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RESUMO

O peixe-zebra (Danio rerio) € um teleésteo de pequeno porte (3 a 5 cm) de agua
doce, e que apresenta uma alta conservagao da fungao génica, contendo entre 70 a
80% de genes homodlogos aos humanos. Em 1980, o peixe-zebra foi introduzido no
cenario cientifico como modelo de experimentagao, destacando-se nos ultimos anos,
pelas suas caracteristicas de translucidez que facilita a observacao de alteragdes
morfoldgicas, sao de facil obtencéo, reprodugao e manipulagao, facilitando a triagem
de alto rendimento em ensaios pré-clinicos in vivo. Recentemente, inumeros estudos
tém sido conduzidos em peixe-zebra como modelo experimental para a pesquisa de
novos farmacos e mecanismos patoldgicos. Nesta revisdo narrativa de literatura, o
objetivo foi contextualizar o uso do peixe-zebra como modelo de experimentagao
animal para a pesquisa e desenvolvimento de farmacos, assim como, modelo de
patogenicidade. Para isso, estudos originais, primarios e secundarios foram
recuperados nas bases de dados PubMed (principal), LILACs, Scielo e Google
Académico com o descritor principal “zebrafish” ou “peixe-zebra”. Os resultados
foram sintetizados de forma narrativa contextualizando os estudos de acordo com a
aplicabilidade, intervencao e patogenicidade. O peixe-zebra € um modelo animal
capaz de reproduzir fendtipos tipicos de doengas, como as cardiovasculares e
neoplasias, possibilitando estudar alteracbes genéticas e outras associadas a
doencas humanas. Ainda, esse modelo é amplamente utilizado para verificar a
toxicidade do ambiente, como poluentes e outros compostos na agua. Em relagao
aos testes de intervencéo para pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, ele
tem sido utilizado para verificar a citotoxicidade, genotoxicidade, neurotoxicidade,
entre outros. Destaca-se também que as alteragdes e identificagdes epigenéticas
tém faciltado o estudo de genes associados ao cancer e as doencgas
cardiovasculares. A maioria dos estudos encontrados e sintetizados nessa revisao
estavam relacionados a pesquisa de ecotoxicidade e toxicidade para canceres. O
uso do peixe-zebra tem sido util nas abordagens terapéuticas e desenvolvimento de
novos farmacos com eficiéncia e seguranga para estudos pré-clinicos.

Palavras-Chave: peixe-zebra, modelo animal, ecologia, meio ambiente, cancer,

toxicidade.



ABSTRACT

The zebrafish (Danio rerio) is a small teleost (3 to 5 cm) from freshwater, which
presents a high conservation of gene function, containing between 70 and 80% of
genes homologous to humans. In 1980, the zebrafish was introduced into the
scientific scenario as a model for experimentation, standing out in recent years for its
translucency characteristics that facilitate the observation of morphological changes,
they are easy to obtain, reproduce and manipulate. Facilitating high-throughput
screening in vivo preclinical trials. Recently, numerous studies have been conducted
on zebrafish as an experimental model for researching new drugs and pathological
mechanisms. In this literature narrative review, the objective was to contextualize the
use of zebrafish as a model of animal experimentation for research and development
of drugs, as well as a model of pathogenicity. For this, original, primary, and
secondary studies were retrieved from PubMed (main), LILACs, Scielo, and Google
Scholar databases with the main descriptor “zebrafish” or “peixe-zebra”. The results
were synthesized in a narrative way, contextualizing the studies according to
applicability, intervention, and pathogenicity. The zebrafish is an animal model
capable of reproducing typical phenotypes of diseases, such as cardiovascular and
neoplasms, making it possible to study genetic alterations and others associated with
human diseases. Still, this model is widely used to check the toxicity of the
environment, such as pollutants and other compounds in water. Regarding
intervention tests for research and development of new drugs, it has been used to
verify cytotoxicity, genotoxicity, and neurotoxicity, among others. It is also noteworthy
that epigenetic alterations and identifications have facilitated the study of genes
associated with cancer and cardiovascular diseases. The use of zebrafish has been
useful in therapeutic approaches and the development of new drugs with efficiency
and safety for preclinical studies.

Keyword: zebrafish, animal model, ecology, environment, neoplasm, toxicity.
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1 INTRODUGAO

A experimentacdo animal baseia-se na utilizagdo de animais (como porcos,
ratos, coelhos, camundongos, peixes, macacos, equinos, entre outros) para a
experimentacdo de novos farmacos, imunobiolégicos ou estudo de patogenicidade
dos microrganismos (Figura 1). Os modelos animais sao conhecidos como modelos
nao humanos, escolhidos a partir de suas caracteristicas para fins de
experimentagdo, teste ou ensino (Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia, NCBI, 2001). Os experimentos e cultivos sdo padronizados nos
laboratérios de Pesquisa e Desenvolvimento de acordo com as normas sanitarias e
éticas vigentes em seus paises de origem, e também por érgaos regulamentadores,
como por exemplo, o Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil (BRASIL, 1999).

No Brasil, o 6érgédo governamental responsavel pela regulacdo da
experimentacao pré-clinica € o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal do Ministério da Ciéncia, Tecnologias e Inovacdées (MCTI) que como suas
principais a¢des destacam-se: a formulagcdo de normas relativas ao uso de animais
em ensino e pesquisa, monitorar e avaliar a introduc¢ao de técnicas alternativas que
visam substituir a utilizacdo de animais em ensino, pesquisa e desenvolvimento.
Além de credenciar e estabelecer normas técnicas para instalacdo e funcionamento
de centros de criacdo, de biotérios e de laboratérios de experimentacido animal
(MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO, 2020; BRASIL 2008;
BRASIL 2009). A experimentacdo desses modelos deve ser utilizada de maneira
consciente e cuidadosa, com isto, € necessario estabelecer normas para o uso e
bem-estar animal, promovendo o controle e a fiscalizagdo. No Brasil, a Lei Federal
n° 11.794/08, conhecida pela Lei Arouca, sancionada em 8 de outubro de 2008, tem
a fungcédo de estipular limites na realizacdo dos experimentos e na utilizagdo de
animais nas pesquisas cientificas, garantindo o minimo de conforto e higiene nos
ambientes e amparando os animais (DALBEN; EMMEL, 2013).
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Figura 1. Modelos animais usados em laboratorio e as principais aplicacdes para o

estudo de doencas humanas.

Modelos animais de laboratoério

*  Embrides transparentes para desenvolvimento bioldgico
*»  ENU mutagénese para genética

* Tecnologia CRISPR

»  Estatistica para biologia do cancer

Peixe-zebra

*  Animal de experimentacdo para inducao tecidual
*  FATE mapa de 32 células embrionarias

*  Construcdao dominante-negativa

*  Morfolinos

o Excelente genética com muitas espécies mutantes
*  Fisiologia para teste de fun¢3o organica
*  Tumores xenografos (humano induzido em animal)

W\8 *  Fisiologia organica similar aos humanos)
. Macacos

Fonte: Adaptado de Zon (2016).

A utilizagao de animais para experimentagdo permitiu a evolugao cientifica no
desenvolvimento de métodos de diagndstico, tratamento e imunizagao para doengas
humanas e de animais. Com os modelos animais tem sido possivel a identificagao
de mecanismos celulares e moleculares fundamentais para a compreensido da

patogénese de doengas, mecanismos de agdo de farmacos, descoberta de alvos
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moleculares, pesquisa de toxicidade de medicamentos e outros (LIU; LOS SANTOS;
PHAN, 2017).

Outra contribuicdo para a experimentagao cientifica sdo as propostas de
opgcdes alternativas para substituicao animal, o que representa um ganho
substancial na ciéncia aliado a redugao da utilizagdo das espécies. A cultura de
células é muito empregada na compreensao da patogénese das infeccdes
(KENDALL et al., 2018). Modelos de computador sdo usados para programagao e
projecdo de medicamentos avaliando possiveis efeitos bioldégicos e toxicos
promovendo ou descartando como potencial candidato a novos farmacos (DOKE;
DHAWALE, 2015). O Conselho Internacional para Harmonizagdo (ICH) na sua
diretriz para a deteccao de toxicidade reprodutiva de produtos farmacéuticos usados
em humanos incita o uso de ensaios in vitro como auxilio a identificacao de

potenciais riscos toxicolégicos ao desenvolvimento humano (ICH, 2020).

Embora existam modelos in vitro para experimentagao pré-clinica, a pesquisa
em animais ainda é requisitada. A experimentacao animal é considerada uma etapa
fundamental para a liberacdo de farmacos ou compreensdo de mecanismos
patogénicos. Mas cada vez mais, os pesquisadores e desenvolvedores tém investido
na reducdo do uso de animais em experimentagdo, na substituicdo por outros
modelos e refinamento da pesquisa. Essa estratégia global € conhecida como
NC3Rs (Replacement, Reduction and Refinement, origem no Reino Unido). Nesse
sentido, muitas universidades, inclusive brasileiras, tém investido na pesquisa
experimental utilizando o peixe-zebra (zebrafish) ao invés da utilizagdo de

camundongos, ratos ou outro mamifero nao humano (UFPB, 2020).

O peixe-zebra (Danio rerio), vulgo paulistinha € um peixe teledsteo, tropical de
agua doce da familia ciprinideos (SUURVALI et al., 2020), medindo em média 3 a 5
cm quando adulto (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012) (Figura 2). E recebeu
esse nome devido as linhas pretas e brancas em suas escamas que se assemelham
as listras da zebra. Esse animal é de origem asiatica, geralmente oriundo da regido
do Himalaia, e tem sido encontrado em uma variedade de ambientes, como lavouras
de arroz, lagoas, rios e corregos (PARICHY, 2015; SUURVALI et al., 2020, OGI et
al., 2021), vivendo em diversos habitats, e se adaptando a uma grande variagao de
temperatura, qualidade da agua e altitude (PARICHY; POSTLETHWAIT, 2020).
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Figura 2. Peixe-zebra (Danio rerio) - Vulgo Paulistinha.

Fonte: UFPB, 2022.

