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RESUMO:

Esse trabalho consiste em uma revisao de literatura que visa enfatizar a importancia do
Zebrafish (Danio rerio) como um importante modelo comportamental e bioquimico na
ciéncia moderna. O Zebrafish (Danio rerio) é conhecido popularmente como paulistinha,
pertence a familia Cyprinidae, sendo um pequeno peixe teledsteo que mede de 3 a 4 cm,
tipico de agua doce que vem sendo utilizado como animal de experimentagdo para estudo de
varias doencas humanas devido a facilidade de manejo, reproducdo, manutencao. O Zebrafish
vem atraindo bastante a comunidade cientifica, por constituir um excelente modelo
experimental para estudos comportamentais, genéticos e toxicoldgicos bem como estudar
mecanismos de diversas doencas humanas e testar novos agentes terapéuticos. O Zebrafish é
bem aceito para desenvolver modelos experimentais de depressdo, ansiedade, memoria e para
novos testes terapéuticos. Entre os organismos modelo de vertebrados, esse modelo animal é
adequado para a geracdo rapida de linhas mutantes direcionadas a sequéncia, caracterizacao
de fendtipos, incluindo padrdes de expressdo génica, e geracdo de modelos de doengas
humanas. Varias pesquisas, na atualidade, nos mais variados campos da ciéncia, utilizam o
Zebrafish como um modelo experimental. Observa-se também que o Zebrafish (Danio Rerio)
surgiu como um poderoso sistema de modelo de neurotoxicidade que pode acelerar a
avaliacdo de perigos quimicos e pode ser usado para extrapolar os efeitos neurotoxicos que 0s
produtos quimicos tém em humanos. Dado que muitos processos cerebrais sdo bastante
parecidos com o do ser humano, é possivel utilizar o peixe para o estudo de diversas
neuropatologias, principalmente se associado a genética, onde um exemplo é a inducgdo de
doencgas neurodegenerativa para o estudo da doenga de Alzheimer e doenca de Parkinson.
PALAVRAS-CHAVE: Zebrafish, Modelo Animal, Bioquimica, Doencas Degenerativas,
Tratamentos.
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ABSTRACT: Zebrafish (Danio rerio) is popularly known as paulistinha in Brazil, belonging
to the Cyprinidae family, being a small teleost fish that is 3 to 4 cm long, typical of fresh
water that has been used as an experimental animal for the study of various human diseases
due to ease of management, reproduction, and maintenance. Zebrafish has been attracting the
scientific community in recent years because it is an excellent experimental model for
behavioral, genetic and toxicological studies, as well as studying mechanisms of various
human diseases, and testing new therapeutic agents. Zebrafish is well accepted to develop
experimental models of depression, anxiety, memory, and for new therapeutic tests. Among
vertebrate model organisms, the zebrafish is suitable for rapid generation of sequence-directed
mutant lines, characterization of phenotypes, including gene expression patterns, and
generation of models of human diseases. Several researches in different areas of science use
zebrafish as an experimental model. It was observed that zebrafish (Danio Rerio) has emerged
as a powerful neurotoxicity model system that can accelerate the assessment of chemical
dangers, and can be used to extrapolate the neurotoxic effects that chemicals have on humans.
Many brain processes are very similar to that of humans, being then possible to use Zebrafish
for the study of various neuropathologies, especially if associated with genetics, where one
example is the induction of neurodegenerative for the study of Alzheimer's disease.

KEYWORDS: Zebrafish, Animal Model, Biochemistry, Degenerative Diseases, Treatments.
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1. INTRODUCAO

O Zebrafish (Danio rerio) é conhecido popularmente como paulistinha, pertence a
familia Cyprinidae, sendo um pequeno peixe teledsteo que mede de 3 a 4 cm, tipico de agua
doce que vem sendo utilizado como animal de experimentacdo para estudo de varias doencas
humanas devido a facilidade de manejo, reproducdo, manutencdo (SCHNEIDER et al., 2009).

O Zebrafish vem atraindo bastante a comunidade cientifica, por constituir um
excelente modelo experimental para estudos comportamentais, genéticos e toxicoldgicos bem
como estudar mecanismos de diversas doengas humanas e testar novos agentes terapéuticos
(SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012).

O Zebrafish surgiu como uma espécie modelo utilizado em pesquisa translacional em
varias areas da neurociéncia, incluindo transtornos depressivos devido a sua homologia
fisiolégica (neuroanatdmica, neuroenddcrina, neuroquimica), fenétipos robustos e alta
produtividade em cativeiro. O Zebrafish é bem aceito para desenvolver modelos
experimentais de depressdo, ansiedade, memdria e para novos testes terapéuticos (FONSEKA
et al., 2016). Entre os organismos modelo de vertebrados, Zebrafish sdo adequados para a
geracdo rapida de linhas mutantes direcionadas a sequéncia, caracterizacdo de fendtipos,
incluindo padrdes de expressdo génica, e geracdo de modelos de doencas humanas (HOWE et
al., 2017).

Vérias pesquisas, na atualidade, nos mais variados campos da ciéncia, utilizam o
Zebrafish como um modelo experimental. Dentre os quais podemos citar estudos de novos
insights sobre o0s primeiros mecanismos da epileptogénese da sindrome de Dravet
(TIRABOSCHI et al., 2020). Possui sistema modelo atraente para estudo de doencas
metabolicas devido a conservacdo funcional no metabolismo lipidico, biologia adiposa,
estrutura do pancreas e homeostase da glicose.

Também é adequado para a identificacdo de novos alvos associados aos riscos e ao
tratamento de obesidade e diabetes em humanos (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).
Pesquisas de CACNA2D4 mostram disfuncdo de cone leve, que ndo foi associada a sinais de
degeneracdo da retina. Portanto, o Zebrafish € um adequado modelo para estudar os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a disfuncdo CACNA2D4 em humanos (SCHLEGEL
etal., 2019).



Além disso, Zebrafish adulto conquistou seu lugar entre os modelos animais de
tuberculose, pois possui imunidade adaptativa ativada por recombinacdo, podendo causar
infeccdo aguda ou uma doenca crdnica progressiva com contencdo de micobactérias em
granulomas (MEIJER, 2016).

Isso tem contribuido para novos insights sobre os métodos impulsionados por
micobactérias, mecanismos que promovem a formacdo de granuloma, o papel duplo da
inflamacédo, os mecanismos de morte celular de macrofagos que favorecem a progressdo da
doenca e o papel protetor do hospedeiro da autofagia. Como resultado, os modelos de
Zebrafish sdo agora cada vez mais usados para explorar estratégias de terapia adjuvante da
tuberculose com drogas dirigidas ao hospedeiro (MEIJER, 2016).

Observa-se também que o Zebrafish surgiu como um poderoso sistema de modelo de
neurotoxicidade que pode acelerar a avaliacdo de perigos quimicos e pode ser usado para
extrapolar os efeitos neurotdxicos que os produtos quimicos tém em humanos (D’AMORA;
GIORDANI, 2018).

Seus embrides e larvas sdo convenientes para a triagem de alto rendimento de
produtos quimicos, devido ao seu tamanho pequeno, baixo custo, facil manejo e transparéncia
e possuir homdlogos a outros vertebrados de ordem superior em termos de processos de
sinalizacdo molecular, composi¢des genéticas e estruturas de tecidos / 6rgdos, bem como
neurodesenvolvimento (D’AMORA; GIORDANI, 2018).

