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RESUMO

O Danio rerio (zebrafish, paulistinha) € um pequeno peixe de agua-doce, que vem sendo utilizado como modelo de animal
para o estudo de numerosas doengas humanas. A sua facilidade de manutengao e reprodugdo e os métodos laboratoriais
para sua criagdo ja estdo bem estabelecidos. Sua manutengao requer alguns cuidados basicos e a compra de equipamen-
tos especificos, porém estes sdo de baixo custo. Este peixe & considerado um bom modelo para o estudo de doengas hu-
manas, pode servir como uma relevante plataforma para estudo de eventos moleculares, estratégias terapéuticas e avalia-
¢do dos mecanismos fisioldgicos de algumas patologias. O Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia
(LEHG), do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, iniciou em 2008 estudos na area da Hepatologia
com o Zebrafish, aqui apresentados.
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ABSTRACT

Danio rerio (zebrafish, paulistinha) is a freshwater small fish that has been used as an animal model for studies of several
human diseases. lts characteristics of being easily bred and reproduced and its laboratory housing methods are well
established. It requires some basic care and the acquisition of specific low-cost equipment. Since this fish has already been
considered a good human disease model, it may serve as a powerful preclinical platform for the study of molecular events,
therapeutic strategies, and for evaluating the physiological mechanisms of some pathologies. The Laboratory of
Experimental Hepatology and Gastroenterology (LEHG) of the Research Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
initiated studies with the zebrafish in 2008, presented here.
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O Danio rerio (Hamilton, 1822) conhecido
popularmente como zebrafish ou paulistinha
(figura 1), pertence a familia Cyprinidae e é um
pequeno peixe teledsteo (3 — 4 cm) de agua-
doce, que vem sendo utilizado como animal de
experimentagdo para o estudo de numerosas
doengas humanas. O seu manejo, a facilidade
de reproducdo e de manutengao, e os métodos
laboratoriais para sua criagao ja estdo bem es-
tabelecidos (1). Em geral, os peixes utilizados
em pesquisa laboratorial sdo de pequeno porte,
de forma que se pode montar um vivario em
espacos reduzidos. Além disto, os animais po-
dem ser mantidos em grupos relativamente
grandes por aquario. Sua manutencao requer
alguns cuidados basicos e a compra de equi-
pamentos especificos, porém estes sdo de bai-
xo custo quando comparados com os exigidos
por animais experimentais mais tradicionais,
como roedores. Os peixes consomem, propor-
cionalmente, menos ragdo que mamiferos, o
que reduz os gastos com alimentacao (2).

Figura 1 - Danio rerio (zebrafish ou paulistinha)

Um grande interesse na pesquisa com o
zebrafish € o seu uso para determinagido das
mutacgdes e identificagdo de genes funcional-
mente importantes. Por isso, uma das suas
principais vantagens apdia-se no fato de seu
genoma haver sido inteiramente sequenciado e
de possuir homologos em mamiferos (2). Ins-
trumentos para a sua manipulagéo genética ja
estdo disponiveis e oferecem um grande leque
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de possibilidades para a pesquisa dos fenétipos
produzidos por determinadas mutagdes. Podem
ser observadas mutagbes causadas por agen-
tes quimicos especificos (3), poluentes (4), virus
(5) e células cancerigenas (6). No momento,
existe significativa documentagéo cientifica das
mutagbes que ja foram observadas (7,8). A
pesquisa utilizando tais mutantes tem sido foca-
da nos aspectos de desenvolvimento embriona-
rio, pois o embrido e a larva sdo transparentes,
0 que permite um detalhamento anatémico apu-
rado. Além da analise de fendtipos mutantes,
estuda-se o silenciamento genético pelo uso de
RNA de interferéncia (RNAi), denominado “mor-
folino” no caso do zebrafish, por meio do qual
sdo produzidas alteragdes fenotipicas por alte-
racao dos mecanismos de transcrigdo génica
(9).

Nas areas da Hepatologia e da Gastroen-
terologia, a possibilidade de visualizagao dos
processos da embriogénese pode proporcionar
a determinacdo de uma variedade de defeitos
nas fun¢des dos sistemas gastrintestinal e he-
patobiliar. Foram identificadas mutagées causa-
das por agentes hepatotoxicos (10,11) e deter-
minada a expressao genética de diversas prote-
inas no figado (12).

