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UTILIZACAO DO ZEBRAFISH (Danio rerio) COMO MODELO ANIMAL
ALTERNATIVO DE ESTUDO PARA DIABETES MELLITUS 2: UMA REVISAO DE
LITERATURA

Gislanya Eufrasio Carvalho®, Amanda Karine de Sousa?.
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo discutir a utilizagdo do Zebrafish (Danio rerio) como
modelo animal alternativo de estudo para o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Trata-se de uma
revisdo de literatura, descritiva, com abordagem quantitativa e qualitativa. Foi realizada
através de artigos da plataforma PubMed, tendo sido feita uma triagem entre quatro
plataformas (PubMed, Scielo, LILACS e BVS) para avaliar qual possuia mais artigos,
utilizando os descritores Zebrafish e Diabetes, utilizando publica¢cdes nos idiomas portugués,
inglés e espanhol, dos Gltimos 10 anos, empregando o moderador booleano “and”. Foram
descartados os trabalhos em que ndo foi possivel obter acesso ou que fossem revisdo de
literatura. Na busca foram encontrados 649 artigos, obedecendo aos critérios estabelecidos,
estes trabalhos passaram por trés etapas de selecdo: a exclusao a partir do titulo, a leitura do
resumo e o acesso ao trabalho na integra. Resultando em 20 artigos selecionados, sendo esta a
quantidade de artigos utilizados para elaboracdo desse estudo. Os estudos abordaram o
Zebrafish (ZF) de diversas formas, como por exemplo através da manipulacdo génica, dieta
induzida, testagem de novas drogas, bem como o estudo da regeneracdo celular, possuindo
ampla plasticidade, mostrando que esse modelo é viavel em diversas abordagens para o
estudo do diabetes. O ZF se destaca como um modelo promissor em relacdo aos roedores,
tendo grandes vantagens em sua utilizacdo, sendo uma boa alternativa para preceder testes em
mamiferos, barateando o custo de diversos estudos e facilitando a descoberta de informacdes
importantes acerca do diabetes mellitus 2.

Palavras-chave: Danio rerio. Diabetes mellitus. Modelo animal. Zebrafish.

USE OF ZEBRAFISH AS AN ALTERNATIVE ANIMAL STUDY MODEL FOR
DIABETES MELLITUS 2: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT

The study aimed to discuss the use of Zebrafish (Danio rerio) as na alternative animal study
model for type 2 diabetes mellitus (T2DM). This is a descriptive literature review with a
quantitative and qualitative approach. It was performed using articles from the PubMed
platform, with a screening between four platforms (PubMed, Scielo, LILACS and BVS) to
assess Which had more articles, using the keywords Zebrafish and Diabetes, using
publications in Portuguese, English and Spanish, of the last tem years, employing the boolean
moderator “and”. Papers in which it was not possible to obtain access or that were a literature
review were discarded. In the search, 649 articles were found, obeying the established criteria,
these works went through three selection stages: exclusion based on the tittle, reading the
abstract and access to the work in full. Resulting in 20 selected articles, this being the number
of articles used to prepare this study. The studies addressed the Zebrafish (ZF) in different
ways, such as through gene manipularion, induced diet, testing of new drugs, as well as the
study of cell regeneration, having ample plasticity, showing that this model is viable in
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different approaches to the study of diabetes. ZF stands out as a promising model in relation
to rodents, having great advantages in its use, being a good alternative to precede tests in
mammals, lowering the cost of several studies and facilitating the discovery of importante
informations about type 2 diabetes mellitus.

Keywords: Danio rerio. Diabetes mellitus. Animal model. Zebrafish.

1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é considerada uma das quatro principais doencas nao
transmissiveis no mundo. Existem diversos tipos de diabetes mellitus, como o diabetes tipo 1,
tipo 2 e gestacional. O tipo 2 (DM2) estd bastante relacionado com a hiperglicemia,
inflamacdo e estresse oxidativo induzido por hiperglicemia, fatores que podem ser
ocasionados devido a predisposic¢do genética e/ou, principalmente, ao estilo de vida sedentério
(OGUNTIBEJU, 2019; ZHENG; LEY; HU, 2018).

Grande parte das descobertas terapéuticas para o DM foram feitas através de estudos
utilizando animais, sendo os mamiferos os que mais se destacam, como 0s primatas e 0S
roedores. Sua utilizagdo é de grande importdncia para validar e otimizar terapias
medicamentosas a fim de detectar e minimizar potenciais efeitos adversos e toxicidade
indesejada, protegendo os voluntarios de estudos clinicos consecutivos (KLEINERT et al.,
2018).

