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Um peixe modelo

Mais pratico e barato que os roedores, o paulistinha

comeca a ser usado em pesquisas de neurociéncias

e testes de medicamentos no Brasil

Ricardo Zorzetto e Maria Guimaraes

o subsolo do Museu de Ciéncias e
Tecnologia da Pontificia Univer-
sidade Catolica do Rio Grande do
Sul (PUC-RS), em Porto Alegre, fun-
ciona uma agéncia de encontros um
tanto incomum. Todo fim de tarde alguns casais
— trios, na verdade - sdo conduzidos a uma sala
silenciosa onde, as escuras, passam algumas ho-
ras se conhecendo a certa distAncia. Pela manha,
quando as luzes sio acesas e o contato fisico é li-
berado, os participantes iniciam um namoro de
apenas 15 minutos que costuma deixar muitos
descendentes. Um cartaz afixado no lado de fora
da porta mantém afastados os curiosos: “Néo en-
tre: acasalamento em andamento”. Nesse labora-
torio da PUC-RS, a bidloga Monica Ryff Moreira
Vianna, seguindo estratégias que ela otimizou,

controla a reproducéo de um pequeno peixe lis-
trado de prata e negro conhecido como zebrafish
ou paulistinha, cada vez mais usado nas pesquisas
em neurociéncias no mundo e, agora, no Brasil.

“Em alguns testes, o zebrafish pode funcionar
como uma alternativa ao uso de roedores; em
outros, pode oferecer informac¢éo complemen-
tar”, afirma o bidlogo Denis Rosemberg, que
recentemente participou da instalacdo de um
biotério de zebrafish na Universidade Comuni-
taria da Regido de Chapecé6 (Unochapecd), em
Santa Catarina. Ele comecou a trabalhar com o
peixe no Laboratério de Neuroquimica e Psico-
farmacologia, da farmacologista Carla Bonan,
durante a graduacdo na PUC-RS. Ele investigou
os efeitos danosos do alcool sobre o cérebro e
demonstrou a a¢do neuroprotetora da taurina,
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naturalmente produzida pelo organismo e en-
contrada em bebidas energéticas, quando migrou
para a Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS).

Em Santa Catarina, Rosemberg e o farmacolo-
gista Angelo Piato comecam agora a usar o peixe
para investigar os efeitos do estresse no sistema
nervoso central e no comportamento. Esse, alids,
é um dos casos em que o zebrafish (Danio rerio)
pode oferecer vantagens sobre os roedores. E
que no peixe o hormonio que controla o estres-
se € o cortisol, 0 mesmo que nos seres humanos
é liberado por glandulas situadas sobre os rins
em situacdes reais ou imagindrias de ameaca a
vida. Nos roedores, 0 hormonio produzido nessas
situacdes ¢ a corticosterona, que ocorre em con-
centracdes muito baixas no organismo humano.

Na UFRGS, o grupo do bidlogo Diogo Losch
de Oliveira conseguiu dar um passo além. Em um
trabalho publicado no inicio deste ano na revista
PLoS One, ele e seu aluno de mestrado Ben Hur
Mussulini haviam descrito detalhadamente as
alteracdes comportamentais que caracterizam os
estagios epilépticos no zebrafish adulto. “Na litera-
tura cientifica s6 havia descricdes detalhadas para
o0 modelo em larvas, que apresentam um reper-
tério comportamental mais restrito”, diz Losch.

Mais recentemente seu grupo comecou a testar
os primeiros de um grupo de 30 compostos de-
senvolvidos em parceria com Grace Grosmann, da
Faculdade de Farmdcia da UFRGS. Esses compos-
tos tentam explorar uma via bioquimica distinta
das que sdo alvo dos medicamentos atualmente
disponiveis, incapazes de controlar cerca de 30%

Preenchendo lacuna:
nativo da Asia, o
paulistinha ou zebrafish
é um modelo animal
intermedidrio entre a
droséfila e os roedores




dos casos de epilepsia. Dos trés compostos tes-
tados, apenas um se mostrou capaz de reduzir a
intensidade das crises e deve seguir para outras
fases de avaliacdo.

Estudos internacionais, a proposito, consideram
o zebrafish uma ferramenta bastante promissora
para a analise e selecio de compostos candidatos a
medicamentos. Com esse peixe, espera-se acelerar
e baratear o processo. Uma das vantagens é que seu
ciclo de vida é rapido - em quatro dias varios dos
seus Orgios estdo formados - e as larvas, que nascem
as centenas a cada postura, com uns poucos mili-
metros de comprimento, podem ser acomodadas
em varios pocos de teste com doses baixissimas de
compostos quimicos. Com essa selecio, imagina-
-se ser possivel reduzir o numero de moléculas
que seguiriam para as fases seguintes, de experi-
mentos com roedores. “Com o zebrdfish é possivel
testar em meses e com alguns milhares de ddlares
o0 que levaria anos para ser feito com roedores e
custaria milhGes”, comenta o bioquimico Diogo
Onofre Souza, coordenador do Instituto Nacional
de Ciéncia, Tecnologia e Inovacédo de Excitoxoci-
dade e Neuroprotecéo, onde sdo desenvolvidas as
pesquisas com zebrafish na UFRGS. No exterior,
algumas industrias de medicamentos ja comecam
a adota-lo em sua linha de testes.

