ser utilizadas
como sentinela, ou seja, o modelo
experimental funciona como moderno
biosensor, ampliando a especificidade e
sensibilidade na deteccdo dos compostos de
interesse.”” Os ensaios podem ser realizados
no zebrafish adulto ou durante a fase
embrionaria, ambos adequados
bioindicadores de poluicdo. Quando
expostos a condicdes ambientais adversas, 0s
peixes desenvolvem, espontaneamente,
mecanismos de inducdo e aumento de
expressdo de genes envolvidos na
detoxicagdo e protecdo celular facilitando a
adaptacdo dos individuos as adversidades.

Utilizando o modelo do zebrafish, a presenca
de contaminantes como metais pesados e
poluentes organicos pode ser identificada
tanto em individuos adultos quanto,
precocemente, na fase embrionaria quando
alteragdes fenotipicas j& podem ser
identificadas, pois muitos destes compostos
afetam, por exemplo, o desempenho e a
integridade do musculo esquelético, sendo,
portanto, este tecido, Util para evidenciar
alteracdes promovidas quando da exposicao
a compostos bioativos ou poluentes.”

CONCLUSOES

No ambito da Marinha do Brasil, dentre
as inumeras linhas de pesquisa em que o
zebrafish pode ser utilizado, algumas
abordadas ao longo deste artigo, destacam-
se 0s estudos com células musculares
precursoras de musculo esquelético, por
exemplo, visando compreender os
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mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no processo de reparo muscular,
que ainda ndo estdo bem descritos na
literatura. Esta linha de pesquisa em
regeneracdo tecidual contribuira para o
surgimento de terapias celulares no
tratamento de pacientes com lesdes teciduais
de amplo espectro de diferentes etiologias,
induzidas por exercicio fisico ou causadas por
queimaduras térmicas e/ou radioldgicas.
Além disto, o zebrafish permite a realizacdo de
técnicas de manipulacdo genética e, em razao
da grande similaridade funcional génica com
os humanos, pode sendo utilizado no estudo
de doengas, auxiliando no entendimento de
mecanismos genéticos e fisiopatoldgicos que
determinam o surgimento das patologias,
possibilitando o desenvolvimento de novas
terapias e de farmacos mais efetivos.

Estudos recentes indicam a contribuicao
do zebrafish como modelo de resposta
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neuro-inflamatéria possibilitando o estudo
de alteragdes moleculares, associadas a
depressdo, e comportamentais, associadas
ao estresse e a ansiedade” Também no
monitoramento ambiental, o peixe pode ser
empregado como biosensor e no estudo de
alteracdes advindas da exposicdo a diferentes
compostos bioativos.

Considerando sua aplicabilidade em
linhas de pesquisa em diferentes areas do
conhecimento, a insercado do zebrafish, como
opc¢ao aos roedores Nos ensaios in vivo, trara
avangos em projetos estratégicos e de
inovacgdo tecnoldgica que contribuirdo para
manter o Instituto de Pesquisas Biomédicas
do Hospital Naval Marcilio Dias como
referéncia em pesquisa biomédica e para o
aumento da capacidade cientifica da Marinha
do Brasil, através do uso do modelo
experimental, de vanguarda mundial.

ABSTRACT

Danio rerio, zebrafish, “paulistinha” or
zebrafish is a freshwater vertebrate,
originating from Asia, widely used in
biomedical research. It is a genetically
manipulable, optically clear model
throughout embryonic development, and the
maintenance is economically viable. This
article aims to address the main advantages
that qualify zebrafish, as model, in different
lines of research in the biomedical area, as well
as the possibility of employing the
experimental model in the scope of the
Brazilian Navy. The fish allows to perform
genetic editing and manipulation techniques
and the use of zebrafish transgenic lines in
recent studies brings advances for biomedical
research. The model has also been used in
research in areas of developmental biology,
neurosciences, among others, because, due
to its unique combination of genetic and
cytological studies, it can be used as an
experimental model for the study of human
pathologies, such as cardiac and metabolic
diseases in studies of skeletal muscle repair,
behavioral studies, studies of mechanisms
involved in tumor processes, toxicological
tests, pre-clinical trials for drug development

and environmental monitoring. The
implantation of zebrafish in the Institute of
Biomedical Research of the Hospital Naval
Marcilio Dias will allow in vivo tests using, as
rodents' option, an experimental model that
assumes the leading position in biomedical
research worldwide. Keywords: Zebrafish.
Musculoskeletal system. Toxicity.
Environmental monitoring. Experimental
development. Pharmaceutical preparations.
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Antitumor potential of
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Resumo: Na medicina tradicional, o cha das cascas do caule de Bumelia sartorum é utilizado para
combater diversas doencas, incluindo cancer. O presente trabalho estuda evidéncias cientificas da
atividade antitumoral atribuida popularmente a esta espécie, buscando uma proposta do mecanismo de
acao envolvido, além da investigacao do efeito sobre células normais. Métodos: O potencial anticancer
foi avaliado contra diferentes linhagens de células tumorais humanas: A549, K562, Jurkat, MCF7 and
PC3. Tambeém foi verificado o efeito toxico sobre linfocitos murinos normais. Resultados: Os padrées de
acidos palmitico e linoleico, majoritarios na particéo DCM, e também a particdo AcOEt e a fracdo F5
mostraram alto efeito inibitorio sobre a viabilidade das linhagens tumorais, sendo mais ativos contra
celulas do tipo Jurkat. A agao antileucémica dessas amostras parece estar relacionada a indugdo da
apoptose. Adicionalmente, a maior parte das amostras derivadas de B. sartorum, em altas
concentra¢Bes, mostrou baixa toxidez para linfocitos normais. Conclusdo: A atividade encontrada
mostra que a abordagem etnofarmacoldgica na escolha de plantas para estudos pode ser util, e 0s
resultados indicam que a espécie pode ser considerada como uma potencial alternativa para a pesquisa
de novos farmacos para o tratamento de cancer, em especial para leucemia aguda de células T.

Palavras-chave: Ensaios de selecdo de medicamentos antitumorais. Bumelia sartorum. Acidos graxos.
Compostos fendlicos.
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