T E N D E N C 1

ZEBRAFISH: MODELO CONSAGRADO
PARA ESTUDOS DE DOENCAS HUMANAS

rande parte da pesquisa mé-
dica depende de modelos
animais para aprofundar o
conhecimento dascausasdas
doengas humanas e possibi-
litar testes com terapias inovadoras. Os
animais utilizados mais frequentemente
nas pesquisas biolégicas sao os roedores;
em torno de 95% dos estudos experi-
mentais sao feitos com camundongos e
ratos. Recentemente, um novo vertebra-
do foi introduzido, e com éxito, no cend-
rio cientifico: o zebrafish (ZF) conhecido
também como paulistinha ou peixe-ze-
bra. E um pequeno teleésteo (3 a 4 cm),
da espécie Danio rerio, tropical de dgua
doce, que nos dltimos anos vem atrain-
do a ateng¢ao da comunidade cientifica.
As principais justificativas para isso de-
correm de os peixes serem de pequeno
porte, de manutengio fécil, econdmicos
para criagdo, com alta taxa reprodutiva,
com seu genoma sequenciado e apre-
sentarem importante homologia com
os mamiferos. Constituem excelente
modelo experimental para estudos com-
portamentais, genéticos, toxicolégicos e
para desvendar o mecanismo de diversas
doengas humanas bem como testar no-
vos agentes terapéuticos (1;2).
George Streisinger, bidlogo, professor da
Universidade de Oregon, ¢ considerado
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o introdutor do ZF como modelo ani-
mal na pesquisa cientifica. Ele percebeu
as vantagens da utilizagao do peixe para
estudos genéticos e, em 1981, publicou,
na Nature, artigo considerado um mar-
co na medicina translacional (3). A par-
tir de entdo os estudos envolvendo ZF
cresceram de maneira extraordindria.
Também em Oregon, estd sediado o Ze-
brafish International Resource Center
(Zirc, www.zebrafish.org), 6rgao central
de apoio para informagoes e de reposi-
tério de animais wild-type, mutantes e
transgénicos para pesquisa.

O desenvolvimento de técnicas especiais
de clonagem, mutagénese e transgénese
permitiu a identificagdo de um nimero
importante de mutantes (1). Algumas
caracteristicas do peixe, tais como em-
brides transparentes, prole numerosa
(200-300 ovos cada 2 a 3 dias) e desen-
volvimento rdpido (em 48 a 72 horas
evolui do estado de ovo para larva e se
torna adulto aos 3 meses de vida) sio
atributos aproveitados para utilizar o
ZF na investigacao de inimeras doen-
cas humanas. Devido ao curto ciclo de
vida (vivem cercade 3 anos), estudos que
envolvem diferentes periodos do desen-
volvimento podem ser realizados com
relativa rapidez. Métodos e estratégias
de avaliagdo genética e embrioldgica sao

aplicados com facilidade no modelo. A
indugao de processos malformativos de
6rgaos internos pode ser alcangada sem
sacrificar as fémeas jd que os embrides
s20 transparentes ¢ com desenvolvimen-
to externo ao corpo materno (4).

Exemplos de animais mutantes que
apresentam doengas semelhantes as
humanas sao numerosos: o sapje, que
possui o gene homélogo aquele da
distrofia muscular de Duchenne; o
drdcula, relacionado a protoporfiria
eritropoética; o van gogh, modelo da
sindrome DiGeorge; o gridlock, que
ocasiona coarctacio da aorta. Area de
investigacao de grande interesse ¢ a dos
genes supressores de tumores p53 e apc
(adenomatous polyposis coli). A impor-
tincia do gene p53 na carcinogénese
humana é bem reconhecida e estudos
recentes mostraram o ZF como um ex-
celente modelo para avaliar a presenca
(ou nao) da estabilidade do gene. O
peixe desenvolve tumores malignos
como respostaa substincias mutagéni-
cas e espontaneamente. Leucemia lin-
féide, melanoma e hepatocarcinoma
jd foram descritos confirmando que os
mecanismos moleculares envolvidos
sao semelhantes aos dos humanos (5).
Uma drea de pesquisa que utiliza in-
tensamente o peixe ¢ a toxicoldgica.
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H4 farto material bibliogréfico rela-
cionado aos efeitos do etanol apds a
exposi¢ao dos embrides no desenvol-
vimento dos olhos, da face e do siste-
ma nervoso entral do ZF. Alteracoes
semelhantes as da sindrome fetal alco-
6lica foram observadas (6). Os genes e
as vias necessdrias para o metabolismo
do etanol sio conservadas no ZF e mo-
delos de doencas sdo féceis de serem
induzidas pela administragao de eta-
nol diretamente na dgua do aqudrio.
Gerlai e colaboradores, no Canadd,
mostraram uma impressionante se-
melhanga no comportamento dos ZF
com os seres humanos apés exposicio
ao etanol (7). A presencga no peixe de
elementos da imunidade inata e da
adaptativa possibilita pesquisas nos
processos infecciosos. ZF sao susceti-
veis a infecgbes por bactérias gram-ne-
gativas e gram-positivas, protozodrios,
virus, fungos e micobactérias.

