UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Curso de Graduacao em Farmacia-Bioquimica

O uso de Zebrafish (Danio rerio) como modelo na area da Farmacologia:

panorama atual e perspectivas

Marcelli Terumi Miyagi

Trabalho de Conclusao do Curso de
Farmacia-Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao Paulo.

Orientador:

Prof. Dr. Niels Olsen Saraiva Camara

Sao Paulo

2019



Agradecimentos

Dedico este trabalho e agradeco a minha familia, minha méae Teresa e pai
Nobumasa, que sempre me incentivaram e se sacrificaram para que eu pudesse
me aplicar ao maximo aos estudos. Também agradeco ao meu irmédo Marcelo e
aos meus padrinhos Midori e Sakae por todo o incentivo e confianca.

A todos do Laboratério de Imunobiologia de Transplantes, principalmente ao
Professor Niels e Angela pelo apoio e confianca e, é claro, a Marcela, Fernanda e
Mari pela camaradagem, ajudas com os milhées de PCR e as milhdes de caixas
do biotério.

Agradeco a minha familia de intercambio Thais, Vitor, Matheus, Ana Helena e
Sérgio pelos 6timos momentos divididos na Irlanda.

Obrigada a todos da equipe de Controle de Qualidade da Boehringer Ingelheim
com quem trabalhei, em especial ao André, Agnes, Luciano e Biazinha, por serem
os melhores companheiros que eu poderia ter. E também a Mayara, Renata,
Karen, Camila, Ricardo, Tais, Thais, Barbara, Marina e Talisson por serem o0s
melhores mentores que eu poderia pedir.

Agradeco também aos meus velhos amigos da época do Técnico, Amanda,
Bruno, Natalia e Zé por toda a companhia durante todos esses anos. Muito
obrigada também para as meninas do Universitario Mayara, Lais e Marcela.
Obrigada pelas horas de estudos na salinha do plantdo e principalmente pelas
risadas e amizade que sO teve a crescer com o tempo.

Agradeco também a Fernanda, a Nalda, por tantos anos de amizade e papos-
cabeca.

E aos meus amigos queridos do 012N, aos tagarelas Diane, Ju, Guti, Kaori e
Mayara gue estiveram comigo desde o primeiro semestre de faculdade. Ao Tarik
pela companhia nos estudos e caronas e a Déborah, Nati, Maju, Carolzinha e
Zuzu pela forga durante esses anos todos.

Agradeco a todos, sem a companhia de vocés nada seria possivel.



SUMARIO

Agradecimentos

Lista de Abreviaturas

RESUMO

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

3. METODOS

4. REVISAO DE LITERATURA

5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

7. BIBLIOGRAFIA

8. ANEXOS

Pag.

15

15

16

34

37

37

53



ANVISA

FDA

3R

CRISPR

Cas-9

PD

PK

ADME

TUNEL

MTT

MPTP

LISTA DE ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Do inglés, Food and Drug Administration

Reducéo, Refinamento e Substituicao

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR-associated protein - 9

Do inglés, Pharmacodynamics (Farmacodinamica)

Do inglés, Pharmacokinectics (Farmacocinética)

Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecao

Do inglés, Terminal deoxynucleodityl transferase dUTP nick end
labeling

Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio]

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine



RESUMO
MIYAGI, MT. O uso de Zebrafish (Danio rerio) como modelo farmacoldgico:
panorama atual e perspectivas. 2019. Trabalho de Conclusédo de Curso de Farméacia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Palavras-chave: Zebrafish, farmacologia, modelo

INTRODUCAO: O uso de Zebrafish como modelo para estudos de desenvolvimento de
novos farmacos, ensaios farmacoldgicos e toxicolégicos esta se tornando popular por
sua manutencdo simples e de baixo custo, facilidade de manipulacdo genética,
facilidade na administracdo de farmacos, pela alta taxa de fecundidade e curto ciclo
reprodutivo quando comparado a modelos vertebrados mais tradicionais. Além disso, o
peixe possui caracteristicas anatomorfofisiologicas que se tornam ferramentas
interessantes para o pesquisador: a transparéncia e o desenvolvimento extra-uterino,
gue possibilitam a visualizac&o in vivo de marcacgdes celulares e proteicas. A seguinte
revisdo visa explorar o cenario atual do modelo expondo suas vantagens e sua
relevancia em estudos farmacolégicos, toxicolégicos e de desenvolvimento de novos
farmacos, assim como projetar suas futuras aplicacées. OBJETIVO: Explorar o cenario
atual do uso de zebrafish como modelo, analisar a relevancia e as limitacbes deste
modelo aplicado a estudos em farmacologia e toxicologia e discutir suas aplicacfes
futuras. MATERIAIS E METODOS: Revisdo da literatura do periodo de 2008 a 2018,
através da consulta ao banco de dados ZFIN e a periédicos e revistas cientificas. Os
artigos foram selecionados através da busca em bancos de dados como
Medline/PubMed, SciELO. RESULTADOS: O zebrafish como modelo animal na grande
area da farmacologia esta em ascensdo acompanhado do desenvolvimento da biologia
molecular. As caracteristicas do embrido e da larva como a transparéncia e o tamanho
reduzido se mostraram um grande atrativo para o0s pesquisadores. Os diversos
modelos, agora possiveis pela engenharia genética, podem fazer uma ponte entre os
modelos mais simples como os invertebrados e culturas celulares e os modelos mais
complexos como roedores CONCLUSAO: O zebrafish possui um grande territorio em
qgue pode atuar e pode ajudar a otimizar a selecdo de novos farmacos e assim
reduzindo tempo e custo na pesquisa. No entanto ainda ha a necessidade de maiores
estudos e validacdes de métodos, por se tratar de um animal de outra classe
taxondmica, podendo apresentar diferengas fisiologicas, anatdmicas, metabdlicas e
mecanisticas em relagdo aos humanos.



1. INTRODUCAO

O uso de animais em estudos experimentais para modelar doencas humanas se
baseia no entendimento de que alguns processos biolégicos sdo suficientemente
conservados a ponto de permitir a extrapolacdo para humanos. Neste contexto, 0 uso
de roedores tem sido prolifico desde o comeco do século XX, com o desenvolvimento
da primeira linhagem padrao de ratos (Rattus norvegicus), o Wistar (FRANCO, 2013). O
sequenciamento do genoma completo do camundongo (Mus musculus) impulsionou
ainda mais o0 seu uso, chegando a totalizar cerca de 80% dos animais de laboratorio
utilizados em pesquisas cientificas na Europa em 2011, seguidos dos animais de
sangue frio que representaram apenas 12,4% (COMISSAO EUROPEIA, 2013).

A grande é&rea da Farmacologia e o desenvolvimento de farmacos ainda séo
extremamente dependentes do uso de modelos animais, em maior parte dos roedores,
para os estagios de triagem de compostos e estudos pré-clinicos. No entanto, o uso de
zebrafish (Dario rerio) como modelo para estudos de desenvolvimento de novos
farmacos, ensaios farmacoldgicos e toxicolégicos esta se tornando popular por sua
manutencdo simples de baixo custo quando comparado a modelos vertebrados mais
tradicionais. Além disso, 0 peixe possui caracteristicas anatomorfofisiolégicas que se
tornam ferramentas interessantes para o pesquisador. Analisando também pelo ponto
de vista dos “3R” em pesquisa (reducdo, refinamento e substituicdo), o seu uso €&
bastante positivo visto que possui um menor grau de senescéncia, comparado com 0s
roedores, e ainda assim apresenta alto grau de homologia com o genoma humano
(HOWE, 2013).

A racionalizacdo dos estudos em farmacologia e toxicologia, entdo, comeca a
fomentar a procura de novos modelos animais e a seguinte revisdo visa explorar o
cenario atual do uso do zebrafish para fins cientificos, com foco em doencas cronicas
nao transmissiveis, expondo suas vantagens e limitagbes e sua relevancia na grande
area da Farmacologia, assim como analisar as perspectivas e projetar suas futuras

aplicacoes.



