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Embrioes de peixe-zebra
(Danio rerio).

Como modelo na avaliacao de teratogénese causada por téxicos.

Ondina Ribeiro**, Luis Félix**, Sandra Mariza Monteiro* *, Claudia Ribeiro* #,

Antonio Fontainhas-Fernandes**, Joao Soares Carrola*
*CITAB/UTAD | “1H-TOXRUN/CESPU | “InovdAgro | #CIIMAR

A utilizagao de modelos animais vertebrados na investigacao tem sido fundamental para a compreen-
sao dos processos fisiopatoldgicos humanos. No entanto, nas Ultimas duas décadas, a utilizacao de
modelos vertebrados alternativos tem vindo a aumentar, tendo em conta o principio dos 3 Rs proposto
por William Russell e Rex Burch em 1959, Neste sentido, 0 uso do peixe-zebra (Danio rerio) como mo-
delo na investigacao de ciéncias hiomeédicas e patalogias humanas teve um aumento consideravel. De
facto, esta espécie apresenta um conjunto de caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas, genéticas mor-
fologicas e embriologicas que o tornam um modelo de estudo muito utilizado. Possui um ciclo de vida
rapido, reproducao durante todo o ano, fecundidade elevada, e, além disso, o cdrion € transparente e
0 embrido semitransparente, 0 que torna a observacao do desenvolvimento embriondrio muito facil
usando uma lupa ou microscopio. Acrescem a estas vantagens consideracoes éticas na avaliagao do
potencial teratogénico de compostos quimicos, como sejam o facto das fases iniciais de vida até as
120 horas apds fertilizacao, nao serem consideradas como “animais experimentais’, de acordo com a
diretiva da Unigo Europeia 2010/63/EU, transposta para o Decreto-lei 113/2013, respeitante a prote-
¢do dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos.

Este trabalho pretende fazer uma abordagem geral sabre a utilizacao do embriao de peixe-zebra como
modelo animal para: a) avaliar o patencial teratogénico de compostos; b) analisar algumas das metodolo-
gias usadas para avaliacao das malformacdes e ¢ utilizacao de diferentes parametros como indicadores
de toxicidade. Sao também abordadas as diferentes formas de classificacao das malformacoes e a sua
severidade de forma a classificar 0s compostos quimicos como teratogénicos ou nao.

Modelos animais na investigacao biomédica.

O uso de modelos animais vertebrados nainvestigacao hiomédica remonta ao século Vla.C, na
Grécia Antiga, para o estudo da anatomia e fisiologia humana. Apesar das grandes descobertas
no periodo inicial da investigacao, ainda havia diversos equivocos e lacunas sobre o funciona-
mento do corpo humano. S6 no Renascimento (séculos XIV a XVI) é que os organismos modelo
contribuiram para uma verdadeira mudanca na compreensao da histologia e fisiologia huma-
na, o que levou a sua utilizacao até aos dias de hoje*2.

Desde o século passado, estes modelos animais tém vindo a ser utilizados para entender as
doencas humanas e os seus mecanismos fisiopatoldgicos a nivel celular e molecular®}, bem
como para o desenvolvimento de novos farmacos, vacinas, terapias, entre outros®.

A investigacao biomédica centrou-se muito na utilizacao de roedores, devido a sua seme-
lhanga anatémica, fisioldgica, bem como a sua elevada homologia com o genoma humano™.
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Contudo, diversos outros vertebrados podem ser utilizados, tais como anfibios, peixes, coelhos,
caes, incluindo, em situagdes excecionais, primatas nao-humanos.

No entanto, a preocupacdo crescente com o bem-estar animal veio alterar o panorama da uti-
lizacao de animais como modelos para investigacao e para fins pedagdgicos™. Esta preocupagao
remonta ja a 1959, quando William Russell e Rex Burch publicaram o livro Os Principio Huma-
nitdrio da Técnica Experimental®®, pioneiros na formulagdo do principio dos 3 Rs (Replacement,
Reduction and Refinement, em portugués Substituicdo, Reducdo e Refinamento). Este principio é
cientificamente aceite e tem sido implementado na legislacao mundial relativa a experimentacao
animal®”#" e também na legislacao portuguesa, em particular o Decreto-lei 113/2013, respeitan-
te a protecao dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos.

Com o aumento da investigacao a nivel global, registou-se também um incremento no nu-
mero de animais vertebrados utilizados. No entanto, em consonancia com a crescente preo-
cupacao com o hem-estar animal, tornou-se necessario desenvolver ensaios e metodologias
alternativas considerando a necessidade, viabilidade, ética, potencial dano causado e o retorno
da investigacao realizada®. Essas alternativas incluem ensaios in silico (simulagdes computa-
cionais)® e in vitro (realizados em ambiente controlado de laboratdrio)®” contribuindo de forma
relevante na substituicao e na reducao do nimero de animais utilizados>.