Um dos grandes sucessos do Zebrafish é quanto sua utilizacdo em estudos de doencas
neurodegenerativas, pois estruturalmente o sistema nervoso central do peixe é similar ao dos
mamiferos, com similaridade nos sistemas, receptores e metabolismo de neurotransmissores.

Estudos demonstram que mutacbes levam ao aparecimento de comportamento
antinatural do peixe semelhante ao humano em transtorno depressivo, restabelecendo seu
comportamento natural apds o tratamento com drogas antidepressivas, além de apresentar
comportamento depressivo apés estresse crénico (KALUEFF et al., 2014), sendo de grande
relevancia nos estudos de Doenca de Parkinson (DP) (SOUZA et al., 2011).

Essa revisdo de literatura tem como objetivo enfatizar a aceitabilidade do uso do
Zebrafish como modelo comportamental e bioquimico de sucesso na ciéncia moderna,
trazendo exemplos de estudos comprovados sobre o uso do mesmo nas mais variadas
pesquisas nas areas de neurociéncias, tais como estudos de depresséo e ansiedade, estudos de
doencas metabdlicas, pesquisa de desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, dentre

outras estudos.



2. METODOLOGIA

A metodologia utilizada foi uma revisdo narrativa de carater qualitativa conforme os
critérios a seguir. Os artigos foram pesquisados nas bases da Pubmed, Portal Regional da
BVS e Scielo, com os respectivos descritores: Parkinson Disease, etiology, Zebrafish, animal
models e zebrafish in genetics, utilizando as seguintes String “AND”, o periodo selecionado
foi de 2002 a 2021. Encontrou se, 138 artigos os quais selecionados de acordo com 0s
critérios da tabela 1, ap6s a leitura dos titulos, resumos e palavras-chave, descartou-se 40
artigos por ndo se encaixarem nos critérios. Apos a leitura completa dos 98 textos, 28 ndo se
encaixavam no tema, ficando apenas 70. Por fim foi feito o estudo e resumo dos artigos
encontrados e selecionados para a escrita do presente trabalho.

Tabela 1 — Critério de inclusdo e exclusao

Critérios de inclusao

Serdo incluidos trabalhos publicados e disponiveis integralmente nas bases de dados
cientificas.

Serdo incluidos trabalhos publicas entre os anos de 2002 a 2021.

Serdo incluidos trabalhos que abordem as patologias j& estudadas em Zebrafish.

Criterios de excluséo

Aqueles que ndo abordam no seu resumo, titulo ou palavras-chave o Zebrafish.
Utilizem outro animal que n&o seja o Zebrafish como modelo de estudo.

Fonte: Produzida pelo autor

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ZEBRAFISH
O Zebrafish (Danio rerio) é um peixe de agua doce, com habitos noturnos, originario

do Sul da Asia e possui boa adaptagdo para a criagdo em cativeiro. Além de facil manutenco,
0 Zebrafish possui uma alta taxa reprodutiva (média de 200-300 ovos a cada trés dias), a
fecundacdo é externa, e o embrido é transparente, com desenvolvimento rapido, sendo a
evolucdo do estado ovo para o estado larval no intervalo de 48 a 72 horas, e em trés meses
torna-se adulto, com um ciclo médio de vida de até quatro anos (SILVEIRA; SCHNEIDER,;
HAMMES, 2012).

A utilizacdo do Zebrafish para estudos biomédicos remonta ao inicio do século XX na
década de 30, onde foi estudado no desenvolvimento embrionario. Nos anos subsequentes, a
pesquisa no campo da genética e o descobrimento de novas ferramentas para conducdo de

anormalidade no organismo vivo, em 6rgdos, sistemas complexos, tipos de células especificas
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e no processo de formagéo do sistema nervoso central, possibilitaram o entendimento das suas
origens e funcdes a partir do modelo experimental (GRUNWALD; EISEN, 2002).

O Zebrafish atualmente vem sendo bastante utilizado como modelo genético
favoravel, isso se da por seu genoma ser suficientemente parecido com o do ser humano
associado com sua capacidade de rapida reproducdo, o que possibilita uma grande taxa de
testes com uma confiabilidade aceitavel (D’AMORA; GIORDANI, 2018). Muitos estudos
demonstram mudancas genéticas no peixe, conseguindo mutacGes para diversos fins, como a
inducdo de patologias, principalmente em carater neural (GAO et al., 2017; LEE et al., 2021).

Nas neuropatologias, essas indugGes na maioria das vezes sdo ocasionadas na
mudanca de um gene que afeta de alguma forma a producdo de determinado
neurotransmissor.

Essas inducbes também podem estar associadas a outros fendmenos, como a
infiltracdo de células imunoldgicas e producdo de citocinas no cérebro, gerando uma
neuroinflamacdo, interferéncia em processos metabdlicos ou até mesmo alterar a comunicagdo
de nervos especificos, como o vago (GAO et al., 2017; LEE et al., 2021).

Desde a sua utilizacdo por Straisinge, 0 animal ganha cada vez mais espago como
modelo para estudo biomédico. Na década de 1970 ele foi usado como modelo homozigoto
diploide apenas com os cromossomos de origem materna para verificar mutacdes de carater
recessivo. Straisinge em 1972 produz embrides haploides através do método com utilizacdo
de radiacdo ultravioleta (GRUNWALD; EISEN, 2002).

O acumulo de pesquisas utilizando o Zebrafish culminou com o inicio do ano 2001, a
partir de estudos sobre o mapeamento genético. Naturalmente no ano 2013 foi concluido a
sequenciamento genético, demonstrando possuir cerca de 70% de genes ort6logos aos
contidos no genoma humano, esses genes sao oriundos de uma especiacdo a partir de um
ancestral comum entre as duas espécies. Sabendo que os fatores genéticos estdo associados a
doencas humanas, foram identificados 2.601 genes ortélogos aos genes ligados a
enfermidades humanas, um percentual superior a 80% (HOWE et al., 2013).

E notéria a importancia do uso do Zebrafish como organismo experimental de
pesquisas cientificas, sendo utilizado em inumeras areas como neurofisiologia, pesquisas
genéticas, moleculares e comportamental, além de aplicacGes na industria farmacéutica, com
objetivo de acelerar o processo de testes de novas drogas (FONSECA, 2018).

Em estudos comportamentais, por exemplo, o Zebrafish se destaca na andlise da

resposta de medo e condigdes psicopatoldgicas como a ansiedade, devido a sua conservagdo



genética e comportamentos caracteristicos, sendo um modelo bem estabelecido em pesquisas
neurocomportamentais (QUADROS et al., 2021).
3.1.1. Manipulacgdo genética

O zebrafish possui uma série de caracteristicas que o torna um modelo frequentemente
utilizado em pesquisas bioldgicas. O desenvolvimento répido (passam por todas as fases
embrionarias em 72 horas, partindo do estado ovo, para o estado larval), embriGes
transparentes e com desenvolvimento externo ao corpo materno, além de similaridade entre o
sistema nervoso de humanos (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012) (TAVARES;
LOPES, 2013).