Para o estudo desta doenca, o ZF (Danio rerio), pequeno peixe tropical de dgua doce,
é¢ um modelo que vem sendo bastante utilizado, nesta e em outras areas de pesquisa. Ja
existem estudos sobre sua utilizacdo para avaliar a biocompatibilidade de nanoparticulas, a
toxicidade de metais e 0 desenvolvimento de doencas infeciosas, além de argumentar sobre
disturbios na hematopoiese e outras alteracdes fisiologicas (CARTNER et al., 2019; HAQUE;
WARD, 2018; GORE et al., 2018; ROSOWSKI et al., 2018).

Esse modelo permite a utilizacdo tanto de suas larvas como de seus embribes, sendo
bastante semelhante a outros vertebrados quando se trata de sinalizacdo molecular,
composicdo genética e conformacdo de tecidos e 0Orgdos, bem como no
neurodesenvolvimento. No Brasil, o Zebrafish vem sendo bastante utilizado, principalmente
nas areas de neurociéncia, farmacologia e ecologia (D’AMORA; GIORDANI, 2018;
TRIGUEIRO et al., 2020).

Como modelo animal alternativo, o Zebrafish vem sendo cada vez mais utilizado para
estudos relacionados ao diabetes. Este modelo possui varios métodos de inducédo
hiperglicémica em espécies modificadas geneticamente ou ndo. Além disso, tem uma grande

capacidade de modelar doencas metabdlicas, possuindo mecanismos fisiometabolicos
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semelhantes aos humanos, tendo grande capacidade de se tornar um modelo importante para
investigacdo de danos causados pelo DM2 (SALEHPOUR et al., 2021; WIGGENHAUSER,;
KROLL, 2019).

Dessa forma, o Zebrafish possibilita acelerar o processo de pesquisa, devido a diversas
caracteristicas, principalmente ao fato de ter seu genoma totalmente sequenciado, um rapido
desenvolvimento e a facilidade de sua manipula¢do genética, que associado com a inovagdo e
o0 aperfeicoamento de técnicas moleculares, permitira que este continue como um importante
modelo biomédico de pesquisa, de forma frequente relacionada ao diabetes mellitus 2
(SALEHPOUR et al., 2021; TEAME et al., 2019).

Apesar de sua semelhanga fisiometabdlica aos humanos e seus diversos beneficios,
ainda € um modelo relativamente novo e desconhecido. Possui como vantagem o fato de ser
mais econdmico, permite a utilizacdo em diferentes fases de vida e possui uma alta
reprodutibilidade, além de possibilitar a visualizacdo de determinados resultados de forma néao
invasiva. Tais caracteristicas permitem ao ZF se encaixar ao principio dos 3R’s (do inglés
Replacement, Reduction and Refinement, que em portugués denomina-se Substituicao,
Reducdo e Refinamento), que por meio de acGes éticas e financeiras, atua na substituicdo de
alguns animais, utilizacdo de uma menor quantidade destes e realizacdo de métodos que
minimizem a dor, buscando o melhor bem-estar animal (RUSSELL; BURCH, 1959). Assim,
objetivou-se com este estudo discutir a utilizacdo do Zebrafish (Danio rerio) como modelo

animal alternativo de estudos para o diabetes mellitus 2.

2 DESENVOLVIMENTO

Trata-se de uma revisdo de literatura, descritiva, com abordagem quantitativa e
qualitativa. A coleta dos dados foi feita a partir de artigos cientificos disponiveis na base
de dados do PubMed, foram utilizadas publicac6es cientificas dos ultimos 10 anos (2011 a
2021). Na busca foram utilizados os seguintes descritores: Zebrafish e Diabetes, utilizando
o moderador booleano “and”. Foi feito 0 uso de publica¢des nos idiomas inglés, portugués
e espanhol. Dentre os materiais analisados foram utilizados artigos de revistas, jornais e
periddicos.