1.1 O Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish (Figura 1), conhecido comumente como “paulistinha” no Brasil, € um
peixe teledsteo da ordem dos Cypriniformes, natural do Sul da Asia (podendo ser
encontrado na india, Paquistdo, Bangladesh e Nepal) e descrito pela primeira vez por
Francis Buchanan-Hamilton em 1822 (PARICHY, 2015).

E um peixe de aguas rasas e calmas (ARUNACHALAM et al, 2013), podendo viver
em riachos e lagoas, além de ja terem sido observados em pocas artificiais como
arrozais ou esgotos (ARUNACHALAM et al, 2013; PARICHY, 2015).

Possui pequenas dimensfes, medindo de 4 a 5 centimetros na sua vida adulta,
quando desenvolve pigmentacdo em um padrao de listras horizontais, alternantes
claras e escuras, padrédo este que lembra as listras de uma zebra, caracteristica da qual
rendeu o nome popular de zebrafish ao peixe (Figura 1) (SIMONETTI et al, 2015).

Sua dieta é onivora e compreende desde detritos, areia e fitoplanctons a insetos e
aracnideos (WATSS et al, 2012). No entanto, no ambiente cientifico de cativeiro h4 uma
grande preocupacdo sobre a padronizacdo da dieta destes animais ja que foi
demonstrado que uma variacdo de niveis de acidos graxos insaturados na dieta pode
afetar a taxa de crescimento e fertilizagdo dos peixes (SICCARDI Il et al, 2009),

alertando para a possivel modulacéo de outros processos fisiolégicos pela dieta.

Figura 1: Zebrafish (Danio rerio) adulto. Adaptado de (QUIGLEY, 2004).

Comparado com os modelos murinos, ele apresenta grande volume e rapidez de
reproducdo. Uma fémea pode desovar cerca de 200 ovos a cada 2 ou 3 dias
(SIMONETTI et al, 2015), o que se torna uma caracteristica muito atrativas para os

pesquisadores, possibilitando a realizacdo de experimentos que demandem grandes



quantidades de individuos. Além disso, o desenvolvimento do embrido ocorre fora o
corpo da fémea, tornando conveniente o uso deste modelo no campo da Biologia do
Desenvolvimento.

O embrido do zebrafish possui a particularidade de ser transparente e seu padrao de
pigmentacdo adulta comeca a surgir em apenas cerca de duas semanas poOs-
fertilizacdo (QUIGLEY, 2004). A transparéncia do embrido e da larva, associada a
técnicas de biologia molecular, abre portas para uma série de protocolos experimentais
in vivo ndo-invasivas de marcacoes celulares e proteicas que ndo seriam possiveis em
camundongos e outros modelos experimentais. A visualizac&o in vivo de células com
marcacao fluorescente (Figura 2) ou alteracdes de morfologia intestinal sdo exemplos
que demonstram as diversas possibilidades de aproveitamento desta caracteristica.

Outra vantagem sobre os roedores € a sua facilidade de manutengcédo e diminuicédo
do tamanho do viveiro, se traduzindo em uma grande relevancia econémica. Na
Universidade de Boston, por exemplo, o custo didario de manutencdo de um
camundongo (Mus musculus) custa ao laboratoério cerca US$1,08 contra US$0,25 para
a manutencdo de um aquario de zebrafish (BOSTON UNIVERSITY,

<https://www.bu.edu/researchsupport/compliance/animal-care/housing/per-diem-

housing-rates/>, acesso em 2018).

Figura 2: Zebrafish GFP transgénico com inflamacao na notocorda ap6s injecdo com
LPS. As células verdes sdo neutrdfilos. Adaptado de (NGUYEN-CHI et al, 2014).

Em 2013, o genoma do Danio rerio (linhagem Tubingen como referéncia) foi
sequenciado por Howe, revelando uma homologia de aproximadamente 70% com o
genoma humano. Além disso, Howe e colaboradores também levantaram que 82% dos

genes humanos relacionados a doencas listados na base de dados Online Mendelian
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Inheritence in Man (OMIM), podem ser relacionados a pelo menos um gene ortdlogo no
zebrafish (HOWE et al, 2013).

O zebrafish possui um sistema imune inato que ja se mostra ativo no primeiro dia de
embriogénese (HERBOMEL,; THISSE, THISSE, 2001), no entanto, o desenvolvimento
do sistema imune adaptativo s6 se completa apds 4-6 semanas pos-fertilizacdo, com a
maturacado dos linfocitos T e B. (TREDE et al)

Muitas das células do sistema imune celular presentes nos mamiferos possuem
células correspondentes no zebrafish, incluindo macrofagos e neutréfilos com
mobilidade, capacidade fagocitica e capacidade de ativacdo de células B/T. O sistema
complemento é bem desenvolvido e as proteinas inflamatérias como TNF-q, IL-1, IL-8 e
NF-kB sdo bem conservadas entre humanos e o zebrafish (MEEKER & TREDE, 2008).

Por haver um espagamento temporal entre o desenvolvimento das respostas inatas e
adaptativas e a vantagem da transparéncia do embrido e seu desenvolvimento externo
neste intervalo de tempo, o uso do zebrafish para estudos in vivo tem sido bastante
crescente no estudo do campo da imunologia celular (NOVOA; FIGUERAS, 2011).

No entanto, os linfécitos B apresentam certa disparidade e apenas as classes de IgD
e IgM séo compartilhadas com os humanos (MEEKER & TREDE, 2008).

O zebrafish possui anatomia renal semelhante aos humanos, com presenca de
néfrons com glomérulos, tibulos proximais e distais e ductos coletores. Ha a presenca
de células hematopoiéticas nos intersticios e de células cromafins e interrenais
(correspondendo a medula e cortex adrenal humano) nos grandes vasos renais, com a
producado de corticosteroides e catecolaminas (MENKE et al, 2011). No entanto, por se
tratar de um animal aquatico, ressalta-se a falta da alca de Henle, estrutura responsavel
pela concentragéo da urina em vertebrados terrestres (JERMAN & SUN, 2017).

O trato intestinal consiste em um longo tubo sem distingdo anatdmica de estdmago,
intestino delgado e grosso, porém com diferencas na composicéo celular e morfologia
da mucosa. Possui células caliciformes e enterdcitos, porém ndo h&d presenca de
glandulas gastricas e consequentemente sua por¢ao intestinal anterior ndo possui pH
acido. A porcéao luminal anterior € a mais larga, se estreitando no sentido rostral-caudal
e seu epitélio ndo apresenta criptas, porém apresenta vilosidades que também
diminuem em tamanho neste sentido (MENKE et al, 2011; BRUGMAN, 2016).



O figado no zebrafish possui trés I6bulos contiguos e é localizado adjacente ao trato
gastrointestinal. Diferente dos humanos, ndo possui a triade portal aparente e os
hepatocitos possui um arranjo em tubulos. Apesar de néo ter sido identificada uma
célula correspondente as células de Kupffer, todas as outras células hepaticas
presentes em mamiferos foram descritas no peixe. Compartilha de varias das
atividades hepaticas dos mamiferos como a homeostase metabdlica, secrecéo de bile e
detoxificagdo e secrecdo de proteinas como proteinas do complemento, de fase aguda
e fatores de coagulacdo (MENKE et al, 2011; GOESSLING & SADLER, 2015).

Por se tratar de um modelo que esta se tornando popular na area de toxicologia, é
importante ressaltar a importancia do conhecimento sobre as enzimas metabdlicas e
seus correspondentes humanos. Dentre as enzimas do citocromo P450, as subfamilias
mais importantes para a metabolizacdo de xenobioticos sdo as CYP 1, 2, 3 e 4, sendo
as CYP3A as mais importantes isoformas no metabolismo de farmacos em humanos
(SAAD et al, 2016; RUBINSTEIN, 2006). No zebrafish em fase larval foi descrita uma
Unica isoforma da subfamilia CYP3A, a CYP3A65, que pode ser induzido por
rifampicina e dexametasona (TSENG et al, 2005). No total, 51 enzimas dentre as 86
identificadas se enquadram nas subfamilias CYP 1, 2 e 3 (SAAD et al, 2016).