O Laboratério Experimental de Hepatologia
e Gastroenterologia (LEHG), do Centro de Pes-
quisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
iniciou estudos na area da Hepatologia com o
zebrafish. A aplicacdo de farmacos e substan-
cias toxicas, o silenciamento de genes e a ob-
servacgao do desenvolvimento embrionério sob a
acao de diferentes métodos abrem um campo
de pesquisa inestimavel na utilizagdo deste
modelo experimental em nosso laboratorio.

METODO DE CRIAGAO

Utilizamos o método previamente descrito
por Westerfield (1) na implementagéo do criaté-
rio dos peixes. Os peixes adultos séo criados
em aquarios de 50 litros, com ciclo de luz de 14
horas e alimentados com ragédo especifica, 2
vezes ao dia. O ciclo claro-escuro é garantido
por temporizadores que ligam e desligam auto-
maticamente as luzes dos aquarios. No fundo
de um dos aquarios, deposita-se uma bandeja
com bolas de vidro para coleta dos ovos produ-
zidos e nesta mesma bandeja sao fixadas plan-
tas artificiais indispensaveis para o acasalamen-
to dos animais e desova. O objetivo das bolas
de vidro & impedir que os peixes se alimentem
dos ovos fecundados. A temperatura ideal para
os peixes, entre 26°C e 28°C, é mantida por
termostato.

A limpeza do aquario é realizada por meio
da troca quinzenal de 1/3 do total da agua do
aquario. As paredes sao higienizadas, conforme
necessidade, com esponja. Juntamente com a
limpeza é realizada a manutengado do ambiente

aquatico com dosagens dos parametros de
controle: pH e presenga de nitritos, amoénia e
oxigénio dissolvidos.

Os peixes sao adquiridos em lojas de
aquarismo de Porto Alegre e passam por um
periodo de quarentena ao chegarem em nosso
laboratério de criagao, localizado na Unidade de
Experimentagdo Animal do Centro de Pesquisa
Experimental do HCPA. A quarentena tem como
objetivo identificar peixes doentes ou contami-
nados por fungos ou parasitos e descarta-los.
Cerca de duas semanas antes dos peixes se-
rem definitivamente alocados nos aquarios do
laboratorio sédo realizados os preparos do ambi-
ente ideal para criagdo dos peixes: a agua do
aquario deve ser declorada, pois o cloro provo-
ca a morte dos peixes, e constantemente aera-
da a fim de permitir as trocas gasosas (figura 2).

Figura 2 - Foto do aquario no laboratério dentro da UEA
(Unidade de Experimentagédo Animal).

O sistema de filtragem é composto por trés
tipos de filtro: biolégico, para o crescimento da
microbiota propria do aquario; quimico, com
carvao ativado para a retirada das toxinas; e
mecanico, para retirar restos de ragdo e produ-
tos excretados pelos animais. O carvao ativado
€ mensalmente trocado, a fim de manter a agua
sempre purificada. Para manutengcdo de um
ambiente ideal para a criagcdo dos peixes, al-
guns cuidados devem ser tomados e a constan-
cia do pH adequado da agua é um deles. Neste
caso, o ideal é 6,8. Quando ha um desequilibrio
do pH, a correcéo é realizada com agentes para
alcalinizar ou acidificar a agua até a obtengao
do nivel adequado. Todos os parametros para a
manutengao de um ambiente adequado para os
peixes do laboratério sdo periodicamente verifi-
cados (Quadro 1).

Quadro 1 - Recomendagdes para a manutencéo do
ambiente aquatico para o Zebrafish.