Foram inclusos no presente estudo, trabalhos que abordam a forma como o
Zebrafish é utilizado como modelo de estudos para o diabetes e a selecdo foi realizada a
partir de trés etapas: inicialmente pelo titulo, posteriormente a leitura do resumo e por

altimo, o acesso aos trabalhos selecionados na integra. Foram exclusos os artigos que nao



foi possivel acessar o trabalho completo ou que se tratasse de revisdo de literatura.
Posteriormente, os dados numéricos foram tabulados utilizando o Microsoft Office Excel®
versdo 2013 e expressos em graficos e tabelas, com auxilio do software GraphPad
Prisma® versdo 5.3.

Foi realizada uma comparacdo entre quatro tipos de bases de dados (Scielo,
PubMed, BVS Brasil e LILACS), a fim de avaliar qual possuia maior quantidade de artigos
disponiveis.

Grafico 1. Comparativo entre as quantidades de artigos encontrados em diferentes
bases de bancos de dados utilizando os filtros de idioma e ano.
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Fonte: Prépria autora

A partir do grafico 1, nota-se que a plataforma PubMed é a que contém maior
quantidade de artigos de interesse para o presente estudo, com base nos critérios pre-
estabelecidos. A PubMed possui 649 artigos, o Scielo 1, o BVS Brasil 371 e o LILACS 1
artigo, justificando a escolha pela plataforma PubMed.

A partir dos 649 artigos encontradas realizou-se uma leitura inicial do titulo,
averiguando quais se encontravam dentro do tema abordado, nesta primeira selecdo foram
excluidos 325, ja pela leitura do artigo eliminou-se mais 239, e por ultimo, a leitura do
trabalho na integra excluiu 61 artigos, além disso, ndo foi possivel acessar 4 artigos, restando
por fim, 20 artigos.

Através destes artigos, foram observadas diversas contribuicdes que estudos
realizados através do Zebrafish proporcionam. Pesquisas realizadas por Kimmel et al.
(2015) utilizaram Zebrafish mutante pdx1 (gene associado ao aumento na susceptibilidade
ao DM2) para caracterizar o desenvolvimento e fungdo de suas ilhotas pancreaticas,

relatando que tal linhagem mutante se adequa a estudos de monitoramento in vivo de



estagios iniciais de patologias induzidas pela hiperglicemia. Tal informagdo se confirma
em Ali et al. (2020), que utilizaram a linhagem mutante pdx1 para observar alteractes
vasculares precoces da retinopatia diabética (RD), tornando o Zebrafish um modelo
valioso para complementar estudos com roedores e pesquisas de novos alvos terapéuticos
para o tratamento precoce e tardios da RD.

A mutacdo é uma forma comum para utilizacdo do Zebrafish. Em Mullapudi et al.
(2018), foi desenvolvido uma linhagem desprovida de sinalizagdo de insulina (gene ins e
insh) através da técnica de CRISPR/Cas9, obtendo resultados de auséncia de insulina e
aumento de glicose total em mutantes ins, corroborando para uma concluséo de que o tal
gene é crucial para a homeostase metabolica e sobrevivéncia, abrindo assim novos
caminhos para a criacdo de novas terapias.

Em Facchinello et al. (2017) foram produzidos Zebrafish TCF712, também
mutantes, associando esse gene a maior susceptibilidade de desenvolver o DM2. Tal gene
¢ bastante expresso no péancreas exocrino, sendo este modelo caracterizado pela
hiperglicemia, defeitos vasculares e pancreaticos e regeneracdo diminuida, comprovando o
efeito pleiotrépico do gene TCF712 e sua ligacdo com a patogénese do DM2, permitindo
que o ZF seja uma 6tima ferramenta de triagem no futuro.

Outra forma de utilizar o ZF como modelo para 0 DM2 € atraves de dietas
induzidas. Em Wang et al. (2013) foi induzida uma dieta rica em colesterol e alta
exposicdo a glicose a fim de identificar complicacfes vasculares diabéticas. Isso induziu
um metabolismo diabético nos peixes, gerando anormalidades vasculares como danos as
células endoteliais, acimulo de lipideos nos vasos e infiltracdo de células inflamatorias,
além da diminuicdo da velocidade do fluxo sanguineo, que foi possivel observar através de
técnicas de fluorescéncia. Tais resultados sugerem o ZF como modelo para vasculopatia
diabética, podendo refletir mudancas similares a dos modelos mamiferos pré-existentes.