A alianca da alta homologia com o genoma humano com a completa integracdo dos
sistemas no peixe (que garante um grande leque de fendtipos que podem ser
observados como dor, motilidade intestinal e tbnus vascular, por exemplo) permitiu
também a introducdo do zebrafish como um modelo de doencas humanas (MACRAE,
2015).

1.2. Modelos de doengas humanas
Modelo animal pode ser definido como um organismo nao-humano capaz de
descrever um fendmeno biolégico em comum com o organismo alvo (HAU, 2008).
Neste contexto, um modelo animal de doengas humanas envolve um organismo capaz
de portar patologias, naturais ou induzidas artificialmente, que possuem fenétipos em
comum e mecanismos de doenca permissiveis de extrapolacdo para as doencas
humanas (RAND, 2008). Dentre as espécies nao-humanas mais utilizadas destacam-se

os camundongos (Mus musculus) e ratos (Rattus norvegicus), vertebrados mamiferos,
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gue possuem relativa facilidade de manuseio e custos razoaveis de manutencédo. Nos
altimos 50 anos foi visualizado um aumento pronunciado no uso de camundongos em
detrimento ao uso de ratos, além de um crescimento importante do uso de zebrafish em
publica¢des indexadas no PubMed até o presente momento (Figura 4).

Hau classifica os modelos em Modelos Induzidos (Experimentais), espontaneos,
Geneticamente Modificados, Negativos e Orfaos (HAU, 2008).

Os modelos induzidos, também chamados de modelos experimentais, se utilizam de
animais sadios e sem modificacbes genéticas para a indugcédo experimental de alguma
condicdo de doenca por intervencdes de resultado ja conhecido, como por exemplo a
inducdo de diabetes mellitus por infeccdo com o virus da encefalomiocardite. (HAU,
2008)

Modelos espontaneos sao animais de linhagens de ocorréncia natural que
desenvolvem algum fenoétipo de doenca sem a necessidade de inducdo. Uma das
linhagens mais tradicionais € o camundongo nude, que possui uma mutacdo
espontanea (Foxnl™) que causa 0 crescimento anormal de pelos e um
desenvolvimento defeituoso (ou ausente) do epitélio timico. Os camundongos nude pelo
defeito na maturacdo de células T possuem uma resposta imune celular deficiente, o
gue os tornam suscetiveis a infeccbes, porém receptiveis a transplantes xenogénicos
por serem incapazes de montar uma resposta de rejeicdo ao enxerto (SANTOS, 2002).

Modelos negativos sdo animais que nédo desenvolvem a doenca estudada e,
portanto, sdo comumente utilizados para o estudo dos mecanismos de resisténcia
(RAND, 2008).

Ja os modelos 6rfédos sdo os animais que desenvolvem uma doenga que ndo possui
correspondéncia com doengas humanas. Caso descritas posteriormente em humanos,
0 modelo anteriormente 6rfao pode se tornar um modelo induzido de doenca (RAND,
2008; HAU, 2008).

Como ja mencionado anteriormente, uso de modelos animais na pesquisa cientifica
moderna aumentou significantemente desde o final do século XX com os avang¢os da
engenharia genética e biologia molecular. A possibilidade da utilizacdo de animais
transgénicos com a insercdo ou delecdo de genes de interesse faz dos modelos

geneticamente modificados o tipo de maior niumero em utilizacdo (HAU, 2008).
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Numero de publicacées por modelo por ano
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Figura 4: Numero de publicacbes indexadas no PubMed por modelo por ano. O
levantamento foi realizado pela procura de seus nomes comuns ou cientificos no titulo
do artigo, publicados desde 1968. (Pubmed, acesso em 18 de julho de 2018. Palavras-
chave e filtro de procura: (X OR ratus norvegicus[Title]) AND ("1968/01/01"[Date -
Publication] : "3000"[Date - Publication]); X sendo substituido por: zebrafish[Title] OR
danio rerio[Title]; mouse[Title] OR mice[Title] OR mus musculus[Title] e rat[Title] OR
rats[Title] OR ratus norvegicus|Title]).

Ao longo das ultimas décadas pesquisadores desenvolveram técnicas para a edi¢cao
genética de modelos animais como transferéncia génica, recombinagcdo homologa ou
mutagénese quimica. Essas técnicas permitem a criacdo de animais com knockin e
knockout (ablacdo) de genes. Destaca-se também a possibilidade de criacdo de
knockout condicionais pelo sistema Cre-Lox, atrativo devido as possiveis
consequéncias pleiotropicas do knockout total de um gene. Este tipo de modelo
possibilita observar a influéncia de um gene em uma célula especifica, por exemplo, ou
fazer a ablagdo do gene quando exposto a uma molécula exdgena (CHAIBLE et al,
2017).

Atualmente h& a crescente utilizagdo da nova técnica de edicdo gendmica CRISPR
acoplado ao sistema Cas9. A técnica permite a excisdao de um segmento de DNA por
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uma nuclease sitio-especifica guiada por RNA (Cas-9) e a ativacdo de mecanismos de
reparo resultando na perda de atividade do gene ou insercdo de sequéncias de DNA
por recombinacdo homodloga. A técnica pode ser utilizada em embrifes e pode ter
diversos alvos em um mesmo organismo, podendo ser utilizada para o estudo de
doencas complexas (ALBADRI et al, 2017).

Apesar de grande parte dos modelos atualmente dependerem de modelos
transgénicos e mutantes, ainda se faz uso de modelos por inducdo quimica ou por

exposicao do peixe a condi¢des causativas (Quadro 3).

1.3. O descobrimento e desenvolvimento de farmacos

O desenvolvimento de um novo farmaco envolve muitas etapas de pesquisa até o
seu langamento como principio ativo. Para o desenvolvimento de um composto lider,
diversas técnicas sao utilizadas para o descobrimento e desenvolvimento de uma
molécula de interesse farmacoldgico. Além das descobertas ao acaso, testes de
screening baseados em alvo e de screening por ensaios fenotipicos séo utilizados para
a selecao de moléculas que possam ter atividades farmacoldgicas.

O screening por ensaios fenotipicos foi a base da descoberta de novos farmacos por
muito tempo e consiste no screening de compostos em modelos celular ou animal de
doencas para identificar compostos que provoquem mudancas desejaveis no fendtipo
da doenca. Ap6s a observacdo da melhora do fenétipo, prossegue-se para a
identificacdo dos alvos moleculares do composto (CROSTON, 2017).

Para o0 screening in vivo, comumente se utiliza de modelos murinos, porém
atualmente ha a tendéncia de aumentar a utilizacdo de outros modelos de doenca para
o0 screening fenotipico, como por exemplo o zebrafish.

Apéds os avancos da biologia molecular e a grande evolucéo da genética e genémica
e, por fim, a possibilidade de sequenciamento do genoma humano e de outras
espécies, o panorama do descobrimento de farmacos desviou do tradicional screening
fenotipico para o screening baseado em alvos nas décadas de 80 e 90 (CROSTON,
2017).

O screening baseado em alvos consiste em ensaios com compostos, em geral

pequenas moléculas sintéticas ou ndo, com alvos moleculares biol6gicos conhecidos,
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podendo ser genéticos ou mecanisticos. Os resultados identificam quais compostos
interagem com o0 alvo e provocam algum efeito bioquimico desejado (AL-ALI, 2016;
CROSTON, 2017).

Estudos fundamentados no screening baseado em alvos, no entanto, andam
enfrentando grande dificuldade na validacdo e confirmac&o do alvo em questéo, ja que
esta abordagem nao leva em consideracdo a complexidade de células e sistemas.
Muitos candidatos a farmacos ndo prosseguem para os estudos clinicos ou falham
nesta etapa pela validacao incorreta do alvo (VASAIKAR et al, 2016; ZHENG et al,
2013).