A fase embriondria do Zebrafish é descrita em sete estadgios bem definidos: a fase de
zigoto, clivagem, blastula, géastrula, segmentacdo, faringula, e eclosdo da larva. A
compreensdo dessas fases possibilita meios para varios estudos, como por exemplo, 0
desenvolvimento de patologias nos vertebrados através de ferramentas como blogueio génico
e mutagénese (SIEBEL; BONAN, 2015).

Logo apds a fecundacdo, da se inicio ao processo de embriogenese, e segundo
estudos, a primeira clivagem ocorre apés, aproximadamente, 40 minutos (hpf). O
desenvolvimento é rapido, e na fase faringula, o Zebrafish ja possui muitas estruturas
formadas, como tubo neural, vesiculas cefalicas, musculatura segmentar, estruturas sensoriais
e coracdo. Ao final da embriogenese, ocorre a Ultima etapa, que é a eclosdo da larva onde
nessa fase a morfologia estd quase toda completa, vale lembrar que este animal possui
transparéncia dptica em todas as fases embrionaria até o peixe jovem (SIEBEL; BONAN,
2015).

Figura 1 — Fases embrionarias do D. rerio.
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Fonte: Siebel e Bonan (2015, p.611).




Para estudar os efeitos da expressdo genética no comportamento e lesdo celular, os
autores utilizam de técnicas de blogueio ou diminuigdo da expressdo de genes no inicio da
embriogénese quando o peixe possui apenas uma célula. Uma das técnicas utilizada é o uso de
morfolinos, o qual é injetado na faze embrionaria do peixe de apenas uma célula, pois nesse
estagio é garantido 100% de exposi¢do ao bloqueador; esse agente bloqueia o splicing ou a
traducdo de RNA mensageiro (SASSEN; KOSTER, 2015).

Outra técnica para monitorar a expressdo de proteinas € o uso de proteina fluorescente
verde; esta é incorporada ao promotor do gene que quando codificada gera um sinal
compativel com a concentracio de proteina na célula (SASSEN; KOSTER, 2015). Esta
técnica foi usada para identificar o movimento da proteina TFEB no citoplasma e nicleo em
célula de HeLa (Figura 2) (NAPOLITANO et al., 2018).

Figura 2 — Células de HelLa expressdo green fluorescent protein (GFP) como marcados
TFEB

Refeeding
Starvation Refeeding + Leptomycin
GFP
TFEB

HelLa
Fonte: Figura adaptada do trabalho de Napolitano e colaboradores (2018, p.10).

3.1.2. Tirosina Hidroxilase

A tirosina hidroxilase (TH) é uma enzima utilizada frequentemente para identificar
neurdnios dopaminérgicos. Esta metaboliza o aminoacido tirosina para dar origem a
dopamina. O Zebrafish possui a TH com similaridade de aproximadamente 60% com 0s
mamiferos, sendo expressa em neur6nios dopaminérgicos em areas como o bulbo olfatério,
telencéfalo, pretectum, nucleo pré-optico, mesencéfalo e diencéfalo ventral, na qual possui
diminuicdo dessas em modelos de estudo de blogueio do gene Pink (REN et al., 2013).

O inicio da formagdo de dopamina nos neurénios pré-sindpticos € a hidroxilacdo do
aminoacido tirosina originando a L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina), a qual é retirada o
grupo carbonilico pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase formado assim a

dopamina, a qual seré liberada na fenda sindptica. Apos a transmissdo sinaptica a dopamina é
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metabolizada pela MAO ou transportada novamente para o interior na célula pré-sinaptica e
assim ocorrerd o fim do estimulo (DAMASCENO, 2014).

Essa enzima € identificada através de imunorreacdo, onde ela é marcada por um
anticorpo, o qual produz sinal apos a conjugacdo com a molécula especifica (figura 1), este
tipo de técnica é utilizada apds a preparacdo, através de método histoldgico, e foi usada para
identificar lesdes em neurdnios dopaminérgicos expostos a toxina Ziram, que produz
glomerados de a-sinucleina (LULLA et al., 2016).

Figura 3 — Marcacao e identificacdo de neurénio dopaminérgicos em Zebrafish.

Dc (Diencéfalo), Tc (Telencéfalo); a) grupo controle; b) grupo teste.
Fonte: (Lulla et al., 2016, p. 9)

Outro fato relevante é observado no estudo de Wang e colaboradores (2019), onde foi
avaliado o bloqueio do gene codificador do transportador de dopamina (DAT) e seus efeitos
sobre o comportamento do Zebrafish, com a auséncia do DAT houve a perda de neurdnios
dopaminérgicos e por consequéncia a diminui¢cdo do numeros de TH no mesencéfalo. Esta
diminuicdo esta de acordo com o trabalho de Meshalkina (2018), o qual observou o
comportamento anormal quando houve a perda de neur6énios no mesencéfalo, sendo, portanto,
a TH, um bom marcador para avaliacao de lesdes e perda de células dopaminérgicas.

Um fato interessante no metabolismo de dopamina é o acumulo de 3,4-
dihidroxifenilacetaldeido (DOPAL). A Aldeido Desidrogenase (ALDH), enzima que converte
os metabolitos da MAO em Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), impedindo o acumulo
de DOPAL e seus efeito toxicos sobre a célula. O Fungicida Benomyl € um agente toxico que
atua inibindo a ALDH por uma via indireta, no seu metabolismo e na decomposi¢éo é gerado
Isocianato de Butila (BIC) e S-metil-N-butiltiocarbamato (MBT) agentes toxicos,
contribuindo para a aumento dos niveis de DOPAL, pois este pode formar radicais livres.

Outro mecanismo € a inibicdo dos microtubulos, gerando defeitos no sistema de
degradacdo ubiquitina-proteassoma, essa inibicdo parece ser causada pelo Benomyl e o

metabolito Carbendazim. Esse composto parece ndo produzir agregados de a-sinucleina,
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porém causam diminuicdo de neurdnios na Doenga de Alzheimer (DA) (FITZMAURICE et
al., 2013).
3.1.3. Agente tdxicos para producéo do fenotipo da Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) pode ter causas genéticas ou ambientais, aos quais
também podem se relacionar. Em modelos de pesquisa de fatores ambientais, utilizando
animais para o estudo, alguns agentes, ja consagrados, sdo comumente utilizados no meio
cientifico, tais como, o 6-hidroxidopamina, 1-metil-4-penil-1,2,3,6-tetrahidropiridina,
MitoParaquat e ditiocarbamato (Ziram). O Zebrafish é sensivel a estes compostos em modelos
experimentais, produzindo sinais carateristicos de desordem em neurdnios dopaminérgicos,
para sua acao toxica, onde esses agentes interferem em maior ou menor grau com o complexo
| e formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (LULLA et al., 2016; ZENG; GENG;
JIA, 2018).

Estas toxinas interagem com os componentes de producédo de energia mitocondrial nos
complexos mitocondriais, cuja acdo causard perda na homeostase energética e desiquilibrios
na producdo de ROS levando em Ultimo estagio a lesdo e morte celular (ZENG; GENG; JIA,
2018). A maior parte destes atua nos complexos mitocondriais, 0s quais podem ser divididos
em cinco, e as suas funcbes consistem na criacdo de potencial eletroquimico e utilizagdo da
energia das reacdes de oxirreducdo para formacdo de adenosina trifosfato (ATP) (NELSON;
COX, 2014).