Nos dltimos anos, tem havido um interesse cientifico crescente em estabelecer organismos
modelo alternativos para substituir mamiferos e vertebrados superiores, em conformidade com
o ja referido principio dos 3 Rs. Alguns exemplos de organismos modelo alternativos sao a mos-
ca-da-fruta (Drosophila melanogaster)®>, o nemdatodo terrestre (Caenorhabditis elegans)™ e o pei-
xe-zebra (Danio rerio)?3*38 53, Esses organismos oferecem oportunidades valiosas, permitindo
avancos cientificos sem a necessidade de utilizar animais vertebrados de maior complexidade.

Substituicao de roedores por Peixe-zebra nos estudos de teratogénese.
A utilizacao de testes de toxicidade in vivo com roedores tem permitido a avaliacao dos efei-
tos induzidos por téxicos no seu desenvolvimento embriondrio, no entanto, a sua utilizagao
na investigacao fundamental e aplicada tem diminuido® ™. Como alternativa, o peixe-zebra
tem vindo a ganhar destaque devido a semelhanca e conservacao dos seus mecanismos mo-
leculares com os mamiferos, durante a organogénese®. Adicionalmente, a organogénese da
maioria dos 6rgaos do peixe-zebra é concluida até aos 5 dias apds-fertilizacao, muito mais
rapida do que em roedores. Esta rapidez e a comparabilidade dos resultados tém validado o
peixe-zebra como um modelo experimental adequado, resultando num aumento considerdvel
da sua utilizagdo em detrimento do rato (Rattus norvegicus) e/ou do murganho (Mus muscu-
lus). Adicionalmente, o peixe-zebra oferece uma série de vantagens em relacao aos modelos
roedores (TABELA1). Como consequéncia, este organismo tem vindo a ser crescentemente uti-
lizado para estimar o potencial teratogénico de compostos tdxicos em outros vertebrados e em
humanos*>5%8 Num estudo realizado por Jarque et al.34 foram testados 31 compostos e os
resultados mostraram que o peixe-zebra pode ser utilizado para prever a teratogenicidade em
mamiferos, apresentando elevada sensibilidade (94,44%), especificidade (90,91%) e precisao
(87,10%), de forma similar aos roedores.

Apesar do peixe-zebra nao substituir completamente os roedores como modelo para prever
a toxicidade durante o desenvolvimento, é Util para fazer uma estimativa preliminar de terato-

genicidade para muitos compostos e é um 6timo modelo em ensaios ecotoxicoldgicos)'™ 562,
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TABELA 1. Comparacdo entre as caracteristicas do peixe-zebra e roedores®

Caracteristicas

Peixe-zebra

Roedores

Tamanho

Pequeno (3-4 cm)

Relativamente grande em particular
o rato (= 500gr)

Custos de manutencao

Relativamente baixos

Relativamente altos

Requisitos de alojamento

Menas espaco necessario

Ocupa muito espaco

Desenvolvimento

Externo

Interno

Tempo de vida

=3a5anos

=2a4anos

Observacao do
desenvolvimento embrionario

Facilusando uma lupa

Possivel com recurso a ultrassons

Manipulacdo genética

Relativamente facil

Processo dificil

Ciclo experimental

Curto

Longo

Restricdes éticas

Poucas

Bastantes

0 Peixe-zebra como organismo modelo.

O peixe-zebra emergiu como modelo animal a partir da década de 1980°%, principalmen-
te na drea da biologia do desenvolvimento. No entanto, ao longo dos anos, o peixe-zebra
tem-se estabelecido como organismo modelo em diversas areas de investigacao, como
evidenciado na TABELA 2. A sua versatilidade e caracteristicas favordveis tém impulsio-
nado o seu uso em estudos sobre diversos aspetos bioldgicos e fisioldgicos, tornando-o
numa ferramenta valiosa para a compreensao dos mecanismos hioldgicos e a investigacao
de doengas.

TABELA 2. Areas de investigacao que Lsam o peixe-zebra como organismo modelo.