A coincidéncia da queda no registro de novos compostos e a introducdo do screening
baseado em alvo em laboratérios de Pesquisa e Desenvolvimento pde em perspectiva
as limitacdes desta abordagem e, neste contexto, muitos pesquisadores estao voltando
a abordagem de screening por ensaio fenotipico, também conhecido como screening
baseado em sistemas (AL-ALI, 2016; SWINNEY & ANTHONY, 2011).

O screening por ensaio fenotipico se baseia em testes com compostos em um
sistema biolégico, podendo ser células ou modelos animais, para identificar a habilidade
da substancia de modular um fendtipo que seja relevante a doenca estudada, sem a
necessidade de se conhecer o mecanismo de acdo e os alvos do composto. (AL-ALI,
2016).

1.4. Estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos

A grande area da farmacologia envolve desde o desenvolvimento de novos farmacos
bem como os estudos de elucidacdo dos mecanismos de interacdo dos farmacos com o
corpo (e a consequente producéo de efeitos terapéuticos), além dos processos sofridos
pelo farmaco no corpo (estudos de farmacodindmica e farmacocinética,
respectivamente). (MEYER & SVENDSEN, 2003).

Parte dos estudos em farmacologia podem ser realizados em células, porém as
interacbes farmacolégicas sdo complexas demais e necessitam de um organismo
completo para a observacéo total dos resultados.

Os candidatos a farmacos, para avancarem para a etapa clinica, devem ser

aprovados quanto a sua seguranga e eficacia em modelos animais e, portanto, passam
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por estudos de caracterizacdo farmacodinamica (PD) e farmacocinética (PK) bem como
de toxicidade (LIMA & REZA, 2003).

Os parametros PK ajudam a caracterizar as dosagens e sua frequéncia em funcéo
da absorgéo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdao (ADME), que influenciam na
concentracdo plasmatica do farmaco. Ja os parametros PD ajudam a entender a
relacdo entre afinidade pelo alvo molecular, sua concentracdo no sitio de acdo com a
atividade farmacoldgica. Espera-se que durante esta etapa pré-clinica obtenha-se
informagdes para a definicAo de uma janela terapéutica para o composto estudado
(AMORE et al, 2010).

Os estudos de farmacodinamica podem ser divididos entre estudos de efeitos
primérios e efeitos secundérios (inclui-se farmacologia de seguranca) (MEYER &
SVENDSEN, 2003). Os estudos de efeitos primarios sdo modelos que demonstram o0s
efeitos/mecanismo de acdo e sua relacdo com o alvo terapéutico (ICH, 2000), fazendo
uso de modelos de doencas para a avaliacdo farmacodinamica (MEYER &
SVENDSEN, 2003). Ja os estudos de efeitos secundéarios sédo estudos que se utilizam
de animais/células saudaveis tratados com o farmaco em questdo para a avaliacdo de
efeitos/mecanismo de acdo nado relacionados com o alvo terapéutico desejado (ICH,
2000). Na farmacologia de seguranca se estuda a acdo e a capacidade do composto
estudado em alterar atividades e caracteristicas fisiologicas criticas, como funcao
cardiaca e respiratoria, por exemplo, e interaces farmacologicas, analisando, portanto,
0s possiveis efeitos adversos associados ao composto (ICH, 2000; MEYER &
SVENDSEN, 2003).

Os estudos de farmacocinética atualmente fazem uso de modelos in vitro associados
a utilizacdo de animais sadios para a caracterizacdo do perfil ADME.

Os modelos in vitro podem incluir a caracterizacdo fisico-quimica (solubilidade,
lipofilicidade), estudos de permeabilidade/absor¢cdo intestinal (como ensaio de
permeabilidade em membrana artificial paralela, ensaios de permeabilidade em
monocamada de células Caco-2) e metabolizacdo hepatica (por exemplo ensaios
enzimaticos CYP-dependentes) (ARMSTRONG et al, 2007; WAN, 2013).

Em toxicologia também se utiliza de uma associacdo entre os métodos in -vitro e in

vivo. Os testes necessarios para a avaliagdo de seguranca de compostos, segundo a
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ANVISA, sao: Estudos de toxicidade de dose uUnica (aguda), de toxicidade de doses
repetidas, de toxicidade reprodutiva, de genotoxicidade, de tolerancia local, de
carcinogenicidade e toxicinética (ANVISA, 2013).

Até o momento, poucos modelos utilizando o zebrafish foram desenvolvidos para o
estudo da farmacocinética de candidatos a farmacos. O pouco desenvolvimento nesta
area se da pela dificuldade da quantificacdo de compostos e seus metabolitos em
organismos tao pequenos.

Em 2016, Kantae e colegas desenvolveram um método de avaliagcdo farmacocinética
da absorcéo e clearance em embribes de zebrafish, utilizando o paracetamol e seus
metabdlitos como os exemplos na validacdo. O método consistiu na exposicdo de
embrides com 3 dias pos-fertilizacdo a uma concentracdo de paracetamol no meio e a
quantificacdo do ativo em diversos tempos de exposicdo através da analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. O mesmo foi realizado
com os embrides expostos ao paracetamol por 1 hora e transferidos a meios livres do
farmaco. Neste caso, foi analisada a concentracdo dos metabdlitos em diferentes
tempos de incubacéo.

Em outro estudo em 2017, Kulkarni e colaboradores estudaram a farmacocinética e a
penetracdo de dois farmacos, irinotecano e lorcaserina, no cérebro de zebrafish
adultos. Os compostos foram injetados por via oral ou intraperitoneal e coletas de
sangue e cérebro foram realizadas em diversos tempos apos injecao.

Os autores obtiveram resultados que correlacionaram os dados de farmacocinética
em zebrafish com mamiferos superiores, inclusive com humanos, sugerindo uma

possivel utilizacdo deste animal como modelo de avaliacdo de farmacocinética.

2. OBJETIVOS

Esta revisdo tem como objetivo explorar o cenario atual do uso do zebrafish (Danio
rerio) na grande area da Farmacologia, analisar a relevancia e as limitacdes destes

modelos e discutir suas aplica¢fes futuras.
3. METODOS

3.1. Critérios para selecéo de artigos
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3.1.1. Bases de dados

As buscas foram realizadas em quatro bases de dados
bibliograficas: PubMed (NCBI), SciELO, LILACS e ZFIN.

3.1.2. Limite de tempo

Foram selecionados artigos publicados dentro do periodo de 2008 a
2018.

3.1.3. Idiomas

Foram selecionados artigos em portugués, inglés e espanhol.

3.1.4. Termos livres
Para a pesquisa nas bases de dados os termos Zebrafish ou Danio rerio foram

combinados com as areas de utilizagdo do modelo em questdo, como explicitado no
quadro 2.

Quadro 1: Assuntos pesquisados nos bancos de dados
nacionais e internacionais através da combinacao de termos das
duas colunas

harmacology; toxicology; dru
Zebrafish OR P & 9 9

discovery; drug development; screening;

Danio rerio
model
4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Zebrafish como modelo de doenca em avaliagdo

farmacologica e toxicoldgica.
Assim como a utilizacdo do Zebrafish para screening de novos compostos é um
fenbmeno atual, o uso do peixe como modelo animal em pesquisa também teve um

crescimento acelerado na ultima década (Quadro 2). Grande parte das publicacdes sao
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relacionadas ao desenvolvimento do zebrafish como um modelo confiavel para a

experimentacdo em diversas areas.

Quadro 2: Numero de publicagbes indexadas na base de dados PubMed referentes
ao zebrafish como modelo de doenca e modelo animal em estudos relacionados a

farmacologia.