Os complexos | e 111 sdo responsaveis, em maior grau, pela oxidacdo de moléculas de
NADH +, H* e FADH,, cuja funcdo é levar elétrons e prétons para estes, 0s quais Serdo
transportados para o espaco intermembranar. O complexo IV também atua transportando
prétons, porém, este é feito pela reducdo do oxigénio. Estes complexos criam assim uma
diferenca de potencial eletroquimico e forca eletromotriz, que serd usada para a geracao de
ATP (NELSON; COX, 2014).

A inibigdo dos complexos I e 1V pelo 6-Hidroxidopamina 6-OHDA, um agente similar
a dopamina onde ha uma insercdo de hidroxila na posi¢do orto do anel benzénico, causa o
fendtipo da doenca de Parkinson (DP). Em animais como Zebrafish, no sistema nervoso
central do animal este é levado ao citoplasma das células dopaminérgicas pelos
transportadores de dopamina (DAT) onde desempenham sua acao inibindo o fluxo de protons,
potencial de membrana e geracdo de ROS, contudo este agente ndo possui a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) tendo que ser administrado diretamente no local
de acdo (ZENG; GENG; JIA, 2018).
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A 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) é mais lipossoluvel que o 6-
OHDA, possuindo a capacidade de atravessar a (BHE), este é entdo metabolizado pela
monoamino oxidase (MAQ), nas células da glia e transformado no radical MPP* (1-metil-4-
fenilpiridinico), adentra as células dopaminérgicas pelo DAT. No interior celular, este se
acumula na mitocéndria, causando danos pela geracdo de ROS, como também a inativacao de
NADH dehidrogenase e complexo | (ZENG; GENG,; JIA, 2018).

Os mamiferos possuem duas isoformas da monoamino oxidase: a MAO-A e MAO-B,
as quais ficam aderidas a membrana pelo lado de fora. Elas s@o responsaveis pela degradacao
de neurotransmissores monoaminérgicos, tais como, dopamina, serotonina, norepinefrina,
tiramina e triptamina, ficando a cargo da renovacéo e do fim da transmissdo dessas moléculas
(FOLLMER; NETTO, 2013). O Zebrafish, diferentemente dos mamiferos, possui apenas uma
MAO, esta enzima tem caracteristicas semelhantes a MAO-A vista em mamiferos, pois
parece ser uma enzima conservada na linha evolutiva, visto que os Teledsteos possuem
ancestral comum com os mamiferos (ARSLAN; EDMONDSON, 2010).

A exposicdo do zebrafish ao MPTP reduziu o comportamento natatorio, em relacao a
distancia, velocidade e tempo de atividade, houve também diminuicdo de neurbnios DP
quantificados pela TH, em contraste, ocorreu um aumento na expressdo de Parkin, PINK1 de
sinucleina, os quais segundo o autor estdo na formacéo de corpos de Lewy (HU et al., 2017).

A degradagdo de a-sinucleina pode estar relacionado a degradacdo por meio de
lisossomos. Outros componentes dos corpos de Lewy parecem ser a PINK1 e o Parkin. Estas
duas possuem a funcdo de remocdo de mitocondrias defeituosas, onde a Parkin e E3
ubiquitina ligase e a PINK1 é uma Quinase de direcionamento mitocondrial. O Gene 5
Relacionado a Autofagia (ATG5; Autophagy-Related Gene 5), participa de forma essencial na
formacédo de vacuolos de autofagicos, atuando com a ATG12 (HU et al., 2017).

A PINK1 e o Parkin possuem a funcéo de remocdo das mitocéndrias defeituosas, onde
a Parkin é E3 ubiquitina ligase e a PINK1 é uma Quinase de direcionamento mitocondrial. O
Gene 5 Relacionado a Autofagia (ATG5; Autophagy-Related Gene 5), participa de forma
essencial na formacéo de vactolos de autofagicos, atuando com a ATG12 (HU et al., 2017).

Outro agente que induz o fenotipo parkinsoniano € MitoParaquat, que assim como
outros agentes provocam a formacdo de radicais livres por interferirem no complexo |
mitocondrial. Em teste comportamental, a fim de avaliar se houve lesdo neural em larvas de

zebrafish, foi notadamente diminuida as respostas motoras larvais, como os reflexos
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sensoriais motores, transparecendo na diminui¢do do tempo de respostas quando estas eram
estimuladas por toque, bem como com a reducéo da distancia percorrida.

Os autores também quantificaram o nivel energético e funcdo do coracdo do peixe,
porém ndo houve alteracdes nestes, chegando a conclusdo de que as reducdes do movimento
ndo estdo ligadas a toxidade do composto aos musculos e miocardio (PINTO et al., 2019).

Contudo ao avaliar o nivel de (TH) houve decréscimo desta, 0 que indica lesdo
neuronal, mais precisamente em neurdnios DP, nas regides do pretectum e diencefalo medial.

Os autores trataram o peixe com um antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC), e foi
possivel observar a melhora no comportamento natatério e distancia percorrida, além de
melhorar o nivel de TH no pretectum, porém ndo houve melhora no diencéfalo medial,
proteina presente nos microtubulos, estes efeitos foram atribuidos ao mecanismo de acdo da
NAC antioxidante, pois o MitoParaquat produz um aumento nivel de ROS (PINTO et al.,
2019).

Houve uma diminuicdo de TH na densidade de células no diencéfalo e telencéfalo
guando expostos ao fungicida ditiocarbamato, Ziram, bem como um comportamento
semelhante ao Haloperidol, antagonista de dopamina, além disso, ndo mostrou diminuicao de
neurbnios periféricos, sendo especifico nas células do sistema nervoso central, o qual ndo
apresentou indicios de lesdo aos neurbnios noradrenérgicos e serotoninérgicos, sendo mais
especificos para neurénios dopaminérgicos, além da formacdo de agregados proteicos de a-
sinucleina (LULLA et al., 2016).

3.2. DOENCA DE PARKISON:

Etiologicamente a doenca de Parkinson é tida como idiopatica, embora estudos
acreditem que tal doenga seja resultado de um conjunto de fatores de ordem genética, toxina
ambiental, estresse oxidativo, anormalidades na mitocondria ou altera¢fes do envelhecimento.
Atualmente, considera-se como fator etiopatogénico mais relevante a causa multifatorial
(SOUZA et al., 2011).

Entretanto, fisiologicamente a doenca de Parkinson € considerada como uma afeccéo
neurodegenerativa, progressiva ocasionada por disfuncdes monoaminérgicas multiplas que
incluem déficits dos sistemas dopaminérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos e
noradrenérgicos (SOUZA et al., 2011).

Essa patologia é a segunda enfermidade neurodegenerativa, com maior incidéncia, de
desordem de movimento e que acomete o sistema nervoso central. Caracteriza-se pela redugéo
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da influéncia dopaminérgica nigroestriatal e cortical, como prevaléncia de 550 casos por
100.000 habitantes entre a faixa etéaria de 70 anos (VALCARENGHI et al., 2018).