Areas de investigacdo Bibliografia

Kimmel et al. (1995); Briggs (2002); Bailey et al. (2013)

Valle et al. (2020); Choi et al. (2021); Dubey et al. (2022)

Stoletov e Klemke (2008); White et al. (2008); Gamble et al. (2021)

Nagel (2002); Braunbeck et al. (2005); Ribeiro et al. (2023)

Biologia do desenvolvimento

Biomédica

Carcinogénese

Ecotoxicologia

Genética Bandmann e Burton (2010); Crouzier et al. (2021); Choe e Kim (2023)
Neurociéncia Kalueff et al. (2014); Abreu et al. (2020); Gerlai (2022)
Toxicologia Dai et al. (2014); Tanguay (2018); Brito et al. (2022)

D. rerio compartilha muitas caracteristicas com outras espécies de vertebrados, apresen-
tando um plano corporal basico de cordados, incluindo notocorda, neurocranio, células da
crista neural, estruturas epidérmicas definidas, placddios sensoriais e estruturas neurold-
gicas distintas® 444, Estas semelhancas tornam o peixe-zebra um modelo ideal para estu-
dar uma ampla gama de processos hioldgicos, desde o desenvolvimento embriondrio até a
resposta imunoldgica. Permite ainda fazer a microinjecao celular, uma técnica util para in-
troduzir téxicos ou toxinas diretamente no ovo®, e mimetizando a transferéncia parental®®
e que pode ser realizada de forma automatizada™.

Adicionalmente, existem outras vantagens para a utilizacao desta espécie como orga-
nismo modelo na investigacao, como detalhado na FIGURA 1 e discutido em estudos ante-
riores®s".
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FIGURA 1. Esquema com as diversas vantagens da utilizacao do peixe-zebra como organismo modelo, quer como adulto
quer na fase de embriao.

0 genoma do peixe-zebra foi completamente sequenciado e compartilha elevada homolo-
gia genética com os vertebrados superiores, exibindo um grande nimero de caracteristicas
genéticas comuns a outros vertebrados*. Aproximadamente 70% dos genes humanos tém
pelo menos um gene ortdlogo no peixe-zebra, o que evidencia uma importante semelhanca
genética entre as duas espécies. Adicionalmente, as vias de desenvolvimento sao conserva-
das entre o peixe-zebra e o ser humano’ tornando-o particularmente sensivel a compostos
que podem causar efeitos teratogénicos. Estas caracteristicas destacam a adequacao do
peixe-zebra como um modelo experimental para estudar os efeitos de substancias téxicas
e sua potencial influéncia no desenvolvimento embrionario.

Apesar das vantagens do peixe-zebra como organismo modelo na investigacao serem
muitas e aumentarem com o avanco da manipulacao genética, também existem algumas
limitacdes/desvantagens ao seu uso e que devem ser consideradas.

O peixe-zebra é oviparo e os emhrides desenvolvem-se externamente, ao contrdrio dos
organismos placentdrios como os mamiferos?3. Isto faz com que a exposi¢ao aos compos-
tos seja diferente (exposicao direta versus indireta), o que pode levar a variacées na taxa de
absorcao, distribuicao, metabolizacao e capacidade de ativacao do tdxico no peixe-zebra em
comparacao com os mamiferos®. Adicionalmente, a presenca do cérion (FIGURA 2) até as
48 ou 72 horas apés-fertilizacdo®® confere uma barreira contra substancias téxicas com ta-
manho molecular superior a 3000 Da, o que pode dificultar a sua entrada e a exposicao do
embrido. Esta caracteristica pode ser muito Util pois é possivel fazer a desinfecao dos ovos
antes do inicio dos ensaios ou antes da sua transferéncia para outros centros de investiga-
¢ao, permitindo uma melhor seguranca sanitaria minimizando a transferéncia de parasitas,
bactérias, virus ou fungos®""°.

Esta espécie € evolutivamente mais distante em relacao ao Homem do que outros orga-
nismos vulgarmente usados como espécies modelo, como por exemplo os roedores*°. Além
disso, nao possui alguns drgaos e estruturas comparativamente aos humanos, como por
exemplo pulmdes, membros, articulacdes, septo cardiaco, entre outros, o que dificulta a sua
utilizacao em algumas dreas de investigacao. Adicionalmente, a determinacao sexual do pei-
xe-zebra também difere dos mamiferos, uma vez que esta espécie nao possui um cromos-
soma que define o sexo do organismo e possuem um mecanismo de determinacdo sexual

altamente complexo®32.
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FIGURA 2. Estrutura geral do ovo de peixe-zehra, onde se pode observar uminvélucro fino e duro (crion) que confere protecao
e que pode ser uma harreira para as substancias téxicas presentes na dgua®

Teratogénese.