Ja em Zang; Shimada; Nishimura (2017) foram utilizados alimentos para peixes
comercialmente disponiveis, alimentando-os de maneira excessiva. Foram observados
aumento na glicemia em jejum e na producdo de insulina, demonstrando uma diminuida
tolerancia a glicose, além de um aumento na massa § celular em resposta a hiperglicemia.
Foi também sequenciado 0 RNA dos peixes, descobrindo vias comuns ao DM humano no
perfil de expressdo génica do hepato-pancreas do Zebrafish, permitindo a elucidacdo de
mecanismo iniciais do DM2, provando-o como modelo util para descoberta de drogas

baseadas em fendtipos.
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Chhabria et al. (2020) e Chhabria et al. (2019) comentaram acerca da utilizacdo do
Nitroprussiato de sédio (NPS) doador de 6xido nitrico (ON) e sua atuacdo na parte
neurovascular relacionado ao diabetes utilizando um modelo de Zebrafish.

Tabela 1. Comparacdo dos trabalhos de Chhabria et al. (2019) e Chhabria et al. (2020).

. ACHADOS
AUTOR TITULO
IMPORTANTES
CHHABRIA et al. The effect of |- Exposicdo crbnica a
(2020). hyperglycemia on | glicose no ZF prejudicou a

neurovascular coupling
and cerebrovascular
patterning in Zebrafish

padronizacdo dos vasos
sanguineos tectais e o0
acoplamento
neurovascular;

- O NPS doador de oxido
nitrico resgatou os efeitos
adversos dessa exposicéo;

- Os deficits causados pela
diabetes no ZF sdo
revertidos ou diminuidos
pelo NPS doador de ON;

CHHABRIA et al.

(2019).

Sodium  nitroprusside
prevents the detrimental
effects of glucose on the

- Exposicdo a glicose
prejudicou a producdo de
ON vascular, prejudicando

neurovascular unit and
behaviour in Zebrafish

0 endotélio tectal;

- Os ZF possuiam reducéo
na preferéncia pela luz;

- NPS como possivel
tratamento para disfuncao
neurovascular associada ao
diabetes

Fonte: Prépria autora

Como é observado na tabela acima, Chhabria et al. (2020) demonstraram o dano
neurovascular ocasionados em ZF transgénicos e observaram a possibilidade de reversao
desses danos quando utilizado um doador de 6xido nitrico, o NPS. Seus resultados
sugerem que os defeitos neurovasculares e cerebrovasculares causados pelo diabetes
podem ser trataveis por drogas como o NPS. Em Chhabria et al. (2019), essa hipdtese de
reversdo do NPS foi testada, obtendo resultados de que o nitroprussiato de sédio doador de
oxido nitrico reverte as consequéncias negativas da hiperglicemia na anatomia e padrfes
neurovasculares.

O ZF também ja é utilizado para triagem de novas drogas. Em Carnovali et al.
(2019) a liquiritigenina (LTG) foi testado para avaliacdo de sua agdo antidiabética. Nesse

estudo, os resultados indicaram que o LTG preveniu de forma significativa o inicio da



hiperglicemia em um periodo de tratamento de 4 semanas, além de prevenir o aumento de
produtos da glicagdo avancada e paratormdnio, resultando em uma menor perda 6ssea em
peixes tratados quando comparados aos ndo tratados, confirmando o LTG como uma
abordagem terapéutica natural promissora.

Em Delgadillo-Silva et al. (2019), foi desenvolvido um modelo de ZF de
inflamacdo de ilhotas pancreéticas através da interleucina-1p, que prejudica a fungdo e
identidade das células B, para testagem da fungdo protetiva da Wedelolactona nessas
células. Em seus resultados, obteve-se que o derivado da planta medicinal
(Wedelolactona) foi capaz de reduzir a infiltragdo de células imunoldgicas e a inflamacéo
nas células B, além de melhorar o fen6tipo hiperglicémico do ZF.

Em Oyelaja-Akinsipo; Dare; Katare (2020) foi estudada a capacidade de redugéo
de glicose e neuroprotecdo da diosgenina (DG) em modelo diabético (tipo 2) com dano
cerebral em Zebrafish induzido por hiperglicemia. A DG diminuiu a concentracdo de
glicose, melhorou o peso e padréo de crescimento, além de suprimir a inflamagéo, tendo
também efeitos antioxidantes e capacidade ansiolitica.