A doenca € uma afec¢do do sistema nervoso central que se manifesta de forma crénica
e progressiva, como consequéncia da morte dos neurdnios produtores de dopamina da
substéncia negra (SOUZA, et al., 2011).

A diminuicdo da dopamina produz um conjunto de sintomas -caracterizados
principalmente por distirbios motores e as primeiras manifestacGes da doenca costumam ser
insidiosas e dificilmente o portador identifica 0 momento da manifestacdo da doenca, sendo
os familiares ou pessoas proximas que percebem as alteracBes sutis (GONCALVES;
ALVAREZ; ARRUDA, 2007).

No que se refere ao tratamento, ainda ndo existem medicamentos que sdo capazes de
curar ou evitar a doenca. Os farmacos utilizados no tratamento da doenca de Parkinson visam
controlar os sintomas objetivando manter o portador com autonomia, independéncia funcional
e equilibrio psicoldgico, por meio da reposicdo de dopamina estriatal (GONCALVES;
ALVAREZ; ARRUDA, 2007).

Esta doenca, assim como outras doencas neurodegenerativas, atinge em maior nimero
pessoas idosas acima de 65 anos, sendo que, ha uma propor¢do de até 2% de novos
diagndsticos em todo mundo, no Brasil, essa proporcao cresce cerca de 3% (PETERNELLA,
MARCON, 2012).

As principais caracteristicas da doenca de Parkinson sdo os sintomas motores, tais
como, a discinesia a qual é a perda da coordenacdo motora fina, fraqueza muscular ou
bradicinesia. Estes sintomas sdo oriundos da perda de neurbnios dopaminérgicos na regido
dos nucleos da base, os quais sdo responsaveis pela coordenacdo motora fina, bem como o
controle do inicio e término do movimento (PETERNELLA; MARCON, 2012).

A regido nos nucleos da base mais afetados pela doenca é a substancia negra, onde ha
grande quantidade de neurdnios dopaminérgicos, chamada de parte compacta. A diminuigéo
de dopamina causa a super inibicdo da via estriatal, pois este neurotransmissor estimula a
liberacdo do glutamato, principal neurotransmissor excitatorio de SNC, assim como a
transmissdo por GABA, principal neurotransmissor inibitério, e quando inalterada esse
sistema pode ser considerado similares nos vertebrados, porém em regides distintas do SNC
(GOBBI et al., 2006) (RINK; WULLIMANN, 2001).

O zebrafish possui alguns genes que estdo relacionados com a DP, tais como dj-1,

Pakin, pirkl e irrk-2. O Parkin codifica uma proteina relacionada a proteissomo, a ubiquitina
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E3 ligase, sendo entdo parte do sistema de degradacdo proteica. Quando h& uma diminuicdo
da expressdo deste gene, ocorre um aumento dos danos e morte celular no diencéfalo anterior.

O gene pinkl parece estar envolvido na protecdo contra processo de estresse
mitocondrial, o qual transcreve uma proteina que possui um dominio na mitocondria, quando
este gene é silenciado causa deformacdes nas projecdes e padrdes dos neurdnios no diencéfalo
anterior, além de anormalidade no comportamento e atividade do complexo | mitocondrial
(XI; NOBLE; EKKER, 2011).

3.2.1. a-Sinucleina

A a-sinucleina é uma proteina codificada pelo gene SNCA, sendo a B-sinucluina e -
sinucleina outros membros dessa familia. Esta proteina presente em neurdnios pré-sinapticos
estd relacionada com a perda de atividade de neurdnios DP e assim a atividade motora,
existem evidéncias de que as sinucleinas estdo relacionadas com a atividade das proteinas
SNAPE, supressdao da apoptose, regulacdo da sintese de dopamina, dentre outros
(EMAMZADEH, 2016).

A proteina SNARE participa da liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica,
essa proteina interage com as vesiculas dos neur6nios pré-sindpticos e a membrana plasmatica
auxiliando a aproximacdo e fusdo das vesiculas com a membrana, e assim liberacdo das
moléculas. A o-sinucleina, através da estabilizacdo pela atividade de chaperona, sdo
associadas as Proteinas SNARE, onde as estruturas mal formadas sdo corrigidas impedindo
sua degradacdo (NELSON; COX, 2014) (EMAMZADEH, 2016).

Na apoptose essas proteinas impedem a liberacdo e acdo de citocromo ¢ oxidase e
Proteina Quinase C (PKC) diminuindo a cascata de eventos, desativando o fator nuclear kB,
que culminard com a diminuigdo de uma proteina PKCS (NELSON; COX, 2014)
(EMAMZADEH, 2016). Essa proteina é expressa em trés isoformas PKCa, PCKp e PKC),
cujo desequilibrio com o aumento de PKCd induz a apoptose (MORALIS, 2016).

A forma de atuacédo na sintese de dopamina é atraves da ativacdo da proteina fosfatase
A2 onde esta desativa a tirosina quinase através da retirada de grupamento fosfato de
amino&cido serina, que culmina na desativacao da enzima, portanto a a-sinucleina atua como
um modulador, diminuindo a concentragdo/producéo da dopamina (EMAMZADEH, 2016).

O zebrafish ndo expressa a a-sinucleina, porém expressa a [B-sinucluina e yI-
sinucleina, 0s quais estdo presentes expressivamente no SNC, bem como, em células DA.

Contudo essas mostram apenas uma divergéncia na C-terminal a encontrada em humano, o
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gene sncgl e sncg2, sendo que este ortdlogo codifica y-sinucleina, e parece ter uma relagcdo
evolutiva com o encontrado em seres humanos, no Zebrafish 0s genes sncb e sncgl estéo
expresso em maior quantidade, sendo mais presente no bulbo olfatério e telencéfalo dorsal,
medula oblongata e habenula, respectivamente, e expressas em grupos celulares diferentes
(MILANESE et al., 2012).

O Zebrafish possui uma proteina de grande similaridade com a a-sinucleina, a y1-
sinucleina, a qual mostrou possuir forma¢ao de agregador similares ao a-sinucleina, sendo
esta uma proteina amiloidogénica formando fibras e rica em folha-p, de forma téxica, onde
esta pode impedir e prejudicar a degradacdo proteossomal. Foi analisado o local de formacao
dessas fibras, o0 qual se observou um maior grau de agregacdo no citoplasma, quando foram
testados em ensaios, tendo uma formacédo aparentemente como em humanos (LULLA et al.,
2016).

3.2.2. Dj-1

Em modelo de estudo, quando o Zebrafish foi exposto ao 6-OHDA, neuroindutor de
lesbes em células dopaminérgicas, houve diminuicdo do comportamento natatorio larval.
Porém quando o Zebrafish foi exposto ao um melhorador, 11-dehydrosinulariolide, da
expressdo de DJ-1 houve melhora seu comportamento natatério. Quando ratos foram expostos
a 6-OHDA e 11-dehydrosinulariolide se mostrou com melhores resultados na expresséo de
tirosina hidroxilase presentes em neurénios DA (FENG, 2016).