A utilizagdo do peixe-zebra como modelo na experimentagao animal é cada
vez mais abrangente. E no presente estudo, buscou-se contextualizar esse topico a
partir de uma revisdo narrativa sobre as principais aplicagbes do peixe-zebra nas

pesquisas de intervencéo e patogenicidade.
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2 JUSTIFICATIVA

O uso de alternativas para a experimentagao animal tem sido cada vez mais
requisitado no ambito cientifico, uma vez que para a liberacdo de farmacos, em
muitos paises, € compulsodria a eficacia e seguranga pré-clinica. O uso de animais,
principalmente vertebrados como camundongos e ratos em experimentagao € um
tema polémico, uma vez que parte da comunidade cientifica € contra o uso de
animais em experimentagéo, assim como, ja foram relatados casos de maus tratos e
uso desnecessario de animais. E por isso, os Comités de Etica em Pesquisas com
Animais em Experimentagdo estdo cada vez mais criteriosos com a utilizagao
desses modelos. Nesse contexto, novas estratégias tém sido desenvolvidas com a
finalidade de reduzir esse impacto na sociedade. Uma dessas estratégias € a
NC3Rs: redugao, substituicdo e refinamento (NC3Rs) da experimentagdo animal,
que tem se tornado muito promissora e recomendada globalmente. Os roedores,
camundongos e ratos, sdo os modelos mais utilizados para pesquisa de novas
substancias e como modelos de doencas. Nesse sentido, o peixe-zebra tem sido
considerado uma alternativa promissora para a pesquisa toxicolégica e mecanicista,
além de diminuir o impacto ambiental e econdmico, considerando a alta taxa de
reprodutibilidade do peixe-zebra, baixo custo e facil cultivo. No Brasil e em outros
paises, como Reino Unido e Estados Unidos, o peixe-zebra tem sido cada vez mais
utilizado nas pesquisas experimentais de intervengéo e patogenicidade, como busca
de novos farmacos antineoplasicos e de genes associados ao cancer,
respectivamente. Tendo em vista os inumeros estudos publicados na literatura sobre
esse tema, essa revisdo narrativa foi elaborada para contextualizar as

aplicabilidades do peixe-zebra na experimentagéo animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo narrativa sobre o uso de
peixe-zebra como modelo animal para experimentacdo intervencionista e de

patogenicidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever os principais alvos farmacolégicos dos experimentos em
peixe-zebra;
e Investigar os principais modelos patologicos desenvolvidos em

peixe-zebra.


https://docs.google.com/document/d/1aQwtouh7pFNX4e_YiJRVP1xyRCgTKDqd/edit#heading=h.68pjaconl6k
https://docs.google.com/document/d/1aQwtouh7pFNX4e_YiJRVP1xyRCgTKDqd/edit#heading=h.ig8lltcmbxj5

17

4 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo narrativa da literatura. A pergunta
cientifica foi: “Como tem sido utilizado o peixe-zebra para estudos experimentais de
intervencdo e patogenicidade?”. Nessa revisdo, incluimos estudos primarios e
secundarios buscados na base de dados eletrénica do PubMed (NIH dos EUA,
Medline), LILACS (Bireme, via formulario iAH) utilizando o descritor exato “zebrafish”
(peixe-zebra), e como termo livre no Google Académico (literatura 'cinzenta'). Foram
aplicados filtros para a recuperacédo de estudos publicados nos ultimos cinco anos e
sem restricido de idiomas. A selecdo dos estudos foi realizada por conveniéncia
pelos pesquisadores.

Foram recuperados artigos completos sobre o tema (revisdo e artigos
originais), e professores experientes na experimentacdo animal foram consultados
para indicagdo de referéncias bibliograficas sobre o assunto. Os resultados foram
sintetizados de forma narrativa contextualizando estudos de intervencdo e de

patogenicidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde 1948 até os dias de hoje, a busca no Pubmed com o descritor exato
‘zebrafish’ resultou em 39.313 artigos recuperados, e no LILACS 58 (07 de fevereiro
de 2023) (Figura 3). Em 2022, foram publicados 4.487 estudos no Pubmed com

esse termo.

Figura 3. Busca na literatura com o termo ‘zebrafish’ na base de dados Pubmed (n=

39.313 estudos recuperados).
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m Il Share  pniD: 36744833
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1948 2023 [ ] A 3D Culture Method of Spheroids of Embryonic and Liver Zebrafish Cell Lines.

2 de Souza IR, Micali Canavez ADP, Schuck DC, Costa Gagosian VS, de Souza IR, de Albuguerque Vita N, da

Data da busca: 27 de fevereiro de 2023. Fonte: Elaborada pelos autores.

Nesta revisdo, foi selecionada a literatura relevante com base no titulo,
informagdes do resumo e conteudo completo dos artigos recuperados nos ultimos
cinco anos (n Pubmed= 19.939 estudos, LILACS=58 e Google=100). Os resultados
foram sintetizados de acordo com a aplicabilidade do modelo. Observamos que ha
um grande numero de estudos que investigaram o potencial de farmacos para o
tratamento de canceres e pesquisas de toxicidade de substancias para o ambiente,
sendo de grande interesse para futuros estudos clinicos e para a ecologia,

respectivamente.



5.1 O PEIXE-ZEBRA

19

O peixe-zebra possui um sistema nervoso e neurotransmissores (FARIA et al.,

2022), e os sistemas imunolégicos adaptativos e inatos (SARMIENTO et al., 2022)

similares aos humanos (Figura 4).

Figura 4. Org3os e tecidos correspondentes em humanos (A) e larvas (B) e adultos

(C) do peixe-zebra.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2021).

O peixe-zebra foi o primeiro animal a ser clonado em 1981 nos Estados

Unidos da América (USA). Ele € um dos animais mais utilizados, apos os roedores,

devido a sua similaridade genética com os seres humanos. Esta espécie apresenta

um genoma com 70 a 80 % de genes equivalentes ao genoma humano. Entre 70 e

82% dos genes relacionados a doengas humanas podem ter correlagdo com pelo
menos um gene ortdlogo do peixe-zebra (PAOLO et al., 2021; HOWE et al., 2013;

ZULAZMI et al., 2021). Gene ortélogo é definido como genes em espécies diferentes

que surgem a partir de um unico gene do ancestral comum da espécie por um

processo de especiagdo. Os genes que divergem por especiacdo tendem a

conservar a fungédo, nesse caso, cada descendente possui uma copia do gene

original (MOREIRA, 2014),
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Pesquisadores realizaram um estudo comparativo entre peixe-zebra, humano,
camundongo e frango, visando quantificar os genes e a especificidade do genoma
de cada espécie (HOWE et al., 2013) (Figura 5).

Figura 5. Genes ortélogos compartilhados entre 0 genoma do peixe-zebra, humano,

camundongo e galinha.
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Fonte: Adaptado de HOWE et al., (2013).

Os embrides de peixe-zebra sado de facil obtencdo, reproducédo e
manipulacéo, tendo uma fecundidade de centenas desses, facilitando a triagem de
alto rendimento em ensaios in vivo (SALEEM; KANNAN, 2018) (Figura 6). Com isto,
apresentam vantagens em relagdo a outros modelos animais, por permitir investigar
fases iniciais de desenvolvimento (SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). O embrido de
peixe-zebra configura um organismo que abrange as vias metabdlicas e outras
reagoes fisioldgicas funcionais, e isto permite avaliar a toxicidade da organogénese

e o periodo completo de desenvolvimento em vertebrados (PAOLO et al., 2021).
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Figura 6. Vantagens do uso do peixe-zebra.
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Adaptado de Saleem et al., (2018).

O seu ovo desenvolve-se rapidamente para larva (SARMIENTO et al., 2022;
PAOLO et al., 2021) entre 48 a 72 horas (FIOCRUZ, 2019), assim com apenas 48
horas ja tem um sistema nervoso funcional (SARMIENTO et al., 2022). Os embrides
de peixe-zebra obtém oxigénio por difusdo passiva nos primeiros dias de
desenvolvimento (VOLKQV et al., 2022), e se tornam adultos aos trés meses de vida
(FIOCRUZ, 2019). Eles sao opticamente transparentes, o que permite uma viséao
microscopica de estruturas e sistemas organicos de forma continua em todo o
processo de desenvolvimento (HOFFMANN et al., 2021; SARMIENTO et al., 2022;
PAOLO et al., 2021; FIOCRUZ, 2019).

O peixe-zebra foi inserido nas pesquisas cientificas, estabelecendo-se como
um modelo experimental capaz de descobrir 0 mecanismo de diversas patologias,
identificar e testar novos alvos terapéuticos (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES,
2012). Além disso, apresenta caracteristicas compativeis com o principio da

estratégia global 3Rs (do inglés ‘Replacement, Reduction and Refinement'):

e Replacement/ Substituicdo: peixe-zebra oferece um modelo de menor

potencial para dor; além da capacidade de substituir outros modelos de
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animais por serem menos invasivos. Isso inclui ensaios de larvas, que
oferecem um modelo de menor potencial para dor;

e Reduction/ Redugao: seu uso reduz o numero de animais em experimentagao
sem comprometer o bem-estar animal e é estatisticamente significativo nos
resultados experimentais. Larvas de peixe-zebra, como modelo de primeira
linha para toxicidade, sdo usadas para identificar o efeito de diferentes
compostos com redugcao do numero de animais usados em testes;

e Refinement/ Refinar: Permite-nos encontrar novas formas de minimizar o
sofrimento e a dor dos animais. Neste caso, embrides e larvas, com
fecundacado externa e a transparéncia do corpo durante o desenvolvimento,
representam uma observagdo nao invasiva valida de toxicidades (COPPOLA
etal., 2023).