A teratologia é a ciéncia que estuda as alteracdes nos mecanismos subjacentes ao desenvol-
vimento de um embrido ou feto, podendo traduzir-se em modificacdes estruturais (malforma-
¢Ges congénitas) nos organismos vivos. Na maioria dos casos pode estar associada a acao de
um agente quimico (por exemplo, medicamentos, substancias psicoativas, téxicos, entre ou-
tros) ou fisico (por exemplo, radiacao). As definicdes de teratogénese podem incluir alteracdes
bioquimicas, malformacdes, além de defeitos subtis no comportamento, memdria e aprendi-
zagem?®. Assim, torna-se importante a avaliacao dos efeitos teratogénicos que os diversos
compostos podem exercer ao longo das primeiras fases de desenvolvimento do peixe-zebra.

Tipos de malformacdes em embrides de peixe-zebra.

Os ensaios alternativos aos testes de toxicidade de desenvolvimento em animais tém sido
desenvolvidos ao longo dos anos, incluindo o teste de embriotoxicidade em peixe-zebra (Ze-
brafish Embryotoxicity Test — ZET). Em 2013 foram adotadas e validadas as diretrizes da Or-
ganizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) para o teste de toxicida-
de aguda em embriGes de peixe (Fish Embryo Acute Toxicity — FET test), o protocolo n.2 236
(OECD, 2013). Este teste encontrou ampla aceitacao na comunidade cientifica como substituto
aos ensaios agudos com juvenis e adultos, e até provou ter maior sensibilidade em relagao aos
seres humanos do que outros organismos modelo®®.

Alguns estudos tém avaliado a importancia do uso de peixe-zebra para prever o potencial
teratogénico de numerosos compostos téxicos'4>:56.63.66 Estes estudos focam-se essencial-
mente em trés alteracdes durante o desenvolvimento anormal do organismo: mortalidade,
malformacdes e atraso no crescimento®®.

No entanto, existe uma elevada variabilidade entre os parametros avaliados, hem como uma
incoeréncia na nomenclatura utilizada, o que dificulta a comparacao dos resultados entre es-
tudos®®. Assim, torna-se importante padronizar o sistema de classificagao para avaliacao do
desenvolvimento e malformac6es dos embrides e larvas de peixe-zebra, de forma a melhorar
areprodutibilidade e a comparacao entre os diferentes estudos®'.
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Na FIGURA 3, sao apresentados exemplos de algumas malformacoes que podem ser encon-

tradas em larvas de peixe-zebra.

FIGURA 3. Fotografias de larvas de peixe-zebra (D. rerio) com 96 horas apds-fertilizacao (hpf), com desenvolvimento normal

A) Fotografias que mostram larvas com diversas malformac@es. B) Embrido coagulado. C) Larva com auséncia de um olho (ao).
D) Larva com curvatura da cauda (escoliose - esc e lordose - lor) e auséncia de bexiga natatéria (abn). E) Larva com edema

no pericardio (ep) e edema no saco vitelino (esv), esqueleto malformado (em), auséncia de cauda (ac). F) Larva com edema

no pericardio (ep) e no saco vitelino (esv), alteracdes na pigmentacao do olho (apo), curvatura da cauda (lordose - lor).

G) larva com curvatura da cauda (escoliose - esc). H) Larva com microftalmia (m), malformagao na ponta da cauda (mpc),
edema do pericérdio (ep) e do saco vitelino (esv)
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Na TABELA 3 sao apresentadas algumas das metodologias utilizadas em diferentes estudos
para a avaliagao de malformacoes e parametros especificos em peixe-zebra durante diferen-
tes fases do desenvolvimento embriondrio/larval.

TABELA 3. Comparaao entre as caracterfsticas do peixe-zebra e roedores

Artigo Idade Malformagoes/ parametros avaliados

Malformac0es da cabeca, dos olhos, dos otdlitos, na
Weigt et al. (2017) 24,48 e 72 hpf | notocorda, na cauda, e na ponta da cauda, escoliose,
deformacdes no saco vitelino e atraso no crescimento

Medicao do corpo e de todos os 6rgaos, formato,

Van den Bulck et al. (20M) 96 hpf oz N :
posi¢do e aparéncia dos tecidos

Formato do corpo, somitos, notocorda, cauda,

Panzica-Kelly et al. (2010) 120 hpf harbatanas, coracao, cabeca, cérebro e mandibula

Padilla et al. (2011) e
Padilla et al.

Barbatanas, coracao/térax, cabeca, olhos, 6rgaos,

144 hpf cauda/espinha e posicao na coluna de dgua

Classificacao da teratogénese dos compostos.