O gene dj-1 faz parte da protecdo mitocondrial ao estresse oxidativo mostrando
sensibilidade a radicais livres, tais como o perdéxido de hidrogénio, e quando héa diminuigdo da
atividade proteossomal (XI; NOBLE; EKKER, 2011). A proteina DJ-1 parece desenhar um
papel importante na resposta a estresse oxidativo prevenindo danos as estruturas celulares. O
mecanismo de acdo envolve a proteina Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related fator), o qual
é aumentado em transcricdo e estabilizado pelo DJ-1, essa estabilizacdo impede a interacdo e
degradacéo pela Keapl (Kelch-like ECH-associating protein 1) (FENG, 2016) (FRAYSET et
al., 2018).

O fim dos eventos € a transcri¢do de proteina envolvida na defesa contra ROS, como a
Heme Oxigenase-1 (OH-1) e GST, além de outras proteinas antioxidantes e BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Fator) Figura 4, diminuindo a o estresse produzido por radicais livres.

DJ-1 em resposta a estresse oxidativo, € oxidado seus residuos de cisteina que é

transferido para a mitocondria é regula o metabolismo energético, sobre condi¢des de estresse
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aumenta a transcricdo de gene como a Sarcosina desidrogenase que transforma a sarcosine em
glicina. Por fim, a regulagdo de fatores pro e anti-inflamatérios HMGB1 (High-mobility
group box 1) e Ciclofilina A (Peptidylprolyl cis-trans isomerase) (FRAYSET et al., 2018)
(FENG, 2016).

Figura 4 — Mecanismo de agdo de estimulagéo do Panaxatriol saponins.
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Fonte: Zhang e colaboradoes (2017, p. 12).

O mecanismo de aumento da expressdo de agentes antioxidantes, HO-1, h4 um
aumento de DJ-1, seguindo da diminui¢do de PTEN, aumento de ATK (protein kinase B), a
qual induz o aumento de Nrf2 no ndcleo, assim como o DJ-1, e por fim a transcri¢do de HO-1.
Além disso, este previne a morte celular programada induzida pelo TNF- o (Fator de Necrose
Tumoral-a), 0 qual, em condigdes de estresse oxidativo, sua concentracdo no ndcleo aumenta,
diminuindo e prevenindo a morte celular, porém sua maior atuacéo parece ser na mitocondria
(FENG, 2016).

A ativacdo de ATK é dependente de PI3K (phosphoinositide 3-kinase), a qual quando
recebe um estimulo produz um segundo mensageiro o fosfatidilonositol-3,4,5-trifosfato que
ativa a ATK através de fosforilacdo, esta enzima parece ser ativada também pelo mTOR,
sendo este caminho o de proliferacédo e crescimento celular. A forma de regulacdo negativa do
caminho PI3K/ATK/MTOR, pode ser inibido pela retirado de grupos fosfatos de
fosfatidilonositol-3,4,5-trifosfato (DUARTE, 2018) (ZHANG et al., 2017).

Outro fato interessante é que a mitocondrial lesionada libera ROS, os quais diminuem
0 pH intracelular. Além de seus efeitos deletérios, essa diminuicdo de pH causa o maior
recrutamento de a-sinucleina para a membrana mitocondrial ndo sabendo ao certo qual sua

funcdo (COLE et al., 2008). Outro estudo demonstra que a alta expressdo dessa proteina
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provoca desordem mitocondrial, cuja quais, diminuem a resisténcia a baixa concentrac6es de
agente indutores de lesdo dopaminérgicos (SHAVALLI et al., 2008).

Porém no Zebrafish o Panaxatriol saponins foi capaz de diminuir o efeito de 6-OHDA
sobre as células dopaminérgicas, onde houve uma melhora nos marcadores dessas células
como a tirosina hidroxilase pelo aumento de DJ-1, e comportamento natatorio do animal;
porém em altas doses foi ineficiente em diminuir a toxidade do 6-OHDA.

Esses resultados sdo semelhantes a outras toxinas, as quais em altas doses provocam
danos celulares, porém baixas doses melhoram a resposta celular, esse fenémeno € conhecido
como hormesis do inglés que indica compostos que possuem efeitos farmacoldgicos a baixas
dose e efeito toxicos a dose usuais (ZHANG et al., 2017).

3.2.3. Parkin

A Parkin é uma ubiquinona E3 ligase, essa proteina é fosforilada pela enzima PINK1,
a qual fica aderida a membrana mitocondrial, essa fosforilacdo ativa a proteina Parkin a qual é
direcionada para a mitocondria, local onde exerce a funcdo de direcionamento para
degradagdo. Essa enzima parece ser recrutada quando ha depolarizacdo da membrana
mitocondrial, indicando lesdo & organela e assim motivo para degradagdo/ renovacao
(OZAWA et al., 2013).

A sua funcdo é dependente da modificacdo do residuo de cisteina na posicdo 323 do
sitio de E3 ligase, essa modificacdo ocorre por meio da nitrosilacdo possivelmente pelo Oxido
Nitrico e presenca de agentes estressores ou estresse intracelular, sendo este composto
presente em doencas as quais atingem o SNC, bem como na a¢édo toxica de agentes inibidores
do complexo | (OZAWA et al., 2013).

Outro funcdo da Parkin de forma independente da atividade doa sitio E3 ligase € a
diminuicdo da expressdo génica de proteina relacionada a apoptose a p53, essa proteina
aumenta a expressdo de Bax e juntas induzem a liberacdo de citocromo C da mitocondria
através da abertura de poro na membrana e ativacdo de caspases, desse modo induzindo a
morte celular (DA COSTA et al., 2009).

Essa proteina esta predominantemente no citosol e no nucleo celular (DA COSTA et
al., 2009). Devido suas fungdes no processo de lesdo mitocondrial esta € levada a matrix
mitocondrial e por consequéncia ha diminuigdo desta no citoplasma e nucleo acarretando na
expressdo de p53 aumentada (DA COSTA et al., 2009).
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3.2.4. Pinkl

A similaridade de funcéo e composic¢do da PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1)
do Zebrafish e humanos é superior a 60%, quando o peixe ndo possuir o gene de PINK1, este
ndo mostra comportamento diferente, porém gquando expostos a agentes estressores mostrado
padrdo de resposta deficiente em relagdo aos animais com a expressdo desse gene, essa
deficiéncia € menos acentuada em animais com expressdo parcial, fincando claro que este
participa da defesa com estresse (ZHANG et al., 2017).

Quando exposto a um agente inibidor do complexo I mitocondrial, os animais com a
deficiéncia genética tém padrbes de lesdo mitocondrial, ndo apresentado em animais com a
expressdo normal, hd perda da capacidade energética, diminuicdo de ATP, diminui¢do do
consumo de oxigénio, assim como perda do potencial de membrana e inibicdo do complexo I,
vale ressaltar a importancia de Pinkl na presenca de estresse, pois producdo de ROS ndo
mostra diferenca entre 0s grupos no estudo. Ressalta os autores que € interessante notar que
houve reducdo dos neur6nios no mesencéfalo, os quais ndo foram recuperados ap0s a retirada
no agente estressor (ZHANG et al., 2017).

PINK1 juntamente com a Parkin estdo relacionadas a autofagia de mitocondrias
defeituosas, bem como PINK1 esté relacionada a mal funcionamento da cadeia respiratoria
quando ha um dano mitocondrial que impede sua funcdo normal, esta produz um mensageiro
direcionada ao nucleo, PINK1 e Parkin parecem ser de vital importancia para a entrada e
direcionamento, onde havera a transcri¢cdo do Fator EB (transcription factor EB (TFEB)), tal
fator melhora a autofagia e turnover mitocondrial (ZHANG et al., 2017).