5.2. PEIXE-ZEBRA NO ESTUDO DA TOXICIDADE

Trata-se de um sistema modelo adequado para avaliar a toxicidade de
sedimentos de agua doce, estuarinos e marinhos e sedimentos enriquecidos em
laboratério. A toxicidade de sedimentos ligados a poluentes em peixe-zebra parece
ser globalmente dependente das propriedades fisicas e quimicas dos poluentes,
desenho experimental, fator ambiental, estagios de desenvolvimento e presencga de
matéria organica natural. No geral, os resultados mostraram que os embrides e
larvas de peixe-zebra sdo sistemas modelo adequados para avaliar a toxicidade de

poluentes associados a sedimentos (SAIKI et al., 2021) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema do procedimento de teste de toxicidade com peixe-zebra.
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5.2.1 Neurotoxicidade

A neurotoxicidade é o processo de quando ocorre a exposi¢cao a substancias
toxicas naturais ou artificiais, como as substancias usadas em quimioterapia,
tratamento de radiagao, terapias medicamentosas, transplantes de érgaos, além de
exposicao a metais pesados, como chumbo e mercurio, certos alimentos e aditivos
alimentares, pesticidas, solventes industriais e/ou de limpeza, cosméticos, e
algumas substancias que ocorrem naturalmente. Essas substéncias alteram a
atividade normal do sistema nervoso central e/ou periférico, sendo capazes de
interromper ou até matar neurdnios, que sao importantes para transmitir e processar
sinais no cérebro e em outras partes do sistema nervoso (NATIONAL INSTITUTE
OF NEUROLOGICAL DISORDERS AND STROKE, EUA, 2023).
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Estudos tém mostrado o potencial deste animal para estudo de
neurotoxicidade (PRATS et al., 2017; FARIA et al., 2020), uma vez que o peixe-zebra
possui sistemas neurologicos semelhantes aos mamiferos (TORRES-RUIZ et al.,
2023). Em alguns estudos, foi empregado o teste de embriotoxicidade do
peixe-zebra (ZTE) para identificar produtos quimicos teratogénicos e embriotdxicos
(PAOLO et al., 2021; HOFFMANN et al., 2021). O ZTE analisa os efeitos toxicos das
substancias-teste referente a mortalidade e embriotoxicidade geral e especifica
(HOFFMANN et al., 2021). Por isso, o teste ZTE tem sido visto como um método
alternativo para teratogenicidade (PAOLO et al., 2021), com a finalidade de prever a
toxicidade do desenvolvimento humano, como um organismo que incorpora o
processo de desenvolvimento embrionario, sendo um meétodo menos limitado do que
os métodos in vitro (PAOLO et al., 2021; HOFFMANN et al., 2021).

TORRES-RUIZ et al. (2023) investigaram a neurotoxicidade de nanoplasticos
usando o modelo peixe-zebra, e quando expostos aos compostos apresentaram
inervacdo muscular, enrolamento da cauda, hiperatividade, alteracbes no
metabolismo de carboidratos e cortisol, e ansiedade. Mostrando que o modelo

peixe-zebra é eficaz para triagem da neurotoxicidade em desenvolvimento.

5.2.2 Citotoxicidade

A citotoxicidade é a capacidade de uma substancia ou processo ocasionar
uma alteracdo metabdlica nas células podendo levar a morte celular (JANEWAY et
al., 2001). No geral, sdo exemplos de citotoxicos os farmacos quimioterapicas que
tém acgao sobre as células vivas (HIU; YAP, 2020), e as proprias células T do sistema
imunolégico humano, como os linfocitos T citotoxicos, que sao capazes de matar
rapidamente bactérias, virus, e células tumorais (JANEWAY et al., 2001). Com isto,
os estudos de citotoxicidade vem sendo utilizados para a descoberta de potenciais

alvos terapéuticos, através da realizagao de ensaios in vitro e in vivo.

As substancias quimicas necessitam ser investigadas quanto a sua seguranga
visando a saude humana e ao meio ambiente. Com isto, biomarcadores moleculares
e celulares cada vez mais s&do considerados para avaliar a seguranga prevendo 0s

efeitos em organismos vivos. Nesse contexto, linhagens de células de peixe,
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principalmente do peixe-zebra sdo empregadas em estudos de citotoxicidade para

predizer a toxicidade aguda em peixes (SOUZA et al., 2023).

Os ensaios de citotoxicidade estimam a viabilidade celular do peixe-zebra. Um
exemplo de estudo de citotoxicidade, € o emprego de linhagens celulares de
embrides (ZEM2S) e figado (ZFL). Onde o ensaio modificado, avaliou a densidade
celular na placa de 96 pogos e o tempo de incubagdo no ensaio colorimétrico de
redugdo do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazdlio). Os
ensaios de MTT s&o ensaios de alta qualidade para identificar substancias quimicas
citotoxicas. O MTT um ensaio colorimétrico, onde o composto inicialmente tem
coloragdo amarelada, e quando na presenca de células metabolicamente ativas
ocorre a viragem para a coloragdo azul de formazan (SOUZA et al., 2023 apud
MOSMANN TIM, 1993; LIU et al., 2002), perda de elementos fundamentais do
organismo durante a exposi¢ao quimica, avaliagao feita através do soro fetal bovino

(FBS) e a concentragao maxima aceitavel do solvente controle (SOUZA et al., 2023).

Os ensaios de citotoxicidade das linhagens ZEM2S e ZFL foram quantificados
por diferentes parametros de viabilidade celular como: funcdo metabdlica,
integridade da membrana lisossémica e integridade da membrana celular. A
combinagdo desses parametros forneceu uma precisdo na avaliacdo da

citotoxicidade quimica em linhagens de peixe-zebra (SOUZA et al., 2023).

5.2.3. Ecotoxicidade e nanotoxicidade

Estudos vém sendo realizados com peixe-zebra visando auxiliar na
compreensao e importancia da ecotoxicologia e nanotoxicologia, investigando os

possiveis danos ao meio ambiente e aos seres humanos.

Ecotoxicologia € a ciéncia dedicada ao estudo dos efeitos adversos dos
produtos quimicos toxicos em diferentes escalas, desde a biomolécula, célula,
orgao, funcbes e biodiversidade dos ecossistemas. Foi desenvolvida, visando
identificar, controlar e diminuir os poluentes quimicos no meio ambiente
(TARAZONA; RAMOS-PERALONSO, 2014; ZHOU et al., 2019). E uma area

multidisciplinar que engloba a toxicologia e ecologia. Ja, a nanotoxicologia é


https://docs.google.com/document/d/1aQwtouh7pFNX4e_YiJRVP1xyRCgTKDqd/edit#heading=h.ig8lltcmbxj5
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semelhante a ecotoxicologia, entretanto, estuda a toxicidade de nanoparticulas e
nanomateriais. Concentrando principalmente em determinar e compreender os
efeitos toxicos e adversos em humanos e no meio ambiente (SELVARAJ et al., 2018;
AKCAN et al., 2020).

Os testes ecotoxicolégicos e nanotoxicoldgicos foram desenvolvidos para
auxiliar na identificacdo e/ou medi¢cao dos efeitos de diferentes concentragdes de
substancias e seus efeitos sobre os organismos testados. Esses testes tém a
potencialidade de identificar a toxicidade de compostos quimicos, sinalizando os
potenciais efeitos ecotoxicolégicos e seus mecanismos de agdo em organismos
vivos (RANI-BORGES; VICENTE; POMPEO, 2022; ZHOU et al., 2019).

No cenario mundial atual, existe uma grande variedade de pesticidas
disponiveis no mercado, tais como, herbicidas, inseticidas, fungicidas, fumigantes e
raticidas, que sao utilizados no controle de pragas e doencgas. Entretanto, a maioria
dos pesticidas nao permanecem totalmente fixados as culturas, sendo liberados no
meio ambiente e ambientes aquaticos, levando ao acumulo de residuos toxicos,
consequentemente a um prejuizo para o meio ambiente e o ecossistema. Assim
sendo, estudos tém demonstrado que os pesticidas ocasionam impacto negativo nos
seres humanos, meio ambientes, entre outros (GONCALVES et al., 2020; LV et al.,
2022).

O crescimento da economia mundial, desencadeou um aumento na utilizacéo
de produtos quimicos agricolas e o uso imprudente de pesticidas e outros poluentes
organicos, sendo o Brasil um dos paises que mais utiliza pesticidas mundialmente
(Figura 8). Conseguinte, devido as suas propriedades de bioacumulacdo e alta
toxicidade diversos pesticidas poluiram direta ou indiretamente o ar, a agua, o solo e
0 ecossistema em geral, causando sérios riscos a saude dos seres vivos € ao meio
ambiente (SHARMA et al., 2019; SEZER et al., 2023).
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Figura 8. Paises com maior uso de pesticidas em 2020.
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Fonte: Adaptado de FAO, 2022.

Grandes desafios estdo relacionados ao uso de pesticidas, como o aumento
da populagdo mundial e as mudancas nos habitos alimentares levaram a uma
estimativa que a producdo de alimentos precisara aumentar 60% até 2050 para
atender a demanda de toda a populagdo (ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012).
Desde a segunda guerra mundial, ocorre 0 aumento na producéo de alimentos, por
fatores como a utilizagado de produtos quimicos, melhores variedades de plantas e o
uso de maquinario, e o uso dos pesticidas. Os pesticidas tém sido usados para
controlar ervas daninhas e insetos no cultivo agricola, reduzindo a perda de
alimentos na colheita (TUDI et al., 2021; SHARMA et al.,2019). Assim, eles sdo uma
ferramenta fundamental na protecao das plantas e para aumentar o rendimento das

culturas.

Dentre os estudos realizados com peixe-zebra, a maioria avalia a toxicidade
dos pesticidas individuais (WANG et al., 2023). Como exemplo, o estudo do carbaril.
O carbaril € um farmaco da familia carbamatos que é neurotdxico, sendo o principal
modo de acgdo o bloqueio da enzima acetilcolinesterase (AChE). O inseticida carbaril
€ habitualmente detectado em ecossistemas de agua doce, em baixas
concentragbes geralmente em ng/L (FARIA et al., 2022). As larvas de peixe-zebra

quando expostas por vinte e quatro horas a uma determinada concentragcao de


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/insecticide
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbaryl
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/freshwater-ecosystem
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/freshwater-ecosystem
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carbaril encontradas no ecossistemas aquaticos, apresentaram um prejuizo no
comportamento locomotor (FARIA et al., 2022). Foram encontrados 18 alvos
moleculares sendo sete alvos humanos. A acetilcolinesterase (AChE), nao
apresentou relacdo com os efeitos neurocomportamentais do carbaril no
comportamento das larvas do peixe-zebra. E a afinidade pelo receptor de serotonina
2B (HTR2B) e os adrenoceptores alfa-2B ADRA2B, foram alvos que apresentaram
cardiotoxicidade e aumento da frequéncia cardiaca em larvas do peixe-zebra (FARIA
et al., 2022; MAMOSHINA; RODRIGUEZ; BUENO-OROVIO, 2021).