PIONEIROS

Nativo do sudoeste da Asia, onde é encontrado
em rios calmos e rasos e nas plantacdes alagadas
de arroz e juta, esse peixe chegou aos laborato-
rios de pesquisa no final dos anos 1960, com o
biblogo norte-americano George Streisinger, da
Universidade do Oregon. Ele trabalhou sozinho
por uma década para selecionar linhagens que
permitissem entender como defeitos em dife-
rentes genes afetavam o desenvolvimento. Seu
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esforco s6 conseguiu reduzir o ceticismo dos
colegas em 1981, quando publicou um artigo na
revista Nature apresentando o modelo consoli-
dado. Nos anos seguintes, o nimero de artigos
cientificos que usavam o peixe como modelo bio-
légico cresceu aceleradamente, em especial nos
estudos de genética e desenvolvimento, e s6 na
ultima década o zebrafish chegou a neurociéncia.

MODELOS COMPLEMENTARES

“0 zebrafish comeca a preencher uma lacuna que
existia entre os modelos animais para o estudo de
doencas humanas”, diz o neurofisiologista Luiz
Eugenio Mello, da Universidade Federal de Sio
Paulo (Unifesp), que estuda alteracées no siste-
ma nervoso central, entre elas as causadas pela
epilepsia, usando ratos como modelo bioldgico.
Mello lembra que um axioma da ciéncia diz que
o melhor modelo para investigar uma coisa é a
propria coisa. De acordo com esse raciocinio, o
ideal para o estudo das doen¢as humanas seriam
os proprios seres humanos. Mas isso raramente
é possivel. “Na maioria das vezes had restricdes
éticas e limitacdes de tempo, espaco e custo para
realizar as pesquisas”, afirma. “Por isso sio ne-
cessarios varios modelos experimentais, dos mais
simples aos mais complexos, para compreender
a origem de alguns problemas.”

Quando nio se pode investigar um problema
no proprio ser humano, a medicina e a biologia
adotam uma espécie de escala preferencial de
modelos, em que sdo levados em conta fatores
como a semelhanca evolutiva, anatomica, fisio-
l6gica e genética. Segundo esse sistema, os ani-
mais que permitiriam extrapolar os resultados
com mais seguranca para as pessoas seriam os
outros primatas, como o chimpanzé, cujo uso
em pesquisa é proibido no Brasil e vem sendo

Quase transparente:
embribes de zebrafish
24 horas apds a
fertlizacdo (g esquerda)
e larva com 5 dias de
vida (acima)



“Historicamente
as pesquisas em
neurociéncias
usam roedores,
mas o cenario
comeca a mudar”,
diz Monica Vianna,
da PUC-RS

banido nos Estados Unidos, e ou-
tros macacos. “So trabalha com pri-
mata quem dispoe de muita verba
e muito espaco”, comenta o biélo-
go molecular Jodo Bosco Pesquero,
também da Unifesp, criador de uma
das primeiras linhagens brasileiras
de camundongos transgénicos.“Por
isso, muita gente opta pelos roedo-
res, que sdo mamiferos como os se-
res humanos”, diz.

Diante de dificuldades técnicas
que impedem o trabalho com roe-
dores, o que as vezes ocorre na ge-
nética — por exemplo, s6 ha bem
pouco tempo se comegou a conse-
guir a produzir ratos transgénicos
-, a saida é trabalhar com modelos
evolutivamente mais distantes dos
seres humanos, mas mais faceis de
manipular, como as droséfilas. E

mais recentemente com o zebrafish.

O mais importante, porém, é que, do ponto de
vista evolutivo, o zebrafish é mais proximo dos
seres humanos do que as drosoéfilas, ha quase
um século usadas como organismo modelo em
genética. O genoma do zebrafish, concluido no
inicio deste ano, indica que 70% de seus 26 mil
genes sdo semelhantes aos genes humanos - es-
sa similaridade é menor com a drosofila e maior
com camundongos e ratos, que serviram de base
para muito do que se conhece de fisiologia hu-
mana (ver quadro na pdgina 20).