Além da inexisténcia de padronizagao do sistema de avaliagao dos parametros de teratogéne-
se, muitos estudos nao consideram a severidade dos efeitos avaliados. De forma a ultrapassar
este problema, foi proposto um método quantitativo por Brannen et al. (2010)2, com a atri-
buicao de uma pontuacao de severidade aos diversos parametros de peixe-zebra. No entanto,
este método foi considerado relativamente trabalhoso e moroso.

Panzica-Kelly et al. (2010)*° categorizaram cada parametro avaliado entre 5 e 0,5 (diminui-
¢ao do valor com o aumento da severidade da malformacdo), a excecao do formato do corpo
que foi classificado como normal ou anormal. Contudo, esta gradacao foi considerada inapro-
priada para a andlise das malformacdes nas fases iniciais do desenvolvimento de peixe-zebra,
uma vez que no inicio do ensaio o cdrion dos embrides foi removido. Teixidd et al. (2013)%3 clas-
sificaram as caracteristicas morfolégicas entre 1 e 4. O valor de 4 foi atribuido a caracteristi-
cas desenvolvidas como no periodo de eclosao, o valor de 3 as caracteristicas que atingiram
0 estagio de desenvolvimento do periodo faringeo e o valor de 2 para as caracteristicas que
mostram um estdgio de desenvolvimento como no periodo de segmentacado. Ja o valor de 1foi
atribuido quando as caracteristicas mostraram uma malformacao.

Na gradacao utilizada por Padilla et al. (2011)* e Padilla et al. (2012)*¢ algumas malforma-
¢Ges foram classificadas como presentes ou nao (sistema bindrio) enquanto que outras foram
pontuadas de acordo com a sua severidade de O a 4.

Apds a atribuicao das pontuacdes aos diferentes parametros, estes valores sao utilizados
para definir se o composto testado é considerado teratogénico ou nao, através de um indice de
teratogénese.

De uma forma mais simplista, Padilla et al. (2011)*° e Padilla et al. (2012)*¢ fizeram apenas
a soma dos valores de forma a obter um indice de malformagdes, sem qualquer definicao de
outros resultados. Quanto maior o valor do indice (maximo de 34) maior a capacidade de o
composto induzir malformacoes.

Ainda assim, os valores de severidade dos diferentes parametros foram utilizados de forma a
obter o CL,, (concentragao calculada do composto resultando em 50% de letalidade/mortali-
dade) e o CE, (concentragao do composto que induz metade do efeito maximo) para posterior

definicdo do potencial teratogénico de um composto através do indice de teratogénese. Este
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indice € obtido através do quociente entre CL. /CE_ . Um composto com um indice superiora
é considerado teratogénico, enquanto que indices inferiores a 1 definem o composto como nao
teratogénico induzindo maioritariamente efeitos embrioletais/embriotdxicos>® 3 68,

A proporcao CL,/CE_ € considerada pouco apropriada, uma vez gque mesmo que os efeitos
sejam observados em pontos de tempo anteriores, se o CL_, e/ou CE_ ndo forem atingidos no
periodo de exposicao, os compostos sao automaticamente classificados como nao teratogéni-
cos. Desta forma, os estudos de Panzica-Kelly et al. (2010)%°, Hermsen et al. (2011)*' e Beekhui-
jzen et al. (2015)™ definem o CL,, (concentracao calculada do composto resultando em 25% de
letalidade/mortalidade) e o nivel sem efeitos adversos observaveis (NSEAO — do inglés no-ob-
served effect level (NOEL), e obtém o indice de teratogénese através do quociente entre CLZS/
NSEAO. Compostos com indice superior a 10 sao classificados como teratogénicos enquanto
que compostos com indices inferiores a 10 sao classificados como nao teratogénicos.

Consideracoes finais.

O peixe-zebra é um modelo animal alternativo e complementar para a substituicao do uso de
roedores e outros modelos vertebrados, nomeadamente para o estudo de desenvolvimento
embriondrio. O embrido (semitransparente) é considerado um bom modelo para a avaliacao
dos potenciais efeitos tdxicos de substancias teratogénicas, embora apresente diferencas e li-
mitacdes em relacao ao desenvolvimento embrionario dos roedores. Apesar do aumento con-
siderdvel da sua utilizacao na investigacao do desenvolvimento embriondrio, verificou-se uma
elevada variacao entre os parametros avaliados nos diferentes estudo, bem como nomencla-
turas diferente para malformacoes semelhantes. No entanto, o estudo de embrides de D. rerio
¢ importante cumprindo com o principio Reducao/Substituicao (é também um alternativa aos
testes agudos realizados com juvenis e adultos), com a legislacdo em vigor (DL:113/2013) e a
preocupacao da comunidade em geral, dos organismos e entidades oficiais que regulam e es-
tudam este tema.
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