Outros estudos, apontam os pesticidas organofosforados como uma das
classes quimicas mais estudadas nesse modelo animal. Os organofosforados sao
substancias quimicas toéxicas produzidas no processo de esterificagdo e algumas
outras rotas. Eles estdo presentes como os principais componentes de herbicidas,
pesticidas e inseticidas, além disso, s&do utilizados para produzir plasticos e
solventes (ADEYINKA; MUCO; PIERRE, 2022). Atuam inibindo as colinesterases,
principalmente a acetilcolinesterase (AchE), aumentando o nivel de acetilcolina nas
sinapses.  Consequentemente, quando mamiferos s&o expostos aos
organofosforados, apresentam irregularidades cardiacas, lacrimejamento, salivagéao,

diarréia, convulsoes, agitagao e ansiedade (NEYLON et al., 2022), (Figura 9).
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Figura 9. Principais consequéncias da exposi¢ao ao organofosforados em humanos.
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O ¢lifosato € um organofosforado amplamente utilizado no mundo (AMES et
al., 2022; ZHANG et., 2021), devido ao seu amplo espectro, alta eficiéncia e baixo
preco. O glifosato € um organofosforado sintetizado quimicamente, sao
componentes ativos de herbicidas, tendo como principal produto de degradacéo o
acido aminometil fosfénico (AMPA) (ZHANG et., 2021). O glifosato é misturado a
ingredientes quimicos, como adjuvantes e tensoativos (AMES et al., 2022). O
mecanismo de acdo do glifosato é bloquear a sintese de aminoacidos aromaticos
essenciais nas plantas. No sul do Brasil, esse herbicida € usado em plantagdes de
arroz irrigado, sendo a agua da lavoura escoada, deixando residuos de glifosato no
meio ambiente (LOPES; SANDRINI; SOUZA, 2018). Este herbicida pode ser
encontrado em parques, nas fontes de agua potavel, ar, precipitagdo e solo através
da aplicagdo direta ou escoamento, podendo ser toxico representando grandes
ameagcas a saude humana e ambiental (LOPES; SANDRINI; SOUZA, 2018; ZHANG
et., 2021; GIOMMI et al., 2022). Diversos estudos, utilizando peixe-zebra tem
mostrado o efeito do glifosato relacionado a redugcdo na atividade metabdlica
(LOPES; SANDRINI; SOUZA, 2018), no desenvolvimento e fung¢do cardiaca (LU et
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al., 2022; SCHWEIZER et al., 2019), expressao de genes (ZHANG et., 2021),
ansiedade (CHAULET et al., 2019), atrasos no desenvolvimento e malformacdes
(SCHWEIZER et al., 2019), e estresse oxidativo (AMES et al., 2022; GIOMMI et al.,
2022).

Além dos estudos em pesticidas individuais, recentes estudos tém
demonstrado os efeitos ecotoxicolégicos que ocorrem através da mistura de
pesticidas. Como no estudo entre a combinagéo do organofosforado foxim (PHO) e
piretroide deltametrina (DEL) no estagio embrio-larval do peixe-zebra. Neste estudo,
foram analisados os parametros e os impactos toxicos entre a combinacdo do PHO
e DEL no estagio embrio-larval do peixe-zebra, investigando a toxicidade aguda,
atividades enzimaticas e expressdes génicas em embrides co-expostos a PHO e
DEL (LV et al.,, 2022). A mistura de pesticidas pode apresentar um risco maior,
quando comparado a cada pesticida sozinho (BELDEN; BRAIN, 2017; LV et al.,
2022; WANG et al., 2023). O peixe-zebra foi submetido a diluicbes seriadas de cada
pesticida com uma razdo equitativa fixa de acordo com os valores LCs
(concentragao letal para 50%) obtidos individualmente. Como resultado, os testes de
toxicidade mostraram que, individualmente, tanto o PHO e DEL mostraram uma
seletividade e evidéncia toxica em varios periodos de vida do peixe-zebra. O PHO
mostrou uma faixa téxica mais estreita, enquanto o DEL mostrou uma faixa toxica
mais ampla, para os peixes-zebra testados. Sendo o estagio embrionario o mais
tolerante, e o periodo adulto o mais sensivel aos dois pesticidas. A combinag¢ao de
PHO e DEL ocasionou efeitos sinérgicos em embrides de peixes-zebra. No que
tange o estresse oxidativo, apoptose, resposta imune e sistema enddcrino, foram
expresso nove genes associados (Mn-sod, Cu/Zn-sod , cas3, dio1, tsh , ERa , vtg1,
cyp17 e crh), os quais foram significamente alterados quando em contato com a

mistura de pesticidas em relagdo aos pesticidas individuais (LV et al., 2020).

No estudo realizado por Wang et al. (2023), foi testada a combinagao da
estrobilurina piraclostrobina (PYR) e o ditiocarbamico polimérico metiram (MET).
Para isso, foram analisados os parametros e o0s impactos toxicos entre a
combinacdo do PYR e o MET, investigando a toxicidade aguda, atividades
enzimaticas e expressdes génicas em peixes-zebra. Como resultado, o MET
mostrou uma faixa téxica mais ampla, sobre os embrides de peixe-zebra em relagao

ao PYR. A combinagéo de PYR e MET ocasionou efeitos sinérgicos em embrides de
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peixes-zebra. A avaliagdo do nivel celular mostrou que a atividade enzimatica da
peroxidase, CYP450 e vitelogenina foram alteradas na exposi¢céo individual e
combinadas. No que tange o sistema enddécrino e o sistema imune, trés genes
(vitellogenin 1, hormdnio liberador de corticotropinae interleucina -8) foram
alterados (WANG et al.,2023).

Para a investigagdo de toxicidade, os peixes-zebra no estagio inicial de vida,
se mostraram sensiveis aos pesticidas (WANG et al., 2023; LV et al., 2022). Em
ambos os estudos citados, apresentaram resultados que apontam a toxicidade da
utilizacdo da mistura de pesticidas. Consequentemente, os padrbes de qualidade
ambiental para pesticidas individuais podem nao ser efetivos na protegcdo do meio
ambiente e ecossistema contra os efeitos toxicos do contato com as misturas de
pesticidas (LV et al., 2022). Portanto, ha uma necessidade do acompanhamento das
mistura de pesticidas, visando assim evitar a contaminac&o no ecossistema aquatico

e no meio ambiente.

Outra preocupagdo mundial esta relacionada ao surgimento da
nanotecnologia. A nanotecnologia € a ciéncia e a engenharia envolvidas no projeto,
sintese, caracterizagao e aplicacdo de materiais e dispositivos, cuja menor
organizacao funcional, em pelo menos uma dimensdo, estda em nanoescala
(nanoparticula, 1 a 100 nandmetros) (SAINI; SAINI; SHARMA, 2010). A
nanotecnologia emergiu como uma ferramenta importante, sendo aplicada na area
da saude, da eletronica, dos cosméticos, dos téxteis, da informatica e da protecao
ambiental, ou seja, a nanotecnologia possui muitos pontos favoraveis. Entretanto,
com o aumento da utilizacdo de nanoparticulas (PASCHOALINO; MARCONE;
JARDIM, 2010; KLEIN et al., 2022; SEZER et al., 2023) devido ao baixo custo,
eficiéncia e ampla escala de produgao e das nanoparticulas portarem dimensdes tao
pequenas, as nanoparticulas podem alcancgar facilmente a atmosfera, agua e solo e
podem ficar por maior tempo no ambiente, causando um efeito tdéxico potencializado
em virtude da maior area superficial (PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010),
acarretando no aumento da exposi¢do humana as nanoparticulas (KLEIN et al.,
2022).

No que concerne a nanotoxicidade, o campo dos nanomateriais tem se

desenvolvido rapidamente nos ultimos anos. Devido as propriedades uUnicas das
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nanoparticulas, elas sao encontradas em uma ampla gama de aplicagdes comerciais
(ABRAMENKO et al, 2018). Os estudos tém relacionado a pesquisa
nanotoxicolégica e a seguranga dos nanomateriais. Muitas das propriedades
fisico-quimicas dos nanomateriais e muitos fatores abiéticos afetam a ecotoxicidade
dos nanomateriais. Os nanomateriais podem ser transportados para o ambiente,
principalmente aquatico através da atmosfera, lixiviagdo superficial, estacbes
municipais de tratamento de aguas residuais e atividades de purificacdo de agua
(CLEMENTE et al., 2019).

Os nanomateriais de carbono tém sido amplamente estudados devido a suas
vantagens de desempenho Optico favoravel, sintese facil e boa permeabilidade
celular (GAO; XIE; ZHENG, 2023; JIN et al., 2022; SHI et al., 2022). Conseguinte,
sdo aplicados a varios setores incluindo sensores de gas, biomedicina
(MONTALVAO et al., 2023), purificagéo de agua (CLEMENTE et al., 2019) e imagem
(GAO; XIE; ZHENG, 2023). Como resultado os estudos apontam alteragbes
bioquimicas (CLEMENTE et al., 2019; MONTALVAO et al., 2023) como o aumento
significativo nos niveis em células MDA (MDA-kb2 é um derivado de uma linhagem
celular de cancer de mama humano) (WILSON, 2002), induzidos pela exposi¢ao a
nanomateriais de carbono, efeitos mutagénicos e genotdxicos (MONTALVAO et al.,
2023), aumento da atividade locomotora, redugado do tamanho do saco vitelinico e
comprimento total e inibicdo da atividade da AChE (CLEMENTE et al., 2019).

Outras substancias amplamente investigadas como materiais tdxicos
utilizando embrides de peixe-zebra como organismos de teste, sdo as
nanoparticulas a base de metal, como prata (Ag), éxido de zinco e dioxido de titanio
(SEZER et al., 2023), e nanoparticulas de plastico (nanoplasticos e microplasticos)

como o bisfenol (WANG et al., 2023), entre outros.

As nanoparticulas de prata sdo amplamente utilizadas por suas propriedades
antibacterianas e antifungicas contra uma variedade de microrganismos.
(GALATAGE et al., 2021; GARCIA et al., 2022). Em 2018, as nanoparticulas de prata
(Ag) representavam aproximadamente 24% da produgdo total da industria
(ABRAMENKO et al., 2018). Sendo usados na producéo de produtos de limpeza e
desinfetantes de superficies e téxteis, géis ou tintas antimicrobianas e embalagens

de alimentos e materiais de preservacao. Eles sdo encontrados em muitos itens do
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dia a dia, como roupas, pasta de dente, desodorante e outros cosméticos
antibacterianos, e até mesmo dentro de geladeiras e maquinas de lavar
(CALDERON-JIMENEZ et al., 2017).