Parametro Recomendado
Densidade do estoque | < 7 peixes/|
lluminagao 12 — 14 h/dia
Temperatura 26-28 °C
pH 6,8-75
Alcalinidade 50 — 100 mg/l de CaCos
Ambnia < 0,02 mgl/l
Nitrito < 0,1 mgl/l
Oxigénio dissolvido 6,0 mg/l - saturagao
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ESTUDOS EM DESENVOLVIMENTO
COM O ZEBRAFISH NO LEHG

Estudo anatémico

Os estudos que serviram como base teori-
ca para o estudo anatdmico do zebrafish no
LEHG foram os de Bryson-Richardson e de
Sprague (13,14). A fim de estudarmos a anato-
mia e criarmos um banco de imagens, peixes
adultos foram individualmente emblocados em
parafina, segundo técnica previamente descrita
(15), para cortes seriados. Os cortes foram de 5
pm, distando 95 pm entre si, incluindo cada
peixe em sua dimensao completa. As amostras
foram coradas com hematoxilina e eosina e as
laminas foram elaboradas sob a supervisdao de
um patologista do Laboratério de Patologia do
Centro de Pesquisas do HCPA.

O estudo anatdbmico visou: a) identificar as
estruturas hepatobiliares, localizando-as, do
ponto de vista macroscdpico, no peixe adulto; b)
caracterizar, do ponto de vista microscépico, as
diferentes estruturas hepatobiliares; c¢) monta-
gem da biblioteca de imagens da estrutura do
zebrafish.

Montagem da biblioteca de imagens do
Zebrafish

As imagens dos cortes sagitais, expostas
em lupa no aumento de 32x, foram inicialmente
capturadas com camera digital (Sony, DSC-
S650), visando obter uma imagem completa de
cada corte para a avaliagdo das inter-relagdes
anatdmicas (figura 3). A seguir foram captura-
das imagens das estruturas hepatobiliares des-
tes cortes no microscopio Optico (Olimpus
BX51), em aumento de 200X, utilizando o pro-
grama ImagePro Express, em formato TIFF (tag
image format). Imagens dos cortes transversais
foram capturadas e gravadas a partir do micros-
copio segundo este ultimo método (figura 4).

Figura 3 - Foto macroscépica do figado do Zebrafish

Figura 4 - Imagem microscopica mostrando os hepatdcitos
(corados com hematoxilina-eosina) do Zebrafish

Indugéao de esteatose hepatica por adminis-
tragdo intraperitonial de tioacetamida

Este estudo, em andamento, foi aprovado
no Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagado sob o
numero 08-677 com suporte do FIPE/HCPA e
tem como objetivos: a) reproduzir o modelo de
esteatose hepatica em zebrafish utilizando tioa-
cetamida, b) determinar o tempo de administra-
¢ao da droga necessario para o desenvolvimen-
to completo da doencga e c) caracterizar a estea-
tose hepatica utilizando marcadores histoquimi-
cos e moleculares especificos.

Estudo morfométrico e histologico dos figa-
dos de Zebrafish expostos cronicamente ao
alcool

Este estudo esta sendo desenvolvido em
conjunto com pesquisadores (Diogo Souza,
Renato Dutra Dias, Denis Brook Rosemberg,
Carla Denise Bonan, Mauricio Reis Bogo e
Eduardo Pacheco Rico) do Laboratério de Neu-
roquimica e Psicofarmacologia da Pontificia
Universidade Catdlica (PUC-RS) e Instituto de
Bioquimica (UFRGS). Estes pesquisadores tém
larga experiéncia com o zebrafish (16,17) e
conduzem experimentos com alcool a fim de
observar seus efeitos deletérios no cérebro (18,
19). O objetivo de nossa parceria é determinar a
ocorréncia de doenga hepatica nos peixes cro-
nicamente expostos ao alcool.

CONCLUSAO

Em resumo, a pesquisa utilizando o zebra-
fish como modelo animal tem como principais
vantagens o baixo custo e facilidade de manu-
tengcdo, além disso, o seu tamanho facilita o
manejo em pequenos espagos. Com novas
tecnologias sendo desenvolvidas, o estudo com
este peixe pode melhorar significativamente a
compreensao do desenvolvimento de patologias
e proporcionar estratégias para tratamento das
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mesmas. Neste sentido, a implantagdo deste
modelo no Centro de Pesquisa Experimental do
HCPA torna esta instituicdo apta a contribuir
com o0 avango do conhecimento nesta area e
oferece uma nova alternativa nos estudos em
modelos animais.
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