Quando ha danos na mitocndria esta libera a TFEB que estimula o processo de
autofagia, outro elemento envolvido é o Parkin que € recrutada para mitocondrial danificada
associado ao PINK1. No processo, a inibicdo de mTOR (mammalian target of rapamycin)
melhora a translocacdo de TFEB para o nucleo, este sinal € liberado quando ha a perda da
polarizacdo da membrana, no nucleo ele ativa o gene SQSTM1, p63, e assim ha a ativacdo da
via que resulta em politiubiquitinacéo e degradacdo (ZHANG et al., 2017).

A proteina mTOR, um regulador negativo da autofagia, é responsavel por manter o
TFEB no citosol unida a YWHA formando uma complexo citoplasmatico, figura 5, esta unido
é mantida pela mTOR ativa, qual mantém fosforilada o sitio S211 da TFEB, sendo por maior
pela a unido com a YWHA, cujo a diminui¢édo da atividade mTOR ocorre a retirada do grupo
fosfato e liberacdo do complexo e translocacdo para o nucleo (MARTINA et al., 2012)
(NAPOLITANO et al., 2018).
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Figura 5 — Mecanismo de liberacéo e translocacdo de TFEB para o nucleo.
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Fonte: Martina e colaboradores (2012, p.11).

3.2.5. Irrk2

O LRRK2 é uma quinase de repeticdo rica em leucina (leucine-rich repeat kinase 2), é
uma enzima que faz parte da familia de proteinas ROCO, tendo um dominio de funcéo Ras, e
complexo Roc, sua funcéo estd envolvida com a clivagem de moléculas de GTP, pois esta
possui um dominio catalitico de ROC-GTPase, assim como atividade de quinase, essa
proteina esta relacionado ao aparecimento de doenca de Parkinson de origem familiar ou de
inicio precoce, além de cerca de 3% nos casos esporadicos (LI; TAN; YU, 2014).

O desvio de funcdo normal esta relacionando a DP, possivelmente por desordem nos
sistemas de degradagdo levando a agregagdo de proteinas como a a-sinucleina e proteina Tau,
essas proteinas que expressam em grande quantidade contribuim para a formacdo de
agregados de LRRK2, além de aumento de proteinas poli-ubiquitinadas/agregacdo por
mecanismo pouco claro (ALESSI; SAMMLER, 2018).

Além desses efeitos essa proteina causa a diminuicdo da degradacédo proteica levando
ao aumento no nivel de proteinas, essa interferéncia é devida sua acdo sobre o sistema
proteossomal, porém esta ndo interfere no proteossomo, assim como em suas atividades
cataliticas. Este conjunto de desordens culmina no aumento de proteinas apoptdticas e assim
morte celular (ALESSI; SAMMLER, 2018).

As chaperonas auxiliam no enovelamento destas proteinas evitando que estas sejam
mal enoveladas e percam sua funcéo, apos a transcricdo proteica as proteinas sdo dobradas em
suas estruturas secundarias e terciarias para exercer sua funcéo celular. Quando h& aumento

de uma chaperona HSP70 ocorre diminuicéo dos niveis proteicos. (NISHIMURA, 2017).
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Essa proteina quando n&o expressa no Zebrafish ndo mostra diminui¢&o nos neurénios
dopaminérgicos na sua fase embrionaria, assim como padrdo de comportamento normal,
porém que este gene é super expresso, causa diminuicdo na sobrevida de embribes, outras
alteracbes com o aumento de apoptose, diminui¢do neuronal, desmielinizacdo e disfuncao
morfologicas das células gliais foram observados em animais com a expressdo bloqueada
(SUZZl et al., 2017) (REN et al., 2011).

3.3 PROCESSO DEGENERATIVO (DOENGCA DE ALZHEIMER)

A doenca de Alzheimer (DA), descoberta pelo neuropatologista Alois Alzheimer em
1907, é uma afeccdo neurodegenerativa progressiva e irreversivel e com maior incidéncia em
idosos (MU; GAGE, 2011). Segundo Machado (2019), pode-se chegar a atingir mais de 81
milhGes de pessoas em 2040.

Um de seus sintomas mais comuns € a perda ou declinio de memoria,
consequentemente a isso se tem uma dificuldade de aprender algo novo. E um sintoma
insidioso e lentamente progressivo com o passar do tempo. Outros disturbios cognitivos
podem vim a ser afetadas simultaneamente a perda de memdria ou subsequente a ela, como a
deficiéncia de atencdo, linguagem e movimentos executivos (GEMELLI et al., 2013).

Dentre os fatores de risco da DA, o mais relevante é a idade, depois dos 65 anos a cada
aproximadamente 5 anos esse risco é dobrado. Estima-se que depois dos 85 anos ha cerca de
50% de chance de se contrair a DA. Ndo ha uma comprovacao cientifica de que as mulheres
sd0 mais susceptiveis a doenca, mas € visivel que 2/3 das pessoas com DA sdo mulheres.

Outro fator de risco € o comprometimento cognitivo leve, que leva a uma pequena
chance anual de se desenvolver uma DA, também h& o fator genético, que influencia
diretamente em um inicio precoce ou tardio e a intensidade de desenvolvimento da doenca.
Esta doenca pode ser dividida em quatro fases evolutivas: inicial, moderada, grave e terminal,
sendo crescente o grau da gravidade e de sintomas (ILHA, 2014; OBOUDIYAT et al., 2013).

Todos esses sintomas ocorrem em virtude de um numero crescente de células nervosas
danificadas que se deterioram e morrem, levando a perda de tecido de todo o cérebro e
consequentemente seu encolhimento com o passar do tempo, afetando todas as suas fungdes.

No cérebro de um adulto saudavel ha cerca de 100 bilhdes de neurdnios conectados a
100 trilhdes de pontos, por meio da conexio conhecida como sinapse (JACK et al., 2019). E
através dessas fendas sinapticas que flui pequenos pulsos quimicos liberados por um neurdnio

e absorvido pelas células receptoras ou pré-sindpticas movendo constantemente pelos
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circuitos do cérebro para que base celular de memorias, pensamentos e habilidades sejam
criados (RANG; DALE 2016).

Segundo Lykestos et al., 2011, pessoas com DA apresentam uma maior tendéncia a
desenvolverem sintomas neuropsiquiatricos. Nos estagios iniciais da doenca é comum o
desenvolvimento de depressdo e apatia, sendo esta persistente durante todo 0 processo
patologico; com o desenvolver cronico da doenca € possivel se observar de forma mais
frequente alucinacdes e agressoes.

Também é possivel que a DA também apresente psicose, hiperatividade, distdrbios do
sono e outros sintomas neuropsiquiatricos. Pessoas com DA podem ter uma predisposicdo
para adquirir algum sintoma NPS em especifico, isso pode ocorrer tanto genética, estilo de
vida e comorbidades ou podem ocorrer por sistemas de neurotransmissores ou atrofia
regional, mas esse processo ndo é entendido de forma eficiente.