A toxicidade de nanoparticulas de prata, geralmente esta correlacionada com
a emissao de ions de prata da superficie de nanoparticulas, tamanho, superficie e a
forma (esferas e nanoplacas, por exemplo) (ABRAMENKO et al, 2018;
CALDERON-JIMENEZ et al., 2017). Além disso, outros fatores podem influenciar a
experimentagcdo, como a formagao de agregados, via de exposigao, dose-resposta,
duracdo da exposigcdo, resposta do organismo receptor e interagdes nos
mecanismos envolvidos no processo fisiolédgico de absorcdo (CALDERON-JIMENEZ
et al., 2017).

Em um estudo realizado por Kubinski et al. (2023), foram utilizadas
nanoparticulas de prata na incorporagao a hidrogel a base de alanina C,,, sendo
analisadas individualmente ou associadas e a gelificantes , quanto as propriedades
ecotoxicas para embrides de peixes-zebra. A sintese de nanoparticulas de prata foi
estabilizada em acido citrico, reduzindo a prata ibnica a nanoparticulas metalicas em
um sistema aquoso com acido citrico. O resultado mostrou que, quando juntos, a
alanina C;, e nanoparticulas de prata nao foram téxicas, enquanto os compostos de
nanoparticulas de prata e alanina C,, foram toxicos na coagulagdo de ovos

fertilizados em concentracdes de 5 mg/mL e superiores (KUBINSKI et al., 2023).

Os microplasticos e nanoplasticos atrairam preocupagdo global como
poluente, decorrente da sua capacidade de contaminagcdo generalizada e de
atravessar a barreira biolégica, além da ampla utilizagdo de plasticos na ultima
década (WANG et al., 2023; BHAGAT et al.,2020). Os microplasticos sao fragmentos
de plastico entre 1 a 5.000 um e os nanoplasticos menores que 0,1 ym. Devido ao
pequeno tamanho, eles entram no corpo humano pela ingestdo de agua e alimentos
(WANG et al., 2023). Conseguinte, leva ao acumulo de micro e nanoplasticos em
diferentes fases de desenvolvimento do peixe-zebra (Figura 10), apresentando risco

ao meio ambiente e a saude humana (BHAGAT et al.,2020) .


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kubi%C5%84ski%20K%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kubi%C5%84ski%20K%5BAuthor%5D

34

Figura 10. Acumulo de nanoplasticos e microplasticos em peixe-zebra
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Fonte: Adaptado de Jacky et al., 2020.

Wang et al. (2023) analisaram as co-exposi¢cdes de nanoplasticos e bisfenol
AF (BPAF) através de parametros com foco no neurodesenvolvimento resultante,
apoptose, inflamagcdo, danos ao estresse oxidativo e respostas comportamentais
locomotoras. Avaliando a variedade de efeitos toxicos em peixe-zebra. Como
resultado a exposicao unica a BPAF e a co-exposicdo de BPAF e nanoplasticos,
apresentou alteracdo do comportamento locomotor e social, diminuicao da fungao
reprodutiva (diminuigcdo nas desovas), alteragao do comprimento do corpo, a taxa de
eclosdo e a mortalidade na prole do peixe-zebra, alteragcbes do
neurodesenvolvimento da expressdo génica apoptotica e inflamatéria da prole do
peixe-zebra, aumento do nivel de estresse oxidativo dos filhotes de peixe-zebra
(WANG et al., 2023).

Desta forma, no que tange a ecotoxicologia e a nanotoxicologia os resultados
dos estudos tém evidenciado, a importancia do peixe-zebra na identificagcdo de
substancias tdxicas presente no meio ambiente, que os seres humanos sao
expostos. Demonstrando o grande potencial do peixe-zebra em pesquisas

associadas a ecotoxicidade e nanotoxicidade.
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5.3 PEIXE-ZEBRA NAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doengas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte no
mundo (Organizacdo mundial da saude, OMS) e vém apresentando um aumento
que decorre do uso do tabagismo, da falta de exercicios, da alimentagao inadequada
e da ingestdo de grandes quantidades de alcool, que ocasionam fatores de risco
como hipertensao arterial, diabetes mellitus, obesidade, entre outros (PATEL et al.,
2022; NUNES et al., 2022). Essas doengas ocasionam danos ao coragao, artérias,
cérebro e rins, podendo ser irreparaveis. Ainda, o envelhecimento leva a perda de
células em tecidos como o coragao, cérebro, timo e musculo esquelético (NUNES et
al., 2022).

O peixe-zebra tem a presenca de genes de doengas humanas em seu
genoma, a transparéncia optica dos embrides (VOLKOV et al., 2022) e um coragao
anatomicamente parecido ao do ser humano (POON & BRAND, 2013). Sendo
composto por um saco pericardico como visto em humanos, o arterioso bulboso que
pode ser comparado ao arco aértico humano e o seio venoso que € correspondente
a veia cava humana (SUN et al, 2009; BELLING et al., 2020). Entretanto, o
peixe-zebra tem pequenos vasos capilares coronarios localizados na camada
muscular compacta, que deve ser levado em consideragdo para modelos de lesao
cardiaca (BELLING et al., 2020), e ndo uma rede de artérias coronarias como
encontrada no coragcdo humano, além disso, apresenta somente um ventriculo e um
atrio. (SUN et al., 2009; BELLING et al., 2020, POON & BRAND, 2013).

As alteracbes cardiacas e vasculares no peixe-zebra sdo causadas pela
mesma regulagao molecular e mecanismos celulares presentes em humanos. O
peixe-zebra tem um sistema circulatério fechado e a formagao de vasos sanguineos
pode ser dividida em dois processos distintos: vasculogénese e angiogénese
(COPPOLA et al., 2023). A angiogénese pode ser definida como o processo de
formagao de vasos sanguineos em condi¢des fisiologicas e patologicas (DAMICO,
2007). A manutengédo ou crescimento inadequado dos vasos sanguineos leva a
isquemia tecidual e esta frequentemente associada ao cancer, doencas inflamatérias
e retinopatia. Enquanto a vasculogénese €& definida como agregacdo de

angioblastos (células germinativas) em vasos sanguineos (COPPOLA et al., 2023).
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Além das similaridades com os humanos, o peixe-zebra apresenta uma alta
capacidade de regeneragdo cardiaca. Esta capacidade de regeneragdo ocorre
através da ativagdo de programas morfogenéticos em resposta a lesdes, que
aumentam as cardiomiocitos (NUNES et al., 2022; HONKOOP et al., 2019; HU et al.,
2022), e através da sinalizagdo de neuregulina 1 e receptores de proteina tirosina
quinase (Nrg1/ErbB2) que ¢é suficiente para a reprogramagao metabdlica em
cardiomiocitos adultos de peixes-zebra, visando substituir o musculo cardiaco
perdido, sem deixar cicatrizes (HONKOOP et al., 2019). Portanto, o peixe-zebra
pode ser um modelo superior para estudos dos mecanismos celulares e moleculares

da regeneracéo cardiaca (HU et al., 2022).

Com isto, estudos usando o modelo peixe-zebra tem sido utilizados para a
pesquisa de mecanismos e de novos farmacos para o tratamento de doencgas
cardiovasculares (NUNES et al, 2022; THAKKAR et al., 2022), identificar a
importancia do ciclo circadiano (ritmo do organismo em 24h) (CRNKO et al., 2023),
reconhecer os defeitos cardiacos congénitos, cardiomiopatia. Ainda, pode ser
aplicado para verificar os efeitos das influéncias no funcionamento do sistema
cardiovascular, fendtipos cardiovasculares que seriam letais a mamiferos e
humanos, devido a obtengao do oxigénio por difusdo passiva nos primeiros dias de
vida (VOLKOV et al., 2022). Este modelo experimental pode ainda ser utilizado para
o estudo de insuficiéncia cardiaca, arritmia, fibrilagcao atrial e sindrome do nédulo
sinusal (COPPOLA et al.,, 2023), além de avaliar a cardiotoxicidade a partir da
medi¢cdo da frequéncia cardiaca, atividade enzimatica, niveis de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e morte celular (SIM et al., 2023), por indugdo de toxinas
(COPPOLA et al., 2023).

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma das principais causas de morte em todo o
mundo, € uma doencga sistémica que afeta a regulagdo hormonal que possui opgdes
de tratamento limitadas e mau progndstico. A IC, altera a morfologia e a fungdo dos
neurénios, levando a prejuizos neurocognitivos (CRNKO et al., 2023). A IC pode ser
desencadeada por diversos fatores, como o infarto do miocardio que € uma
importante causa de morbidade e mortalidade em humanos, devido a capacidade

limitada de regeneracao aos danos cardiacos (WU et al., 2022).
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No estudo realizado por Wu et al. (2022), foi coletada e analisada os
principais tipos de células cardiacas do peixe-zebra utilizando a técnica Gene
Ontology, termo usado na bioinformatica que trata de unificar a representagédo do
gene e produto do gene, e transcriptobmica de célula unica de alta precisdo. Os
principais tipos de células investigadas sao: cardiomiocito atrial (CM-A),
cardiomidcito ventricular (CM-V), célula endocardica (EC), célula epicardica (EP) e
célula derivada do epicardio (EPDC), a fatores de crescimento como Angiopoietina 4
(Angpt4) que é um regulador especifico da regeneracgao cardiaca, sendo conservado
em mamiferos, promovendo o reparo cardiaco in vitro e in vivo. Tendo como
resultado, os CM-A e o CM-V aumentaram os genes relativos ao desenvolvimento e
funcdo dos cardiomidcitos. As EC aumentaram os genes alusivos ao
desenvolvimento da vasculatura, as EP fornecem sinais para proliferacdo e
maturacdo de células cardiacas. As EPDCs estdo relacionadas a genes envolvidos
em adesdes focais e organizacdo da membrana extracelular, espelhando suas

caracteristicas moleculares durante o desenvolvimento (Wu et al.,2022).

Outros estudos utilizam o modelo peixe-zebra devido a sua capacidade
regenerativa cardiaca. Sado exemplos de estudos: a identificagcdo das principais
células e mecanismo ligado a regeneragao cardiaca do peixe-zebra (WU et al.,
2022); a importadncia da matrix extracelular para a regeneragcdo do coracao
(GARCIA-PUIG et al.,, 2019); a estimulacdo e/ou regeneragcdo de cardiomiocitos
(FUKUDA et al., 2020; PENG et al., 2020; BERTOZZI et al., 2022).