Recentemente, o ZF ¢ valorizado nas
pesquisas de doengas do figado e das
vias biliares (8). Genes essenciais para a
diferenciagio dos hepatécitos e das cé-
lulas biliares foram analisados nos ZF:
Jagged 1,2,3, notch 1a,1b,2,5, estao ex-
pressos no figadode48a72horasapdsa
fecundagio, periodo no qual os ductos
biliares sao formados. A auséncia dos
genes Jagged ¢ notch afetando o desen-
volvimento biliar causam um fenétipo
similar a sindrome de Alagille. Estudo
em larvas de ZF, baseado na metilagao
do DNA determinando ativagao epige-
nética do Interferon gama, foi sugerida
como causa da atresia biliar (8). O pei-
xe é também um excelente modelo para
estudar os mecanismos moleculares
envolvidos na esteatose hepdtica e vé-

rios mutantes foram descritos (foze-gras,
gonzo e ducttrip)(9).

Os pesquisadores da “comunidade ze-
brafish” estao bem organizados em asso-
ciagoes e compartilham as informagoes
pela internet. Os achados estdo dispo-
niveis para a comunidade cientifica em:
http://zfin.org/. (The Zebrafish Model
Organism Database). Pesquisadores da
América Latina, demonstrando inte-
resse no modelo, estabeleceram o Latin
American Zebrafish Network (Lazen).
O primeiro encontro dessa socieda-
de ocorreu em dezembro de 2010 em
Montevidéo, contando com um signi-
ficativo niimero de representantes (10).
O Lazen promoverd encontros regula-
res a fim de discutir os desafios da pes-
quisa com ZF, diagnosticar as dificul-
dades e encontrar estratégias comuns
para resolvé-las. No mundo inteiro
ocorrem congressos ¢ encontros regula-
res. Recentemente ocorreu na Escdcia,
a 7° Conferéncia Europeia sobre o ZF,
reunindo centenas de pesquisadores
do mundo inteiro, com participagio
de pesquisas oriundas do Laboratério
Experimental de Hepatologia e Gas-
troenterologia (LEHG), do Centro de
Pesquisa Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul. Virios grupos de pesquisadores
brasileiros j4 trabalham com ZF (11) e
acreditamos que com a organizagio da
rede Lazen o nimero deverd se tornar
ainda mais expressivo.

Themis Reverbel da Silveira é médica, presi-
dente do Conselho Superior da Fundac¢do de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande
do Sul (Fapergs) e chefe do LEHG.
Email: themis.silveira@gmail.com

Ana Claudia dos Reis é nutricionista, dou-
toranda em ciéncias em gastroenterologia e
hepatologia e integrante do LEHG.

Thais Ortiz Hammes é nutricionista, mestre
em ciéncias em gastroenterologia e hepato-
logia e integrante do LEHG.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Lieschke, J.G.; Currie, P.D."Animal models of
human disease: Zebrafish swim into view".
Nature Reviews-Genetics, Vol. 8, n0.5.2007.

2. Kari, G.; et al."Zebrafish:an emerging model
system for human disease and drug disco-
very". Clinical Pharmacolology and Thera-
peutis, Vol. 82, no.1.2007.

3. Streisinger, G.; et al."Production of clones of
homozygous diploid zebrafish (Brachydanio
rerio)". Nature, Vol.291, n0.5813.1981.

4. Westerfield, M. The zebrafish book: a guide
for the laboratory use of the zebrafish (Da-
niorerio).:University of Oregon Press. 2007.

5. Liu, S.; Steven, D.L. “Zebrafish models for
cancer"”. Annual Review of Pathology: Me-
chanisms of disease, Vol. 6, 2011.

6. Bilotta, J.O.; et al. "Ethanol exposure alters
zebrafish development: A novel model of fe-
tal alcohol syndrome". Neurotoxicology and
Teratology, Vol.26, no.6. 2004.

7. Gerlai, R.; et al. "Drinks like a fish: zebrafish
(Danio rerio) as a behavior genetic model to
study alcohol effects"”. Pharmacology, Bio-
chemistry, and Behavior, Vol.67, no.4. 2000.

8. Matthews R.P,; et al. "DNA hypomethylation
causes bile duct defects in zebrafish and is
a distinguishing feature of infantile biliary
atresia”. Hepatology, Vol.53, no.3. 2011.

9. Sadler K.C.; et al. “A genetic screen in ze-
brafish identifies the mutants vpsi8, nf2
and foie gras as models of liver disease".
Development. Vol.132, no.15. 2005.

10. Allende, M.L.; et al. “First meeting of the
Latin American Zebrafish Network". Ze-
brafish, Vol.8, no.1. 2011.

1. Rico, E.P,; et al. "Ethanol alters acetylcho-
linesterase activity and gene expression
in zebrafish brain".Toxicology Letters. Vol.
174, no.1-3. 2007.