Numero
Total de | de artigos NUumero
Algoritmo de pesquisa artigos publicados | de artigos
indexados | a partir de | de revisédo
2008
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND model[Title] 1200 1044 243
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND disease model[Title] 3 3 0
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title]) . 5 5
AND pharmacology[Title]
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND pharmacological[Title] > 49 °

O D. rerio comecou a ser utilizado como um modelo animal para o estudo da biologia
do desenvolvimento pela necessidade de um modelo de maior similaridade com os
humanos, j& que por muito tempo os modelos mais populares nesta area foram
invertebrados, como o nematodo C. elegans e o artrépode D. melanogaster (ZHANG,
2003). A transparéncia e o desenvolvimento externo do embrido e da larva de zebrafish
possibilitou o estudo in vivo do desenvolvimento de 6rgaos e tecidos, e em diferentes
estagios, a um nivel mais fino que os modelos invertebrados, com menor taxa de
conservacgao de sequéncias genéticas, podem oferecer (DODD, 2000).

Apds o sequenciamento do genoma do D. rerio e 0s avangos na area de biologia
molecular, o peixe vem sendo bastante utilizado para o desenvolvimento de modelos de

doencas de diversas etiologias. A seguir no quadro 3 séo alguns exemplos de modelos
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de doencas ja publicados pela comunidade cientifica, com foco principal em algumas

doencas crbnicas nao-transmissiveis.

Quadro 3: Exemplos de modelos de doencas em zebrafish publicados.

Céancer
Tipo Gene/Modelo Referéncia
rag2:MYC-ER LANGENAU et al, 2003
Leucemia ragZ-loxP-dsRED2-loxP-EGFP- |
. L et al,
Linfoblastica Aguda mMyc
decelulaT rag2:MYC-ER;mitfa - Regulado
) GUTIERREZ et al, 2011
por Tamoxifeno
Leucemia EGFP-TEL-AML1
Linfoblastica Aguda SABAAWY et al, 2006
ZRAG2-EGFP-TEL-AML1
de célula B
Leucemia . ZHURAVLEVA et al,
o zspil-MYST3/NCOA2-EGFP
Mielbide Aguda 2008
fabp10:loxP-mCherry-loxP-
T NGUYEN et al, 2016
Cancer Hepatico/ EGFP- krasV12 + Mifepristona
Hepatite Esteatosa Tg(crybbl:mCherry, LEXOP:EG
, ZHENG et al, 2014
e Cirrose FP-kras_G12V)
fabpl0a:pt-B-cat EVASON et al, 2015
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Quadro 3: Exemplos de modelos de doencas em zebrafish publicados. (Continuacao)

Tg(fabpl0:TA; TRE:xmrk;
krt4:GFP) + Doxiciclina

Tg(fabpl0:TA; TRE:Myc;
krt4.GFP) + Doxiciclina

Li et al, 2015

Induzido por Tioacetamida

RHEKA et al, 2008

Doencas Metabdlicas

Tipo

Gene/Modelo

Referéncia

Diabetes Tipo 1

Induzido por Aloxana

KO et al, 2018;
CASTANEDA et al, 2017;
NAM et al, 2017; SEO et al,
2015; NAM et al, 2015

Induzido por Estreptozocina

KWON et al, 2017;
SARRAS et al, 2013;
OLSEN et al, 2012; OLSEN
et al, 2010

cftrpd1049/pd1049

DELASPRE et al, 2015;

Tg(ins:NTR-mCherry) +
Metronidazol

CARVALHO et al, 2017

Tg(-4.0ins:GFP) + Aloxana

NAM et al, 2015

Diabetes Tipo 2

Induzido por dieta

ZANG et al, 2017; MENG
et al, 2017

|eprsa1508/sa1508

MICHEL et al, 2016




Quadro 3: Exemplos de modelos de doencas em zebrafish publicados. (continuagéo)

pdxlsaZSO/saZSO

KIMMEL et al, 2015

th7|22f55/zf55

FACCHINELLO et al,
2017

s843Tg + D-glicose

CARNOVALI et al,
2016

Induzida por dieta

TINGAUD-
SEQUEIRA et al, 2011;
ZANG et al, 2017;
LANDGRAF et al, 2017,
SEEBACHER et al,

Obesidade 2017; MONTALBANO et
al, 2016
mc4r 7~
FEl et al, 2017
lepr -
cyp2rl 7~ PENG et al, 2017
mitfab692/b692: ednrpgbl40/b140 NISHIMURA, 2015
Doencas Neurolégicas
Tipo Gene/Modelo Referéncia
S BHATTARAI et al,
Tratamento com injecdo de
inentid loide-B42 2017; 2016; COSACAK
olipeptideo amiloide-
Doenca de polipep et al. 2017
Alzheimer
o y KOEHLER et al,
Inducéo com acido ocadaico
2015; NADA et al, 2016
Inducéo com 6-hidroxidopamina CRONIN et al, 2017
Doencga de
¢ Inducao com MPTP HU et al, 2017
Parkinson

Pink -

FLINN et al, 2013

20
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No entanto, poucas publicacbes referentes ao uso do peixe na farmacologia
retornaram com esses critérios de busca. Poucos sdo os estudos que se utilizam deste

modelo para a avali¢cdo farmacodinamica e farmacocinéticas de compostos ativos.

De mesmo modo, o levantamento sobre a utilizagcdo do peixe como modelo para a
avaliacdo da toxicidade de compostos também resultou com grande parte das
publicacdes sendo um fenbmeno que vem crescendo desde a década passada (Quadro
4).

Quadro 4: Numero de publicacdes indexadas na base de dados PubMed referentes

ao zebrafish como modelo de doenca e modelo animal em estudos relacionados a

toxicologia.
NUumero
Total de | de artigos Numero
Algoritmo de pesquisa artigos publicados | de artigos

indexados | a partir de | de revisao

2008
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND toxicology[Title] 36 29 16
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND toxicological[Title] 43 40 6

Boa parte dos estudos realizados neste ambito sdo de publicagbes com maior énfase
na toxicologia ambiental. Alguns exemplos de moléculas ativas e compostos utilizados
como excipientes ou veiculos que foram empregados para a avaliacdo de toxicidade

podem ser vistos no quadro 5 a seguir.
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Quadro 5 Exemplos de substancias ja empregadas para avaliacdo de toxicidade.

TOXICOLOGIA AMBIENTAL

Substancia

Classe Terapéutica/Quimica

Referéncia

Triclosan

Bacteriostatico - Fenoxifenol

policlorado

LIU et al, 2003

Selenometionina

[-a-aminoacido essencial

PETTEM et al, 2005

DE BRITO RODRIGUES et

Glifosato Herbicida organofosforado
al, 2016
Imidacloprid Inseticida neonicotinoide
Dichlorvus Pesticida organofosforado SHUCKLA et al, 2017
Atrazina Herbicida s-triazina
MOLECULAS ATIVAS E EXCIPIENTES
Substancia Classe Terapéutica/Quimica Referéncia

Butilparabeno

Conservante parabeno

BROWN et al, 2018

Ciproconazol

Fungicida triazolico

Flusilazol Fungicida triazdlico
Hexaconazol Fungicida triazdlico STAAL et al, 2018
Pirimetanil Fungicida anilinopirimidinico
Thiram Fungicida ditiocarbamato
Fluazinam Fungicida piridinaminico WANG et al, 2018

Nanoparticulas

de Quitosana

Polissacarideo catidnico

WANG et al, 2016
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Paracetamol Analgésico derivado da anilina
o Tuberculostatico derivado do
Isoniazida o
acido isonicotinico
Amitriptilina . . o
o Antidepressivo triciclico
sodica

Cloridrato de
Verapamil

Bloqueador de canal de célcio

fenilalquilaminico

Dicloridrato de

Etambutol

Tuberculostatico

etilenodiaminico

Cloridrato de

Clorpromazina

Antipsicatico fenotiazinico

Cloranfenicol

Antibidtico nitrobenzinico

ALl et al, 2012

4.2.

A utilizagdo do Zebrafish

desenvolvimento de farmacos

no descobrimento

e

Os estudos com zebrafish no ambito de descobrimento e desenvolvimento de

farmacos é um fenbmeno atual, evidenciado pela baixa taxa de publicacdo de artigos

indexados ao PubMed ao longo dos anos e o crescimento do interesse por parte dos

pesquisadores a partir de 2008 (Quadro 6).