“Historicamente as pesquisas em neurociéncias
usam os roedores como modelo bioldgico, mas

na UFRGS, chegou a essa conclusio em um le-
vantamento recente realizado em uma das maio-
res bases internacionais de artigos cientificos, a
Scopus. “A producéo brasileira saiu de 2 artigos
por ano em 1999 para 36 em 2012, quando pas-
sou a representar cerca de 2% dos trabalhos com
zebrafish publicados no mundo”, conta.

A produgéio nacional com esse peixe ainda é
modesta ante a internacional, que soma quase
2 mil artigos por ano nos ultimos tempos. Mas
vem conseguindo se destacar nas neurocién-
cias. “O zebrafish é um modelo novo nessa area
e a comunidade que trabalha com ele ainda é
pequena”, conta Monica.

NO BRASIL

Os primeiros trabalhos com esse peixe feitos
no Brasil sairam do laboratério da pesquisado-
ra Rosana Mattioli, da Universidade Federal de
Sdo Carlos (UFSCar), no interior de Sio Paulo.
Naquela época o zebrafish comecava a ser usa-
do nas pesquisas em neurociéncias, mas o com-
portamento natural da espécie ainda era pouco
conhecido. Rosana, entio, realizou uma série de
experimentos simples que ajudou a identificar a
preferéncia do peixe por viver em ambientes es-
curos. Ela colocava os exemplares do zebrafish em
um aquario pintado de duas cores — metade preto
e metade branco - e media o tempo que passavam
em cada uma das partes. Assim, observou que eles
ficavam a maior parte do tempo (cerca de 80%)
no lado negro. Viu também que, uma vez colo-
cados na parte clara, eles rapidamente nadavam
para a parte escura. Esse trabalho, publicado em
1999 no Brazilian Journal of ical and Biolo-
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esse cendrio comeca a mudar”, conta Monica,
que também integra a diretoria da Rede Latino-
-americana de Zebrafish (Lazen). Esse consorcio
reune pesquisadores de sete paises que usam o
peixe em seus estudos e oferece treinamento
para aqueles, em geral em inicio de carreira, in-
teressados em adotar o zebrafish como modelo
experimental. Dos 39 grupos que integram a re-
de, 11 sdo brasileiros e quase metade esta no Rio
Grande do Sul.
A producéo cientifica nacional utilizando o
zebrafish, que inexistia hd pouco mais de uma .
década, vem crescendo de modo acelerado nos .
ultimos anos, num ritmo maior do que no restan-
te do mundo. A bidloga Luciana Calabro, espe-
cialista em cientometria e integrante de um dos
grupos que realizam estudos com o paulistinha




gical Research, comecou a estabelecer a base de
um importante teste de ansiedade, aprimorado
em seguida por ela e outros pesquisadores e hoje
utilizado para avaliar o efeito de compostos que
combatem a depresséio e a ansiedade.

ANSIEDADE

Ao ver esse trabalho, o psic6logo Amauri Gouveia
Junior, entdo na Universidade Estadual Paulista
(Unesp) em Bauru, notou uma grande semelhanca
entre o teste do claro-escuro em zebrafish e um
experimento que avalia o nivel de ansiedade em
roedores. Nesse teste, o roedor é colocado em uma
plataforma em X a cerca de 60 centimetros do
chéo. Em dois dos bracos, o espago para caminhar
é protegido por paredes, enquanto nos outros
dois é aberto. Uma vez no labirinto, os ratos,
curiosos, apresentam a tendéncia de explora-lo.
Mas passam a evitar a parte aberta. Essa ansie-
dade resulta de um conflito entre a curiosidade
e o medo. “O tempo que 0s peixes passavam no
lado escuro era muito semelhante aquele que os
roedores ficavam na parte protegida do labirinto”,
conta Gouveia. “Por isso imaginei que os dois
testes pudessem medir a ansiedade em animais
diferentes.” Desde entdo, ele aplicou o teste de
claro-escuro a 12 espécies de peixe, o zebrafish
entre eles, para avaliar ansiedade em peixes. “E um
dos testes mais adotados hoje em laboratérios de
estudos de peixe no mundo todo”, conta Gouveia,
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hoje pesquisador na Uni-
versidade Federal do Para.

A fase seguinte é testar
compostos que interferem
nesse comportamento pa-
ra tentar descobrir como
eles o alteram. Com al-
guns desses testes padro-
nizados, os pesquisadores
brasileiros ja identificam
alteracdes quimicas e ce-
lulares no cérebro, provo-
cadas por crises de epilep-
sia ou por compostos que
controlam a depresséo e a
ansiedade. Na Universida-
de Estadual de Campinas
(Unicamp), onde instalou
um laboratério de zebra-
fish ha dois anos, a gene-
ticista Claudia Maurer-
-Morelli e sua aluna de
mestrado Patricia Barbalho viram que os niveis
de uma molécula inflamatéria, a interleucina 1-be-
ta, aumentaram logo ap0s uma crise epiléptica
induzida. As crises também elevam a producéo e a
atividade do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), uma proteina que em humanos est4 alte-
rada na epilepsia, como mostraram os resultados
publicados por Fernanda Reis-Pinto em 2012 no