5.4 PEIXE-ZEBRA NO ESTUDO DO CANCER

Uma das maiores aplicagbes desse modelo € para o entendimento sobre o
cancer e seu tratamento. O cancer € o nome dado a mais de 100 doencas, que
possuem as mesmas caracteristicas, como o crescimento descontrolado de células
e a disseminacao e invasdo de 6rgaos e tecidos. Os diversos tipos de cancer ainda
se diferenciam pela velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de
invadir tecidos e 6rgaos regionais ou distantes, constituindo metastases (INCA,
2022; NATIONAL CANCER INSTITUTE, EUA, 2022). Trata-se de um problema de
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saude publica mundial, estando, entre as principais causas de morte no mundo
(SUNG et al., 2021).

A incidéncia e mortalidade por cancer estdo aumentando rapidamente no
mundo, devido a fatores como o crescimento da populacédo e o envelhecimento. Os
canceres mais diagnosticados sao o cancer de mama feminino (11,7%), canceres de
pulmao (11,4%), colon e reto (10,0%), préstata (7,3%) e estdmago (5,6%). O cancer
de pulmao é a principal causa de morte por cancer em homens (18,0% do total). Nas
mulheres, o cancer de mama é a principal causa de morte por cancer (SUNG et al.,
2021). A mortalidade por céancer atingiu 158,3 em 100.000 pessoas anualmente
entre 2013-2017 no mundo (PALLAVI et al., 2023).

No que tange a pesquisa em oncologia, o peixe-zebra exibe varias
caracteristicas de grande valor translacional. Como a capacidade de desenvolver
tumores se expostos a carcindgenos; a protecdo de oncogenes, genes supressores
de tumor e principais vias moleculares associadas ao cancer; os embrides podem
ser geneticamente manipulados para entender o papel de genes especificos na
doencga, especialmente o papel no desenvolvimento de tumores, entre outros
(COSTA et al., 2020; WU et al., 2023).

O peixe-zebra possui uma imunidade adaptativa madura entre a segunda e a
terceira semana apods a fertilizagdo, enquanto a imunidade inata inicia no primeiro
dia apos a fertilizacdo. Devido a falta de resposta imune madura na fase larval
inicial, o transplante de varios tipos de células é facilitado (SARMIENTO et al., 2022;
WU et al., 2018). Além disso, o sistema imunoldgico de larvas imaturas permite o
enxerto e a sobrevivéncia de células cancerigenas humanas sem a necessidade de
imunossupressao (COSTA et al., 2020).

Esse modelo animal se tornou uma opcédo de modelo biolégico importante
para estudar o cancer devido as suas similitudes genéticas, histologicas e
moleculares com os humanos (WERTMAN et al., 2016; Chen et al., 2021), sendo
capaz de identificar a proliferacdo in vivo e a capacidade de migragdo de células
cancerigenas (WANG et al., 2023).

Conseguinte, os peixes-zebra tém sido amplamente utilizados em varias

areas como na triagem multigénica, triagem quimica, triagem genética, modelagem
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de ambiente metastatico, estudos de mecanismo epigenéticos (Figura 11). A
diversidade genética afeta multiplos fenétipos tumorigénicos, como ativagéo de vias
de sinalizacdo especificas, senescéncia, secre¢cado de fatores soluveis, migracéo e
capacidade de invasao, ativacao de vias metabdlicas, capacidade metastatica e,
finalmente, resposta/resisténcia a terapia (COSTA et al., 2020). A epigenética, é
definida como mudangas na expressao génica que podem ser herdadas e que nao

alteram a sequéncia do DNA (acido desoxirribonucleico) (PAIVA et al., 2019).

Figura 11. Aplicacdo do peixe-zebra na pesquisa do cancer.
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Legenda: (a) A triagem multigénica envolve o teste paralelo do potencial oncogénico de genes
candidatos ao cancer, injetando plasmideos contendo genes de interesse em embrides e monitorando
0 aparecimento acelerado de tumores em peixes adultos. (b) As bibliotecas quimicas podem ser
rastreadas quanto a atividade em embrides de peixe-zebra vivos usando marcadores fenotipicos
embriondrios iniciais em placas de 96 pocos. (c) A metastase do tumor pode ser seguida através da
injecdo de culturas de células marcadas com proteina fluorescente verde (GFP, green fluorescent
protein) em peixe-zebra transparente, chamado casper. (d) Um método de estudar a epigenética do
cancer em peixes € realizar imunoprecipitagdo de cromatina (ChlP) em embrides classificados por
citometria de fluxo (FACS, fluorescence activated cell sorter), seguidos de sequenciamento ou perfil
de expressao. Fonte: Adaptado de Yen, White e Stemple (2014).
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O tratamento do cancer, geralmente consiste em cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia e, as vezes, uma combinacdo delas s&o atualmente
usadas clinicamente para tratar o cancer (PALLAVI et al., 2023). A cisplatina, uma
droga anticancerigena, é a unica droga aprovada pelo FDA para o tratamento de
cancer avancado (KANDATI et al.,, 2023). Esta droga € amplamente utilizada no
tratamento de tumores solidos, e varias formas de cancer (KANDATI et al., 2023; HU
et al., 2023). O mecanismo antineoplasico principal atividade é promover lesées no
DNA, uma vez que interagem com bases purinas, inibindo a produgdo de DNA,
MRNA e proteina (KANDATI et al., 2023). Como limitagdo, apresenta varios efeitos
colaterais, principalmente ototoxicidade e a nefrotoxicidade (KANDATI et al., 2023;
HU et al., 2023).

Ainda que a cisplatina possua essa limitagdo, € considerada pilar do
tratamento do cancer (HU et al., 2023). Decorrente destas limitagcbes consideradas
graves, estudos com o modelo de peixe-zebra estdo sendo realizados para
desenvolver métodos para o controle dos efeitos colaterais da cisplatina. Como
exemplo, o estudo de nanoparticulas de curcumina (CUR) com pontos quanticos de
oxido de grafeno (GOQDs). Tendo como resultado, quando testado na concentragcéo
de de 20 pg/mL CUR/GOQDs, um efeito protetor e redutor nas células ciliadas do
peixe-zebra (HU et al., 2023).

Um outro estudo utilizou os probioticos, e observou modulagdo das enzimas
antioxidantes e os danos nos tecidos induzidos pela cisplatina, melhorando a saude
do peixe-zebra e a diminuicdo dos efeitos colaterais. Além disso, os probiéticos tém
sido usados como adjuvante na quimioterapia de diferentes tumores (pulmao, trato
gastrointestinal, entre outros) melhorando as taxas de regressao do tumor, bem
como aumentando a sobrevida e a qualidade de vida do paciente com cancer
humano (KANDATI et al., 2023).

Com o modelo do peixe-zebra, geralmente as células cancerigenas sao
injetadas e/ou implantadas (WU et al., 2023), os tipos de células incluem células
primarias derivadas de pacientes e linhas celulares de laboratério, com diferentes
tipos de malignidades como tumores de células germinativas, leucemia, melanoma,
neuroblastoma, cénceres epiteliais originarios do sistema neuroenddcrino, entre
outros (CHEN et al., 2021). Sendo assim um modelo adequado para utilizagdo em

procedimentos que abrange o transplante, implantacdo ou infusdo de o6rgaos,
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tecidos e/ou células cancerigenas humanas para uma espécie diferente este
processo € chamado de xenotransplantes (SARMIENTO et al., 2022; FDA, EUA).

O xenotransplante principalmente nas larvas do peixe-zebra esta sendo
utilizado para avaliar cancer de figado, cancer de mama, cancer de colon,
carcinomas ovarianos, glioblastoma, células de céancer colo retal, entre outros
(SARMIENTO et al., 2022). Estes transplantes visam investigar varias caracteristicas
do cancer, como a angiogénese, invasao/extravasao de células cancerigenas e
formagdo de micrometastases (COSTA et al, 2020). A angiogénese e a
vascularizagdo contribuem para o crescimento do tumor e progressao do cancer
(JANZADEH et al., 2021). Uma vantagem do uso do peixe-zebra é que o
xenotransplante pode ser realizado em/com grandes quantidades de peixes-zebra
adultos e de larvas de peixe-zebra (COSTA et al., 2020; SARMIENTO et al., 2022),
em um unico dia por um operador. Ja como limitacdo as larvas de peixe-zebra,
precisam estar em uma temperatura de aproximadamente 28°C (SARMIENTO et al.,
2022).

Outras caracteristicas do modelo de peixe-zebra xenogréafico: sé&o
transparentes e translucidas, o uso de imagens de fluorescéncia vascular, o
estabelecimento de modelos ortotopicos metastaticos e intracranianos, medigcdes
farmacocinéticas individuais, entre outros (Chen et al., 2021, WU et al., 2023)
(Figura 12). Contribuindo assim para o desenvolvimento de pesquisa do cancer e
para o estudo do mecanismo de agéo da droga in vivo (WU et al., 2018; WU et al.,
2023).
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Figura 12. Caracteristicas do modelo de peixe-zebra xenografico.

Célula tumoral

Microambiente tumoral

Cepa casper

Farmacocinética

Modelo tumoral ortotépico intracraniano

Modelo de tumor metastdtico

Modelos xendlogos sdo aqueles em que os genes divergem por transferéncia horizontal de genes,

podendo adquirir novas fungdes. Fonte: Adaptado de Chen et al. (2021).

Isto posto, os avangos no conhecimento sobre o peixe-zebra e 0 aumento da
utilizacdo em estudos tém auxiliado no desenvolvimento de novas alternativas para
o tratamento do cancer, como a utilizagdo do modelo de xenoenxerto de peixe-zebra
no processo de descoberta de farmacos e avaliacdo pré-clinica de diferentes tipos
de terapias (COSTA et al., 2020).

A terapéutica do céncer baseia-se no uso de moléculas radioativas para
diagnosticar e tratar doengas oncoldgicas e visa eliminar procedimentos em varias
etapas, reduzir atrasos no tratamento e melhorar o atendimento ao paciente (CHEN;
WONG, 2014). A utilizagdo de nanoparticulas poliméricas, sdo exemplos de estudos
terapéuticos (CREAMER, et al. 2023; KOCERE et al., 2020).

No estudo feito Creamer, et al. 2023, foi utilizado o poli(9,9-dioctilfluoreno- alt)
fluorescente-benzotiadiazol) (F8BT), as nanoparticulas formadas foram
microinjetadas na veia caudal de peixe-zebra. As nanoparticulas direcionadas
exibiram a capacidade de se ligar com alta especificidade as células cancerigenas
que expressam o antigeno alvo fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2).