24

Quadro 6: Numero de publicacfes indexadas na base de dados PubMed

Numero
Total | de artigos Numero de
Algoritmo de pesquisa de artigos | publicados | artigos de
indexados | a partir de revisao
2008
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND drug discovery[Title] 40 3 el
((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title]) 3 3 0

AND drug development[Title]

Dentre os artigos de revisdo foi observada uma maior quantidade de revisdes

focando na utilizacdo do zebrafish como um modelo para screening genético e de

farmacos no geral, sem focar em sistemas especificos. (Figura 5).
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TEMAS DE REVISAO
4% B Revisdo geral
B Seguranca Terapéutica
u Cancer
Doengas Musculares
B Doencgas Cardiovasculares
® Doengas do Sistema Nervoso

Central

B Morte celular e apoptose

9% 17%

Figura 5: Distribuicdo de temas dos artigos de revisdo. Reviséo geral: Bowman et al
(2010), Chakraborty et al (2009), Cornet et al (2018), Das et al (2013), Del Vecchio et al
(2011), MacRae et al (2010, 2015), Wheeler et al (2009). Seguranca Terapéutica:
Barros et al (2008). Cancer: Brown et al (2017), Gao et al (2014), Huiting et al (2015) e
Tat et al (2013). Doencas Musculares: Hirata et al (2009), Maves et al (2014). Doencas
cardiovasculares: Kefl3ler et al (2015), Rocke et al (2009). Doencas do Sistema Nervoso
Central: Khan et al (2017), Kokel et al (2008), Nguyen et al (2013), Stewart et al (2015)
e Vaz et al (2018). Morte celular e apoptose: McGrath; Seng (2013).

Dentre os temas abordados nas revisbes generalistas, o foco principal é na
atratividade do peixe como modelo. Os autores citam a aplicagdo do zebrafish para o
screening de moléculas possivelmente ativas como um método que ofereca resultados
mais robustos do que os oferecidos pelos ensaios in vitro ou com modelos de
invertebrados: um composto pode possuir uma boa atividade in vivo que nao
acompanhe resultados satisfatorios em ensaios bioquimicos e vice-versa.

A introducdo de um screening nesse nivel de pesquisa poderia facilitar o
descobrimento de novos alvos terapéuticos e suas validacbes (BOWMAN, 2010;
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CHAKRABORTY, 2009; CORNET, 2018; DAS, 2013; DEL VECCHIO, 2011; MACRAE,
2010 e 2015).

Aplicacdo de Avaliagdo da alteracdo Avaliagdo de Criagdo de Aplicacdo do
uma de fenotipos alteragoes linhagens composto
biblioteca de maorfologicos e de metabdlicas e de por lider nas
compostos marcadores expressdo genica biologia linhagens
no zebrafish moleculares sitio-especificas molecular criadas

Validacao Otimizacdo
do alvo do composto
molecular lider

Screening e

identificacdo do Identificacdo do

alvo molecular

Figura 6: Processo de desenvolvimento de farmacos por screening in vivo em
zebrafish. Adaptado de (CHAKRABORTY, 2009).

A boa tratabilidade dos animais, baixo custo de manutencdo e a transparéncia de
seus embrides e larvas sdo caracteristicas que o0s pesquisadores julgam bastante
interessantes e facilitadoras. Por suas pequenas dimensfes e pelo seu habitat
aquatico, é possivel realizar o screening em Varios individuos e com pouca quantidade
do composto, que pode ser administrado aos peixes diretamente na agua do tanque,
sendo capaz de absorver pequenas moléculas pela pele e pela alimentacdo
(BOWMAN, 2010; CHAKRABORTY, 2009; CORNET, 2018; DAS, 2013; DEL
VECCHIO, 2011; MACRAE, 2010 e 2015; WHEELER, 2009)

Baseando-se nessas caracteristicas atrativas e a necessidade de desenvolvimento
de métodos mais rapidos e menos laboriosos que permitam uma avaliagdo in vivo em
etapas iniciais do desenvolvimento de um farmaco, houve uma onda de avaliacdo de
resposta do zebrafish como modelo de screening de compostos a partir da divulgacao
do sequenciamento do seu genoma, evidenciando a necessidade de métodos validados
e o entendimento profundo do modelo animal e de seus processos para que
correlagcdes possam ser feitas. Para tanto, grande parte da publicacao cientifica com
relacdo ao screening de compostos em zebrafish é referente ao desenvolvimento e
adequacdo de métodos experimentais ja existentes para outros modelos animais.
(Quadro 7 e 8).
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Quadro 7: Numero de publicacbes indexadas na base de dados PubMed referentes a

screening.
Numero de ]
Total _ NUumero
. _ . artigos .
Algoritmo de pesquisa de artigos _ de artigos
_ publicados a L
indexados de reviséo

partir de 2008

((zebrafish[Title]) OR danio rerio[Title])
AND Screening[Title]

228 201 36

Quadro 8: Numero de publicagbes indexadas na base de dados PubMed apés

categorizacao.
Descobrimento de Alvos/Compostos ativos
Artigos de Desenvolvimento e Screening de Novos
revisao Validagdo de Métodos alvos e compostos
Numero de
o 24 65 20
publicacdes

No campo da biologia celular, McGrath e Seng em 2013 ressaltam a vantagem do
uso de zebrafish para estudo de morte celular e apoptose sobre modelos in vitro e
invertebrados, como por exemplo em C. elegans. Apesar das vias de sinalizacdo da
apoptose serem bastante conservadas durante a evolucdo, a utilizacdo de um modelo
vertebrado oferece maior complexidade (mdultiplas vias e moléculas de sinalizacao)
(MCGRATH; SENG, 2013). Foi demonstrado que o zebrafish possui genes
correspondentes as caspases 2, 3, 6, 7, 8 e 9. Aproveitando-se das caracteristicas dos
embrides, principalmente de sua transparéncia, a andlise visual de marcadores de
morte celular € bastante interessante para o screening de compostos capazes de
regular as vias de morte celular programada. McGrath e Seng citam a possibilidade de

uso do peixe para a identificacdo de compostos radioprotetores: ensaios de marcacao
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TUNEL utilizando radiacdo ionizante e compostos de acdo ja conhecida e bem

estabelecida obtiveram resultados esperados (Quadro 9).

O zebrafish surgiu como um modelo promissor para o descobrimento de farmacos
com acdo antitumoral pela semelhanca molecular e histolégica com o0s tumores
humanos e pela possibilidade de criacdo de animais modificados geneticamente para a
superexpressao de oncogenes ou inativacdo de genes supressores. Além disso pode-
se induzir tumores através do tratamento com compostos carcinogénicos diretamente
na &agua. Nguyen e colaboradores, em 2012, apresentaram um modelo de
tumorigénese hepatica em zebrafish transgénico para a superexpressdo do oncogene
kras¥12 por inducdo com mifepristona, um método inteligente que previne a mortalidade
precoce e permite o controle da inducéo do desenvolvimento do tumor na fase de vida
desejada. Aproveitando-se da transparéncia do embrido, o autor fundiu a sequéncia
para expressao da proteina fluorescente eGFP com a do oncogene krasv12, permitindo
a visualizacdo da progressdo ou regressdo tumoral por microscopia. Nguyen e
colaboradores destacam que esse método pode ser interessante para a andlise visual
dos efeitos de compostos supressores da hiperplasia tumoral em um potencial
screening de alta capacidade.