Na DA, as informagdes transferidas nas sinapses comegcam a falhar devido a redugéo
do ndmero de sinapses e, consequentemente, as células morrem (MASLOW, 2008).
Geralmente a doenca dura por volta de 8 a 10 anos, desde os primeiros sintomas até a morte.
Diante de suas alteracfes bioquimicas, as areas mais afetadas do cérebro sdo o hipocampo e o
cortex cerebral, no qual estdo associados as fungdes mentais como reconhecimento de
estimulos sensoriais, memaria e pensamento abstrato (FALCO et al., 2016).

Quando a DA encontra-se ja em estado avancado, ha o encolhimento dramaético da
perda de células. Esse dano cerebral catastrofico resultante, ainda ndo é entendido pelos
cientistas. Segundo uma teoria lider conhecida como hipoteseamiloide, uma das maiores
evidéncias (67%) é uma proteina conhecida como beta-amiloide, cujo, fatores ainda néo
identificados estimulam a sua superproducao ou o cérebro perde a capacidade de descarta-lo.

O excesso decorrente de beta-amiloides acumula-se em placas neuronais e gera
congestionamentos nas sinapses, blogueando o fluxo de informacdes e resultando numa
cascata de eventos prejudiciais (MASLOW, 2008). Isso causa a destruicdo de neurdnios ao
gerar um processo inflamatério cronico nas regides afetadas, alterando a regulacédo de célcio,
fundamental para a condugdo dos estimulos nervosos, além de aumentar a producdo de
radicais livres, sendo estes altamente toxicos para as células nervosas (PETRONILHO;
PINTO; VILLAR, 2011).

Outra proteina, chamada Tau, também mostra esta relacionada a causa da DA. Ela
forma emaranhados neurofibrilares ao torcer-se em fios dentro de neur6nios bloqueando o seu

sistema de transporte (FALCO et al., 2016). A neurotoxidade do peptideo beta amiloide,
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assim como o acumulo da proteina tau, sdo estimulados pelo estresse oxidativo. Na DA esse
estresse € decorrente dos niveis anormais de proteinas oxidadas, produtos finais de
glicosilacdo avancada e peroxidacdo lipidica, modificacdo do DNA nuclear e mitocondrial,
sendo estes a forca motriz de alteracBes citoesqueleticas.Todos esses conjuntos de fatores
associados desempenham um papel fundamental na disfung&o celular irreversivel que por fim,
leva @ morte neuronal (AGHAJANOV et al., 2019).

Devido esta degradacdo, ira ter a diminuicdo da atividade dos neur6nios colinérgicos.
Eventualmente, tem-se a deficiéncia de neurotransmissores que Sao responsaveis pela
transmissdo dos estimulos nervosos passados de um neurdnio a outro, sendo o principal a
acetilcolina (ACh) que esta diretamente envolvida nos processos motores, cognitivos e de
memoria.

Além da reducdo, a ACh ainda sofre degradacdo na fenda sinaptica para que o impulso
nervoso transmitido seja interrompido apds a sinapse, evitando o0 excesso de transmisséo
nervosa no neurdnio pos-sinaptico, no qual, pode levar a uma disfun¢do no organismo. Isso
ocorre por acdo de uma enzima conhecida como acetilcolinesterase (AChE). Apesar da DA
ndo ter cura, uma das medidas adotadas para diminuicdo dos sintomas que tem sido bastante
eficaz no tratamento, € a utilizacdo de farmacos que inibem a AChE, evitando desta forma, a
degradacdo da ACh (PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011).

Apesar do avan¢o no entendimento das alteragcdes que ocorrem na progressao da DA,
ainda ndo ha tratamentos eficazes, mas apenas estratégias paliativas para melhoramento de
alguns sintomas. Por ndo agir nos mecanismos centrais da doenca, a efetividade dessas
estratégias torna-se reduzidas e temporariamente limitadas (NERY et al., 2014).

Atualmente apenas alguns farmacos inibidores da AChE, foram aprovados para o
tratamento da DA pela agéncia Food and Drug Administration (FDA) dos EUA: donepezil
Aricept, galantamina, Reminyl, rivastigmina, e tacrina, THA, Cognex (PETRONILHO;
PINTO; VILLAR, 2011). Entretanto, ainda tem a necessidade da descoberta de novos
farmacos devido estes citados apresentarem efeitos colaterais, 0 que pode levar pacientes a
descontinuarem o tratamento (PETRONILHO; PINTO; VILLAR, 2011).

Para o desenvolvimento de farmacos de maneira racional é crucial o entendimento de
como ocorre 0s mecanismos moleculares envolvidos nos processos crénicos de
neurodegeneragdo. Diante da complexidade estrutural, celular e molecular do sistema

nervoso, aliado a falta de um modelo experimental que possa relacionar as alteragdes
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moleculares e comportamentais tipicas destas patologias, ha& um obstaculo para tal
entendimento (NERY et al., 2014).

Mesmo que exista uma variedade de modelos animais para pesquisa, um novo
vertebrado, conhecido popularmente como Zebrafish, vem emergindo com éxito nesse
contexto, por meio do desenvolvimento recente de variadas linhagens transgénicas para o
estudo das disfuncOes celulares e moleculares que mimetizam as causas da doenca (NERY et
al., 2014).

O cérebro do Zebrafish se comparado com o do ser humano, demonstra uma alta
semelhanga anatdmica, nos processos neuroquimicos e na parte basica de organizacdo. Ele
também apresenta em seu SNC as principais neuro-células presentes em mamiferos, como as
micrdglias, oligodendrdcitos e a mielina. Dito isto, levando em conta as caracteristicas
semelhantes do funcionamento cerebral do zebrafish com o ser humano, o torna um modelo
animal de grande valor para estudos de doencas neurais, como o Alzheimer (SANTANA,
RICO; BURGOS, 2012).

4. CONCLUSAO

Perante os achados pode se concluir que a utilizagdo do zebrafish como modelo animal
para o estudo de diversas doencas é extremamente eficaz, pois sua reproducdo e maturacdo
rapida torna possivel a execucdo de varios testes em uma maior quantidade, agilizando o
tempo de pesquisa. Seu baixo custo de manutencdo, permite manter uma grande quantidade
de animais ao mesmo tempo, sem prejudicar tanto o orcamento de pesquisa.

Por ter 70% do genoma do ser humano, além de varios processos fisioldgicos e
neuronais bastante semelhantes, aumenta consideravelmente a confiabilidade dos estudos
envolvendo o Zebrafish. A manipulacdo genética do zebrafish, que vem cada vez mais sendo
utilizada, através de genes envolvidos nas doencas de origem familiar, bem como, através da
exposicdo a toxinas que causam lesdes em neurdnios dopaminérgicos; possibilitando a
inducdo de doencas através de processos fisioldégicos mais especificos, facilitando muito o
estudo dessas patologias.

Esta revisdo eleva o nivel de confiabilidade do Zebrafish como modelo animal,
possibilitando que pesquisadores entendam sua importancia em ser utilizado em pesquisas

cientificas. Assim que instaurado sua relevancia no mundo da pesquisa, é possivel que o zebra
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em alguns anos se torne o modelo animal mais utilizado, principalmente para o estudo de

doengas Neurodegenerativas.
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