Em relacdo ao diabetes, os modelos de ZF possuem variadas possibilidades, sendo
utilizado para avaliar sua funcdo como fator de risco de AVC e declinios cognitivos, 0
prejuizo nas células [ pancredticas ocasionadas devido a exposicao ao bisfenol A e
bisfenol S, que implicam no desenvolvimento do diabetes, e investigacdo do ZF como
modelo promissor para inflamacéo, toxicidade e expressdo génica sob o efeito do diabetes
mellitus tipo 2 (CHAVDA et al., 2021; GYIMAH et al., 2021; MOHAMMADI et al.,
2020).

A resisténcia a insulina também é um parametro avaliado através de modelos
utilizando o Zebrafish. Em Maddison et al. (2015) foi desenvolvido um modelo de ZF
resistente a insulina a fim de compreender os eventos que ocorrem desde a resisténcia até a
instalacdo do diabetes, sendo Util para descoberta de novas estratégias de prevencao da
doenca; em Nam et al. (2021) essa utilidade atribuida ao Zebrafish foi testada, verificando
que este € um modelo que demonstrou que o efeito das drogas resistentes a insulina tém
efeitos significativos tanto nos peixes como em humanos, comprovando o valor do ZF
como modelo insulinorresistente e para selecdo de drogas.

Nos estagios consequentes da doenca, hd uma significativa redugdo na massa de
células B, seja devido a apoptose ou a desdiferenciacdo em um estadgio mais imaturo. Isso
torna necessario estudos acerca da regeneragdo P celular (KARAMPELIAS et al., 2021).

Em Ghaye et al. (2015), através de um novo cromossomo bacteriano artificial transgénico,

11
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nkx6.1 e ascllb, foi possivel definir que células nkx6.1 positivas ddo origem a todos os
tipos de células pancreéticas, ja células ascll-b positivas ddo origem a qualquer tipo de
célula enddcrina no embrido do Zebrafish. Foi visto também que a ablacdo das células
estimula a proliferagdo de células ductais e sua diferenciacdo em células produtoras de
insulina, além de identificar que essas células possuem capacidade regenerativa, trazendo
uma nova Visao sobre regeneracdo em modelos mamiferos.

Lee et al. (2013) afirmam que a descoberta de novos farmacos para o tratamento do
diabetes possivelmente €é facilitada com a utilizacdo de uma triagem répida para
identificacdo de novos compostos semelhantes a insulina. Foi realizado um estudo que
desenvolveu um sistema baseado no monitoramento direto do efluxo de glicose, sendo util
para analise toxicologica concomitante a medicamentos antidiabéticos. Desta forma, este
modelo rapido e barato pode melhorar a descoberta de farmacos para o diabetes,
antecedendo a utilizacdo de modelos roedores comparativamente mais caros.

Desta forma, observa-se que o Zebrafish possui um papel lider em estudos
relacionados a regeneracéo e percep¢do de varios mecanismos subjacentes ao diabetes, tendo
como principais vantagens a sua manutencdo de baixo custo e tamanho diminuido que resulta
em uma diminuicdo no or¢camento, a grande fecundidade que permite uma ninhada ampla, a
claridade optica que possibilita uso de técnicas de imagem ndo invasiva, compreensao do seu
genoma e por fim, os aspectos éticos que possuem menos obstaculos quando comparado aos
modelos atualmente usados. Portanto, o Zebrafish serda um modelo importante para realizacéo

de estudos para tratamentos personalizados acerca do diabetes (ARJMAND et al., 2020).

3 CONCLUSAO

Através dos estudos abordados foi possivel observar uma ampla utilizacdo desse
modelo, de formas diversas. Esses estudos abordaram métodos através da inducdo genética e
alimentar, da triagem de novas drogas, como a testagem da funcdo neuroprotetora de
substancias e suas acOes antidiabéticas, da relacdo entre substancias e outras doengas com a
patogénese do DM2, bem como através de modelos de resisténcia a insulina e regeneracgdo f3
celular, conferindo ao ZF uma alta plasticidade e ampla capacidade de aplicacdo para diversas
situacoes.

Em suma, os autores convergem para a opinido de que o modelo do ZF é bastante
favoravel para novas pesquisas, apresentando vantagens como transparéncia corporal e

tamanho reduzido, permitindo o barateamento das pesquisas, € abranger uma area da pesquisa
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do DM2 que estd muito procurada: a regeneracdo celular. Desta forma, o ZF é uma 6tima
alternativa para preceder os testes em mamiferos e roedores, minimizando a utilizacdo destes
e facilitando o foco para diversas pesquisas que propiciam o beneficio a salde humana,
incluindo sobre o diabetes.
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