Outro modelo desenvolvido para o screening de compostos anticancer € o de
xenoenxertos tumorais, avaliando-se a angiogénese e metastase tumoral. Jung em
2012 validou o método de xenoenxertos de diversas linhagens de células tumorais de
carcinoma em zebrafish através de uma triagem com diversos compostos anticancer de
acdo ja conhecida, obtendo resultados que se correlacionam com o0s resultados
esperados. No mesmo artigo o autor demonstrou a utilidade do método para a triagem
de novas moléculas, obtendo boa resposta com dois novos candidatos anticancer. Jo e
sua equipe, em 2013, de mesmo modo, demonstraram que o zebrafish pode ser
utilizado no screening de novos compostos com acgdo anti-retinoblastoma ortotopico
através da validagdo do método com carboplatina e melfalana. Zhang e colaboradores,
em 2014, também validaram um método de xenoenxerto de células K562 ALDH*, de
propriedades de células tronco leucémicas. Imatinibe, dasatinibe, partenolida, TDZD-8,

tribxido de arsénico, niclosamida, salinomicina e tiorizadina foram capazes de diminuir o
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tamanho dos enxertos e metastase, sendo que seis destes compostos inibiram
seletivamente a proliferacéo celular ALDH+.

Lee e colaboradores, em 2016 desenvolveram um modelo de schwannoma vestibular
em embribes de zebrafish através do xenoenxerto de células SC4 que expressam
mCherry, uma proteina vermelho-fluorescente. O modelo foi validado com o uso do
everolimo, um inibidor da via de mTOR e um antitumoral bem estabelecido. Os
resultados obtidos se correlacionaram com os resultados clinicos conhecidos: redugéo
do namero de células cancerigenas, formacgéo tumoral e metéstase.

Além disso, o0 modelo in vivo pode ser um bom complemento ao ensaio viabilidade
celular de MTT. Li e colaboradores, em 2012, avaliaram a resposta do tratamento de
embribes com uma biblioteca de 502 compostos naturais. Para a avaliagdo de
citotoxicidade dos compostos qualquer ma-formacéo dos embrides foi observada, seja
neural, cardiovascular, intestinal ou nos 6rgaos locomotores. Como 0s mecanismos de
embriogénese e carcinogénese sao semelhantes, o autor sugere que uma acao
citotoxica possa correlacionar com uma boa atividade antitumoral. Para isso, 0s
resultados do screening no peixe foram comparados com os dos ensaios MTT em
células da linhagem MCF7 de cancer de mama, identificando 21 compostos de acao
semelhantes nos dois métodos. O autor aponta também que foi identificado maior
ndamero de compostos citotdxicos no ensaio in vivo, sugerindo uma maior sensibilidade
do ensaio com alguns compostos e que a associacdo dos dois ensaios pode ser
interessante para o screening de compostos anticancer.

Alguns exemplos de substancias utilizadas para a validacdo de métodos de modelos
animais de doencas crénicas ndo-transmissiveis para o screening de compostos podem

ser vistos no Quadro 9 abaixo.
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Quadro 9: Exemplos de farmacos utilizados na validacdo de métodos de screening de

compostos em zebrafish.

Método de
Substancia Classe Screening Referéncia
Validado
Inibidores de morte celular

Amifostina Radioprotetor Identificagcéo de McGrath; Seng,

Z-VAD-fmk Inibidor de caspase Radioprotetores 2013
Quimioterapicos
_ Alcaloide Inibidor de
Paclitaxel .
Microtubulo
- Alcaloide Inibidor de Carcinoma
Vincristina o Jung et al, 2012
Microtuabulo Humano
Geldanamic Benzoquinona Inibidora
ina de HSP90
Carboplatin Organoplatino Alquilante
a de DNA _
: Retinoblastoma Jo etal, 2013
Mostarda nitrogenada
Melfalana .
Alguilante de DNA
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Quadro 9: Exemplos de farmacos utilizados na validacado de métodos de screening de
compostos em zebrafish. (Continuacéo)

2-fenilaminopirimidina

mTORC1

Imatinibe Inibidora de Tirosina
Quinase
Derivado de pirimidina e
Dasatinibe | tiazol Inibidor de Tirosina
Quinase
_ Lactona Sesquiterpena
Partenolida
Inibidor de NFkB
Tiadiazolidinona Inibidora
TDZD-8
de GSK-3p
Molécula indutora de _
Leucemia Zhang et al, 2014
o apoptose e dano a Proteina
Trioxido de .
. Receptora da Leucemia
Arsénico ) .
Promielocitica a
(PML/RARAQ)
. . Salicilanilida clorada
Niclosamida o
Inibidora de NFkB
_ o Antibiético lonéforo
Salinomicin y o
Poliéster de acao inibitoria
a
da via Wnt/B-catenina
o Fenotiazina Indutora de
Tioridazina
Apoptose
Derivado de Lactona
_ _ . Shwannoma
Everolimo Macrociclica Inibidor de _ Lee et al, 2016
Vestibular
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Quadro 9: Exemplos de farmacos utilizados na validacado de métodos de screening de

compostos em zebrafish. (Continuacao)

Lactona Macrociclica

Brefeldina A Indutora de Stress de
Reticulo Endoplasmético
. Bufadienolideo Indutor de
Bufalina

Apoptose

Camptotecina

Alcaloide indodlico
monoterpénico Inibidor de

topoisomerase

Capsaicina

Derivado do acido
homovanilico Indutor de

apoptose

a-Chaconina

Glicoalcaloide esteroidal

Indutor de Apoptose

Cinobufagina

Bufadienolideo Indutor de

Apoptose

Cicloheximida

Piperidinadiona inibidora
da Sintese de novo de

proteinas

Equinomicina

Peptideo benzopirazinico

intercalante de DNA

Gliotoxina

Dicetopiperazina Indutora

de Apoptose

Harmina

Alcaloide B-carbolina

indutora de apoptose

Hipocrelina A

Perilenoquinona indutora

de apoptose

Avaliacéo de
citotoxicidade
comparativo a

MTT

Li et al, 2012
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Quadro 9: Exemplos de farmacos utilizados na validacado de métodos de screening de
compostos em zebrafish. (Continuacao)

Ivermectina

Macrolideo Indutor de

apoptose

B-Lapachona

Naftoquinona indutora de
sintese de superoxido

Naftoquinona indutora de

Menadiona
apoptose
Antibi6tico lonéforo
Narasina Poliéster Indutora de
Apoptose Avaliacao de
_ Naftoquinona indutora de | citotoxicidade _
Plumbagina _ Lietal, 2012
apoptose comparativo a
. . Podofilotoxina de agao MTT
Podofilotoxina o
antimitotica
Isoflavonoide indutor de
Rotenona
apoptose
o Benzofenantridina
Sanguinarina .
indutora de apoptose
Alcaloide indutora de
Vinpocetina | apoptose e parada de ciclo
celular em G(0)/G(2)
Antiobesogénico
o Alquilarilamina Agonista _ Tingaud-Sequeira
Fenilefrina o Obesidade
a-1 adrenérgico et al, 2011
Antidiabéticos
Biguanida que estimula a )
_ ~ Diabetes
Metformina translocacgéao dos _ _ Zang et al, 2017
_ Mellitus Tipo Il
transportadores de glicose
_ o Sulfonilureia estimuladora Diabetes
Glimepirida . _ _ _ ) Zang et al, 2017
de secrecéo de insulina Mellitus Tipo Il




34

5. DISCUSSAO

Ao longo dos anos, tradicionalmente os modelos animais mais utilizados e aceitos na
comunidade cientifica sdo os roedores, como o camundongo (Mus musculus) e o rato
(Rattus norvegicus). Isso se deu por ser um vertebrado de pequeno porte, pela
similaridade do genoma, facilidade de manuseio e o0s vastos recursos de biologia
molecular e edicdo génica disponivel, ja que possuem seus genomas inteiramente
sequenciados. No entanto, o pre¢o, espaco e 0 tempo gasto na manutencao de
colénias pode ser um impedimento para estudos que necessitem de um numero
amostral grande. Neste contexto, o zebrafish tem se mostrado um bom modelo para se
utilizar, visto que é um peixe de pequenas dimensdes, de grande rapidez e volume de
reproducao. Seus embrides sdo pequenos o suficiente para que sobrevivam ao periodo
de experimentacdo em uma placa de petri ou até micro-poc¢os (1 embrido pode ser
mantido em um volume de até 100uL) (ZHANG, 2003), o que torna facil o tratamento de
diversos individuos por vez ja que dependendo do composto utilizado, os embrides
podem absorvé-los diretamente na agua de seu meio ambiente.