As SPNs PEG (peguilados) exibiram uma circulagdo de sete dias apds a injecao,
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minimizando a retencao de tecido inespecifico e maximizando a ligagao ao alvo. A
microinje¢cdo de SPNs revestidos com Affibodies (qualquer pequena proteina
sintética que imita a agdo dos anticorpos, geralmente polipeptideos) em modelos de
peixe-zebra de xenoenxerto mostraram ter uma melhora significativa na associagao

celular.

No estudo realizado por Kocere et al. (2020), foram utilizadas células B16 de
melanoma de camundongo, polimeros de poli(etileno
glicol)-bloco-poli(2-(diisopropilamino) etil metacrilato) (PEG-PDPA) sensiveis ao pH
contendo um corante fluorescente ou doxorrubicina. As nanoparticulas poliméricas
formadas foram injetadas no tubo neural. Para células cancerigenas, foram injetadas
de 100-150 células B16 de melanoma de camundongo no tubo neural de embrides
de peixe-zebra trés dias apds a fertilizacdo. O transplante foi feito no dia 2, pela
maior facilidade de obter focos disseminados ao longo do tubo neural do que um
tumor soélido. As células B16 xenotransplantadas estimulam a angiogénese.
Entretanto, a angiogénese induzida pelo cancer B16 resultou em perda completa de
ordem, encolhimento dos vasos e formacao de varios novos ramos vasculares. Para
o tratamento anticancerigeno, foi utilizado PEG-PDPA contendo 2 mg/ml de
doxorrubicina, e doxorrubicina livre 2 mg/ml, as nanoparticulas foram injetadas por
via intravenosa quatro dias apés a fertilizagdo. Foram observados os seguintes
parametros: crescimento e proliferacdo de células B16 transplantadas no tubo
neural, estimulo da angiogénese local, acumulo de nanoparticulas no local do
cancer, toxicidade e potencial terapéutico. A doxorrubicina reduziu a proliferacéo e

aumentou a apoptose das células cancerigenas (KOCERE et al., 2020).

Conseguinte, os estudos Creamer et al. (2023) e Kocere et al. (2020),
concordaram na capacidade de usar o modelo peixe-zebra para avaliar a eficacia de
nanoparticulas poliméricas devido ao curto tempo (7-10 dias), e para demonstrar
que as nanoparticulas poliméricas sdo uma classe emergente como teranostico para

0 cancer.

No estudo feito por Pallavi et al. (2023), foram analisadas nanoparticulas de
ouro conjugado com rodamina (corante) como terapia fotodindmica com laser,
avaliando a toxicidade no modelo de peixe-zebra. A terapia fotodinamica consiste na

excitacdo de moléculas n&o téxicas chamadas fotossensibilizadores, a qual é
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aplicado um comprimento de onda especifico de luz para gerar espécies reativas de
oxigénio, para tratar células cancerigenas e outros patogenos. Sendo considerada
uma modalidade clinica para terapia de cancer e infecgbes multirresistentes. Como
resultado, as nanoparticulas de ouro conjugado com rodamina foi um agente
terandstico eficaz capaz de prevenir a progressao do cancer e bactérias
multirresistentes, além de apresentar toxicidade minima observada em ensaios in

vivo usando embrides de peixe-zebra (PALAVI et al., 2023).

No estudo feito por Wu et al. (2020), foram analisadas a atividade
antiangiogénica embrionaria e patologica, e efeito antitumoral de ramucirumabe,
apatinibe, regorafenibe e cabozantinibe. Todos os farmacos apresentaram efeito
antiangiogénico, foram capazes de inibir a formagao de vasos intersegmentares e a
capacidade de inibir o crescimento do tumor. Entretanto, todos os tratamentos com
as drogas utilizadas mostraram toxicidades relacionadas a doencgas
cardiovasculares. Destaca-se que todas essas drogas ja s&o utilizadas e liberadas
para o uso em diversos canceres. Ainda no estudo de Wu et al. (2020), o
cabozantinibe apresentou um potencial como medicamento para cancer gastrico, e
apresentou o maior indice terapéutico, exibindo angiogénese induzida por tumor e
atividades antiproliferativas no ensaio de xenotransplante, e com uma toxicidade
tolerada.

A utilizacdo do peixe-zebra demonstrou ser um modelo emergente para
pesquisas de novos farmacos, de toxicidade e identificacdo do mecanismo de acao

em diferentes tipos de cancer.

5.5 UTILIZACAO DO PEIXE-ZEBRA EM OUTRAS DOENGAS.

5.5.1. Diabetes

O diabetes € uma doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia cronica
com comprometimento do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Esse
desequilibrio metabdlico resulta da secregcdo e/ou fungédo prejudicada da insulina
(QU et al., 2023; DIOGO et al., 2023). O diabetes tipo 1 € uma doenga autoimune
crnica caracterizada pela perda de células beta produtores de insulina no pancreas,
resultando em deficiéncia de insulina. O diabetes tipo Il € a resisténcia adquirida a

insulina e pode ocorrer em combinagdo com a diminuicdo da secreg¢ao de insulina.
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Ambos os tipos de diabetes tém uma incidéncia crescente na populagdo. As causas
mais conhecidas de diabetes tipo 2 s&o fatores de estilo de vida e predisposicao

genética. A causa do diabetes tipo 1 € devido a muitas razdes (DIOGO et al., 2023).

No estudo realizado por Qu et al. (2023), decorrente das alteracbes na
composicdo da flora intestinal em pacientes diabéticos, foi analisada a
suplementagdo com Akkermansia muciniphila pasteurizada. Como resultado,
Akkermansia muciniphila pasteuriza pode melhorar de forma significativa os indices
glicémicos no sangue, o indice de massa corporal e os indices de diabetes do
peixe-zebra com diabetes mellitus. Outro estudo feito por Diogo et al. (2023) foi
avaliado a qualidade dos espermatozoides e os genes importantes para o diabete,
utilizando o modelo peixe-zebra. Como resultados, apresentou menor motilidade,
menor viabilidade da membrana plasmatica e menor integridade do DNA, ou seja,
efeitos relacionados ao diabetes tipo | em espermatozdides de peixe-zebra nos
niveis celular e molecular. Validando assim, o modelo peixe-zebra para estudos de

diabetes tipo | em células germinativas.

5.5.2. Doencgas oculares

Em um estudo de revisédo feito por Rosa et al. (2023), foi destacado que o
peixe-zebra € um modelo adequado para a recapitulacdo de doengas oculares e
visuais, pois possibilita a sub localizagdo do processo lesivo a partir da visualizagao
do olho e suas estruturas através da larva transparente. Desta forma, podem ser
compreendidos a patogénese de infecgdes oculares, doengas autoimunes,
mecanismos imunolégicos celulares e moleculares subjacentes. A triagem baseada
em fendtipos, incluindo a avaliagdo do padrdo de repertério comportamental de
larvas de peixe-zebra, tem sido usada para avaliar circuitos neurovisuais, permitindo
a triagem simultdnea de muitas novas moléculas, reposicionamento de farmacos,
incluindo medicamentos ja aprovados, bem como explorar terapias alternativas
(ROSA et al., 2023).
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5.5.3. Doencas infecciosas

O peixe-zebra também pode ser utilizado como modelo de patogenicidade e
pesquisa de farmacos para doengas infecciosas (LOGAN et al., 2018; VAN
LEEUWEN et al., 2014; WILES et al., 2016). As doengas infecciosas sao doengas
causadas por microrganismos  patogénicos (como  bactérias,  virus,
protozarios/helmintos e fungos) que entram no corpo, se multiplicam e causam uma
infecgdo. Podendo ser transmitida de maneira direta ou indireta. Sendo que,
algumas doencas infecciosas sao contagiosas e/ou transmissiveis. E outras doencgas
infecciosas podem ser transmitidas por germes transportados pelo ar, agua,
alimentos ou solo. Eles também podem ser transmitidos por vetores (como picadas
de insetos) ou por animais para humanos (Centers for Disease Control and

Prevention , National Center for Emerging and Zoonotic Infectious Diseases, 2023).

O peixe zebra € um organismo modelo capaz de estudar as interacdes
patogenos-hospedeiro. Com isto pesquisadores vém utilizando este modelo na
resposta imune inata (VIANA et al., 2023), nas interagbes do microbioma (LOGAN et
al., 2018), na infeccédo por Mycobacterium marinum (meningite tuberculosa) (VAN
LEEUWEN et al., 2014), microbiota intestinal (WILES et al., 2016), entre outros.

No estudo realizado por Viana et al. (2023), verificou-se os mecanismos de
patogenicidade da bactéria Legionella pneumophila durante a infeccdo no
peixe-zebra. A Legionella pneumophila, € uma bactéria intracelular facultativa Gram
negativa, que habita fontes naturais de agua doce, e possui uma ampla gama de
hospedeiros como: Amoebozoa (amebas), Percolozoa (escavados) e Ciliophora
(protozoarios ciliados). Sendo capaz de infectar humanos e causar pneumonia
grave. O modelo peixe-zebra foi utilizado para examinar a resposta imune inata,
através de micro injetamento das bactérias na corrente sanguinea. O monitoramento
de Legionella pneumophila (cepa Paris) foi realizado a partir dos niveis de expresséo
da proteina GFP ou do mutante isogénico deficiente do sistema de secregéo tipo IV
(T4SS) expressando a proteina GFP, em larvas de peixe-zebra, por contagem de
pixels fluorescentes em larvas injetadas vivas. Como resultado, quando expostos a
bactérias L. pneumophila em baixa e em alta concentragao, o peixe-zebra controlou
progressivamente as bactérias no periodo de 24 horas apds a infecgao (hpi, do

inglés ‘hypothalamo—pituitary—interrenal’). Em alta concentracdo de 72 hpi,
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apresentou um aumento na quantidade de bactérias e algumas larvas de
peixe-zebra ndo eliminaram as bactérias, consequentemente L. pneumophila causa
a morte de larvas de peixe-zebra de maneira dependente da dose. Nesta infeccgao,
os macréfagos sédo a primeira linha de defesa e contribuem com os neutréfilos para
eliminar a infecgdo. Os genes de citocinas pré-inflamatérias interleucina 13 e o fator
de necrose tumoral alfa foram regulados positivamente durante a infecgao. Todas as
larvas injetadas com mutante isogénico deficiente de T4SS HD sobreviveram
durante todo o tempo de observagao, apontando que o T4SS é de extrema
importancia para a replicacdo em larvas de peixe-zebra, assim como em outros

modelos de infeccdo e em humanos (VIANA et al.,2023).
5.5.4. Estresse oxidativo e inflamacgao

Outros estudos avaliaram o estresse oxidativo no modelo peixe-zebra. O
estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre a produgdo e o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) nas células e tecidos (PIZZINO et al., 2017;
NUNES et al., 2018) € um mecanismo subjacente a uma série de processos de
toxicidade (LUNGU-MITEA et al., 2018, Nl et al., 2020).