Lei que regula

o uso de animais
em pesquisa
determina que

a partir de 2014
sejam usados
exemplares de
origem certificada

-



Journal of Epilepsy and Clinical Neurophysio-
logy. Numa linha de pesquisa em fase inicial,
Claudia planeja produzir peixes com alteracées
genéticas encontradas em pessoas com epilep-
sia para investigar o papel dessas mutagdes na
doenga. O trabalho integra o Instituto Brasileiro
de Neurociéncias e Neurotecnologia, um dos Cen-
tros de Pesquisa, Inovacéo e Difuséo financiados
pela FAPESP, coordenado por Fernando Cendes.
Embora os primeiros trabalhos com zebrafish
tenham sido feitos em Sdo Paulo, cerca de meta-
de dos artigos brasileiros dos tltimos anos é de
equipes do Rio Grande do Sul, boa parte em neu-
rociéncias. Segundo Monica Vianna, uma razio
histdrica explica a concentracéo dos trabalhos
brasileiros com paulistinha em neurociéncias.
Tanto ela quanto Carla Bonan, da PUC-RS, uma
das primeiras a instalar um laboratdrio de zebra-
fish no Brasil, haviam feito parte de seu treina-
mento no grupo de Ivan Izquierdo na UFRGS, um
dos principais estudiosos da memoria no mundo.
Depois de trabalhar com roedores no mestrado e
no doutorado, Carla e Monica decidiram investir
no zebrafish. Nos ultimos anos, Carla mostrou
que nesses peixes os niveis de algumas molécu-
las que atuam na comunicacéo entre as células
cerebrais - o trifosfato de adenosina e um de seus
componentes, a adenosina — desempenham um
papel protetor contra a epilepsia, o estresse e a
neurotoxicidade induzida por metais.

REPRODUCAO

Na PUC-RS, Monica e sua equipe trabalharam
meses até chegarem a estratégia mais eficiente de
promover o acasalamento dos peixes no Labora-
tdério de Biologia e Desenvolvimento do Sistema

Nervoso. Ela s6 conseguiu aumentar a taxa repro-
dutiva quando reuniu os participantes em grupos
de trés (uma fémea e dois machos) e os manteve
separados por uma divisoria transparente — ma-
chos de um lado e fémeas do outro - durante toda
uma noite antes que pudessem finalmente ter
contato. “Se nfio os separo, cada fémea produz
menos de uma dezena de ovos”, conta a biloga.
J4 com o isolamento e as 12 horas de namoro a
distancia, esse nimero pode aumentar para cerca
de 200. La ocorrem cerca de dez acasalamentos
por dia e nascem, em média, 2 mil filhotes por
més. Em uma manhi excepcionalmente produtiva
de maio deste ano, Monica e sua equipe passaram
horas recolhendo um a um, com uma pipeta, os
cerca de 1.800 embrides que resultaram de um
unico acasalamento de algumas dezenas de trios
de zebrafish, que ela vem usando para investigar
abioquimica da memoria e de doencas neurode-
generativas como o mal de Alzheimer.

Com a expectativa de que a demanda por exem-
plares do peixe possa crescer nos proximos anos,
os grupos de Monica, Carla e os colegas que com-
partilham o biotério da PUC-RS trabalham na sua
ampliacdo. E que os 5 mil peixes mantidos ali hoje
sdo suficientes apenas para suprir os estudos con-
duzidos por eles e alguns colaboradores. A meta
é tornar esses laboratdrios um dos principais for-
necedores desse zebrafish para pesquisa no Brasil,
ao lado do Laboratdrio Nacional de Biociéncias
(LNBio), em Campinas, onde a equipe do bidlo-
go José Xavier Neto instalou no ano passado um
biotério para produzir zebrafish com alteracdes
genéticas para o estudo do desenvolvimento de
vertebrados. Comparando o desenvolvimento
embrionario de peixes, galinhas e camundon-
gos, a equipe de Xavier comecou a elucidar nos
ultimos anos o papel de alguns fatores envolvi-
dos na diferenciacéo do coracéio dos vertebrados
e no desenvolvimento de neur6nios sensoriais.

Uma das razdes para aumentar a producio
do peixe é que ha um potencial mercado. A Lei
Arouca, que regulamenta o uso de animais em
pesquisa, determina que a partir de 2014 sejam
usados exemplares de origem, qualidade e uni-
formidade certificadas. “Em principio”, diz Mo-
nica, “ndo sera mais possivel fazer pesquisa com
peixes comprados em lojas de animais”.
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