Apesar de possuir menor porcentagem de homologia do seu genoma com o do ser
humano em relacéo aos roedores, 0 zebrafish possui cerca de 70% de homologia. Além
disso, cerca de 80% dos genes relacionados a doencas listados na base de dados
Online Mendelian Inheritence in Man (OMIM) possuem um gene ortélogo no D. rerio.
Adicionalmente, como j& mencionado diversas vezes, a transparéncia do embrido e a
capacidade da visualizacdo celular in vivo faz do zebrafish um modelo muito atrativo.

Com essas vantagens nao é dificil explicar o crescimento do nimero de estudos se
utilizando deste modelo.

Durante a Ultima década, nos deparamos com um crescimento explosivo de
publicacdes, ainda que muito aquém das publicagcbes com modelos murinos.

Observamos que a maior taxa de publicagéo se deu a partir de 2003, quando houve
a publicacdo do sequenciamento completo do genoma de D. rerio, 0 que possibilitou a
geracao de linhagens para diversas condi¢cbes gene-especificas.

A escolha de um modelo adequado para o estudo em farmacologia, toxicologia e
descobrimento de novos farmacos € de suma importancia, visto que a induastria

farmacéutica € muito competitiva e a pesquisa por trds do lancamento de um novo
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produto é longo e caro. Leva-se em média de 5 a 12 anos da bancada para as
prateleiras (VIEIRA; OHAYON, 2006).

A pesquisa bésica tem como fungdo o descobrimento de compostos que possuam a
atividade desejada e que ndo oferecam riscos de toxicidade que se sobreponham as
vantagens do uso do medicamento. Muitos compostos candidatos a farmacos sédo opor
apresentarem alta toxicidade para humanos, que muitas vezes néao foi identificada nos
modelos utilizados.

Um fator que também retarda o desenvolvimento de novos farmacos € o retrabalho.
Muitas vezes um composto pode se mostrar promissor em uma cultura celular e nao
apresentar atividade em um modelo murino.

Neste contexto, o zebrafish pode diminuir o tempo gasto nesta etapa de pesquisa
bésica pois pode servir como uma ponte entre modelos simples (como a cultura celular)
e modelos mais complexos como os camundongos, por ser um modelo que pode
apresentar resultados rapidos mas que pode apresentar alteracdes a niveis de tecidos
e sistemas. Além disso, o zebrafish pode agilizar mais ainda na selecdo de candidatos
a fArmacos pelos screenings de compostos.

Apesar de ndo ser garantido que uma molécula que tenha atividade em zebrafish ira
apresentar atividade em camundongos e em humanos, o zebrafish pode ser um bom
modelo para predizer resultados e selecionar candidatos promissores para testes mais
extensivos.

Com isso, a utilizacdo do zebrafish pode agilizar e baratear um estudo, além de
racionalizar o uso de vertebrados superiores.

No entanto, a substituicdo de modelos ja estabelecidos s6 sera eficiente e favoravel
se ha uma vantagem ou equivaléncia de adequacédo. Por isso, faz-se extremamente
necessario que haja uma validacdo de modelos e métodos e que se constate que 0s
resultados sdo comparaveis aqueles esperados de humanos.

E necesséario, portanto, que pecas-chave dos sistemas e processos sejam
conservados. Por exemplo, para que seja possivel a utilizagdo do D. rerio para o estudo
de cancer e tumorigénese, o peixe deve possuir alguma semelhanca na anatomia e nos
processos de angiogénese. E de fato, a anatomia vascular do peixe é bastante

conservada e ha a ocorréncia de varios genes ortélogos do D.rerio que séo especificos
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do sistema vascular, como por exemplo o fator de crescimento vascular endotelial e seu
receptor e angiopoietinas. (WEINSTEIN, 2002)

Para a avaliacdo e estudo da obesidade em zebrafish, a anatomia do tecido adiposo
e 0S mecanismos de metabolismo de lipideos também deve ser similar e
suficientemente conservado. O D. rerio € um 6timo modelo para estudar doencas
metabdlicas pois possui a anatomia dos adipocitos e metabolismo de lipideos muito
semelhantes as dos mamiferos. Além disso, esta presente o circuito do apetite,
semelhante ao dos humanos, além do pancreas e estruturas sensiveis a insulina como
o figado e musculos. No entanto, como o zebrafish sofre variagcbes na temperatura
corporal de acordo com a temperatura do ambiente, ndo h& estrutura analoga ao tecido
adiposo marrom dos mamiferos (que é responséavel por dissipar a energia quimica em
calor) (SETH, 2013).

Adicionalmente, pela presenca de estruturas sensiveis a insulina e de um pancreas
funcional (que secreta uma insulina semelhante estruturalmente e que é processada de
forma similar a dos mamiferos), e a resposta a farmacos anti-diabéticos, o peixe pode
ser um modelo interessante para o estudos de diabetes.

O zebrafish tem se mostrado um modelo promissor para mimetizar doencas
neurodegenerativas. Além de ja terem sido identificados no D. rerio varios genes
relacionados a doencas neurodegenerativas humanas, o peixe e o0s mamiferos
compartiiham dos mesmos neurotransmissores (como serotonina, acetilcolina,
noradrenalina, GABA, glutamato e dopamina) e a anatomia e a estrutura basica do
sistema nervoso central do D. rerio possui todos os maiores dominios encontrados nos
mamiferos (PANULA, 2010).

Nem sempre uma proximidade evolutiva significa que o modelo seja mais adequado.
Para a doenca de Parkinson, por exemplo, nenhum modelo murino conseguiu
mimetizar mecanisticamente a doen¢a. O modelo murino mais utilizado € o de indugéo
da deficiéncia de dopamina pela administracdo de 6-hidroxidopamina, o que acaba
produzindo efeitos similares a doenca mas nao resulta na degeneracdo da substancia
negra. Um composto capaz de reproduzir esta lesdo é o MPTP, porém ratos ndo sao

sensiveis a esta substancia e a resposta em camundongos depende da linhagem. O
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zebrafish é sensivel a este composto e exibe ndo s6 a diminuicdo do conteudo de
dopamina como também a diminuicdo de neurdnios no nucleo (PANULA, 2010).

No entanto, o animal oferece algumas desvantagens. Para estudo de
farmacocinética por exemplo, € um modelo de dificil utilizagdo pelo tamanho pequeno e
ha uma dificuldade para a retirada de sangue para a construgcdo da curva de
concentracdo e consequentemente para a avaliagdo dos parametros farmacocinéticos
como o volume de distribuicdo e clearance. Além disso, ainda h4 um entendimento
limitado dos processos de absor¢éo e distribuicdo. Pelo tamanho reduzido, os métodos
disponiveis para este modelo requerem técnicas muito sensiveis (como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas) e de custo elevado (KANTAE, 2016).

Apesar disso, o futuro promete grandes avancos para o D. rerio, 0 modelo deve se
desenvolver conforme o avango de novas tecnologias. Por exemplo, com novas
técnicas de biologia molecular, como a construcdo de linhagens reporter, é possivel
observar populacdes celulares especificas através da fluorescéncia, em um intervalo de
tempo em um animal vivo, permitindo visualizar interacdes celulares e a dinamica de

processos celulares (MORO, 2013).

6. CONCLUSOES

Através dos dados levantados, observa-se que ha um grande territério em que o
zebrafish pode atuar. Mais especificamente na area de farmacologia e desenvolvimento
de novos farmacos, com a estagnacéo do lancamento de farmacos inovadores, ha uma
esperanca de que a utilizagdo do peixe impulsione e otimize a selecdo de novos
candidatos a farmacos, diminuindo tempo, custo e reduzindo a quantidade de
vertebrados superiores utilizados. No entanto, ainda had a necessidade de maiores
estudos e validac6es de métodos por ser um animal ndo-mamifero e pode apresentar

diferencas fisiologicas, anatémicas, metabdlicas e mecanisticas.
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