As ERO exercem muitas fungdes fisioldgicas, como a sinalizagdo celular
sendo geralmente um subproduto do metabolismo do oxigénio, incluindo radicais
superoxidos, radicais hidroxila e peréxidos de hidrogénio (NI et al., 2020; PIZZINO et
al., 2017), contribuem com o desenvolvimento do sistema nervoso, da diferenciagao
e formacéo do nervo, do desenvolvimento do pulmao e do tecido vascular (NI et al.,
2020). O o6xido nitrico (NO) é o radical livre mais conhecido como molécula
sinalizadora da inflamagédo e substancia microbicida (PIZZINO et al., 2017). Isto

posto, tanto o NO quanto as EROs sao mediadores quimicos para a inflamacgao.

A inflamacdo normalmente € uma resposta protetora a varios estimulos
nocivos que contribui para a recuperagcdo do dano tecidual, ou seja, demonstra
respostas imunes importantes. Essas respostas imunes sdo mediadas
principalmente pela regulagdo positiva das vias de sinalizagdo do fator nuclear
kappa-B (NF-kB) e da proteina quinase ativada por mitdégeno e a posterior secre¢cao

de mediadores pré-inflamatérios, incluindo NO, EROs, interleucina-6 (IL-6), IL-1p e
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fator de necrose tumoral-a (TNF-a), para manter a homeostase (KUANG et al.,
2022).

O estresse oxidativo causa modificagdes contra a estrutura do DNA, como
ligacbes cruzadas de DNA-proteina, quebras de cadeia e locais livres de bases.
Como exemplo, a inflamagao cronica é fonte de danos oxidativos ao DNA. Além
disso, o estresse oxidativo pode ser responsavel pelo aparecimento e/ou progressao
de varias doencas, como cancer, diabetes, disturbios metabdlicos, aterosclerose e
doengas cardiovasculares (PIZZINO et al., 2017). Os fatores ambientais como
poluentes, tabagismo e xenobidticos podem aumentar a produgdo de ERO, levando
a um desequilibrio que posteriormente causa dano celular e tecidual, ou seja, o
estresse oxidativo, afetando a viabilidade celular (PIZZINO et al., 2017; NUNES et
al., 2018).

As células estabelecem um sistema de defesa antioxidante, composto
principalmente por componentes enzimaticos, como superoxido dismutase, catalase
e glutationa peroxidase, visando se proteger do dano celular estimulado por EROS
(PARK et al., 2023; PIZZINO et al.,, 2017). Os peixes-zebras possuem defesas
antioxidantes eficientes, compostas por diferentes enzimas antioxidantes como a
catalase, glutationa S-transferase, os tidis nao protéicos e acido ascérbico (NUNES
et al., 2018).

Como exemplo, o estresse oxidativo em tuberculose foi um estudo feito por Ni
et al. (2020), que avaliou os efeitos cardiolégicos do farmaco isoniazida em embrides
de peixe-zebra. A isoniazida € um farmaco anti-tuberculose, que atua inibindo o
crescimento e a reprodugcado do bacilo da tuberculose pela produgdo de ERO e
espécies reativas de nitrogénio. Neste estudo, o estresse oxidativo foi induzido pela
isoniazida nos cardiomiocitos de embrides de peixe-zebra, avaliando as enzimas
superoxido dismutase e catalase e o nivel de malondialdeido, outro marcador de
estresse oxidativo. Tendo como resultado a isoniazida causou malformacéao cardiaca
congénita e a indugéo do estresse oxidativo depende da concentragdo de ERO. Em
altas concentragcdes de ERO levou a diminuicdo das atividades da catalase e da
superoxido dismutase, ou seja danos oxidativos, induzindo assim o estresse
oxidativo e apoptose de cardiomiocitos durante o desenvolvimento do coragéo, a

desregulagcdo mitocondrial nas células, o que causa a oxidagao de lipidios, proteinas
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e acidos nucléicos e destréi suas fungdes bioldgicas em embrides de peixe-zebra. O
alivio do estresse oxidativo pode proteger o desenvolvimento cardiaco sob a
exposicdo a isoniazida. As ERO sao moléculas sinalizadoras importantes no

processo de desenvolvimento embrionario.

Outros estudos do estresse oxidativo usando linhagens celulares de
peixe-zebra concordam com os resultados de Ni et al. (2020), o aumento de ERO
levou a danos oxidativos (AHMED et al., 2023; PARK et al., 2023), a diminuigao da
atividade da catalase e da superoxido dismutase (PARK et al., 2023), a apoptose
(PARK et al., 2023), e as enzimas superoxido dismutase e catalase auxiliam para

prevenir os danos oxidativos (AHMED et al., 2023).

Além disso, os efeitos oxidativos causado pela exposicdo a pesticidas vem
sendo bem explorado, devido a presenca de misturas de pesticidas nos ambientes
(LUNGU-MITEA et al., 2018; NUNES et al., 2018; CHAULET et al., 2019; AHMED et
al., 2023; PARK et al., 2023; MARTINS et al., 2023) sendo assim uma questao de

saude publica.

No que tange a inflamagao, o peixe-zebra é capaz de esclarecer as interagdes
entre o sistema imunolégico, o sistema nervoso e a microbiota. Devido
principalmente a transparéncia Optica dos embrides e larvas do peixe-zebra, os
estagios de desenvolvimento podem ser destacados com fluorescéncia que marca
as células de interesse, facilitando a visualizagdo das intera¢gées imunoldgicas,
neurais e da microbiota em um vertebrado vivo intacto em tempo real, durante o

desenvolvimento e em resposta a infec¢ao ou leséo (LEVRAUD et al., 2022).

O cérebro do peixe-zebra inicia a proliferagdo de neurbnios substitutos. Ao
incitar a inflamagdo sem dano neuronal, as células gliais radiais podem ser levadas
a neurogénese (KYRITSIS et al., 2012). Sendo capaz de regular positivamente os
genes induziveis por interferon gama (IFN-y) e pela via de sinalizagdo dos fatores
transcricionais JAK-STAT (JAK= Janus quinase; STAT= fator ativador de transcri¢ao
e traducgdo). . Além disso, o peixe-zebra tém a capacidade de regenerar células
neurais e, portanto, € um modelo valioso para entender como a regeneragao neural
pode ocorrer na esperanga de traduzir esse conhecimento em terapéuticas futuras

para tratar lesdes traumaticas do cérebro e da medula espinhal e disturbios
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neurodegenerativos. Um exemplo é o peixe-zebra adulto apdés uma lesao cerebral,
na qual os leucécitos migram para os locais em ha lesdo, e as citocinas
pré-inflamatérias (TNFa, IL1B e IL-8) sdo expressas, sendo a propria inflamagao que

aumenta a proliferagéo de células neuroprogenitoras (KYRITSIS et al., 2012).

Além disso, estudos tém investigado a atividade anti-inflamatéria de
compostos naturais. Como exemplo, o estudo feito por Kuang et al. (2022), analisou
a fusaproliferina e seus analogos isolados de Fusarium proliferatum. Utilizaram
embrides de peixe-zebra induzidos por lipopolissacarideos para avaliar as
propriedades anti-inflamatdrias, através dos mediadores quimicos da inflamagdo NO
e EROs. Tendo um resultado dose-dependente para a fusaproliferina, que foi capaz
de inibir a geragdo de NO e o acumulo de EROs em embrides de peixe-zebra

induzidos por lipopolissacarideos (KUANG et al., 2022).

Isto posto, outros estudos também investigaram compostos organicos como o
esqualeno que diminuiu a intensidade de fluorescéncia das EROs, apresentando um
efeito anti-inflamatério em modelo de peixe-zebra. E foi capaz de exercer um efeito
antioxidante in vivo (ZHANG et al.,, 2023). A cisteamina foi capaz de regular
positivamente indicadores de estresse oxidativo, como as EROs, superéxido
dismutase e malondialdeido (CHEN et al., 2023). Além disso, o0 peixe-zebra também
€ usado para triagem de drogas, sendo capaz de revelar moduladores relacionados
a inflamagao (OPRISOREANU et al., 2023).

Sendo assim, devido as suas caracteristicas, o peixe-zebra € um modelo
poderoso para explorar a profundidade e a complexidade das interacbes entre o
sistema nervoso, o sistema imunolégico e a microbiota que s&o importantes para
manter a saude do organismo em um vertebrado vivo , assim como, a importancia
do estresse oxidativo (LEVRAUD et al., 2022).

Outras aplicagdes deste modelo podem ser encontradas na literatura e podem

ser melhor abordadas em outro estudo.
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6 CONCLUSAO

Nesta revisao, foi observado que nos ultimos anos, um modelo de peixe-zebra
embrionario fornece flexibilidade na avaliacdo de toxicidade de substancias. Trata-se
de um dos peixes de agua doce mais utilizados como modelo ecotoxicologico para
estudo dos perfis de toxicidade induzida por nanomateriais e possui importantes
fungdes ecologicas em seus ambientes naturais. Ainda, € amplamente utilizado
como modelo de vertebrado para estudos de toxicologia, incluindo os efeitos de
drogas e poluentes ambientais, incluindo microplasticos. A estratégia de usar
modelos de xenoenxertos derivados de pacientes em peixe-zebra aprimorados pode
ser empregada para acelerar a tomada de decisdo de medicamentos
personalizados. Além da pesquisa de farmacos e imunobiolégicos, em relagdo a
patogenicidade, a criagao de peixe-zebra mutantes reproduzem doengas humanas,
incluindo cancer, diabetes ou obesidade, doengas neuroldgicas e neuropsiquiatricas
e patologias cardiacas. Sendo um excelente modelo para compreensao de doengas

e seus mecanismos patogénicos.
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