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Zebrafish - a model for biomedical research

O meu nome é Zebra, Peixe-zebra

• Danio rerio

• ~3-4 cm

• Cardumes

• Origem: Sul da Ásia (India, Bangladesh) 

• Cursos de água doce com pouca corrente

• e pouca profundidade

• Muito tolerantes a diferentes condições ambientais (TºC, salinidade) 

• Omnivoros (zoo/fitoplancton, insectos, crustaceos)
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Zebrafish - a model for biomedical research

Habitat natural do peixe-zebra
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Habitat natural do peixe-zebra

Zebrafish - a model for biomedical research

Video available at: https://vimeo.com/200660695
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Zebrafish - a model for biomedical research

“Habitat” do peixe-zebra em cativeiro
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Zebrafish - a model for biomedical research

Wheeler GN and Brändli AW (2009)

Porquê o peixe-zebra?

Complexidade

Tetrapods

Teleosts

Simplicidade
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Porquê o peixe-zebra?

1. Pequeno tamanho & schooling

2. Ciclo de vida curto

3. Rapido desenvolvimento embrionário

4. Facil reprodução em cativeiro

5. Fertilização externa 

6. Embriões oticamentente transparentes

7. (Atualmente: muitas ferramentas celulares, moleculares, genéticas disponíveis)

Zebrafish - a model for biomedical research

Screens em grande escala

(geneticos, quimicos)

Imagiologia de alta qualidade, 

simples e pouco invasiva
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Nüsslein-Vollhard, C.Streisinger, G.

Zebrafish - a model for biomedical research

• 1960´s: da loja de animais para o 

laboratório: 

1ª colónia laboratorial de peixe-zebra

• Mais de 100 publicações

• Ferramentas e Protocolos

Kimmel, C.B.

Os Pioneiros

✓ Transplantação de células

✓ Clonagem (1º clone vertebrado)

✓ Produção das primeiras linhas estáveis

de mutantes sem identificação genética
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Zebrafish – a model for biomedical research

Estudo de comportamento celular

Formação de tecidos

Organização de tecidos: órgãos, 

sistemas, organismos funcionais

Video available at: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134005.s005

Manutenção em cativeiro fácil

e económica

Desenv. embrionário rápido e 

visível de forma não invasiva

Biologia do Desenvolvimento – O advento do modelo peixe-zebra
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Zebrafish – a model for biomedical research

Estudo de comportamento celular

Formação de tecidos

Organização de tecidos: órgãos, 

sistemas, organismos funcionais

Manutenção em cativeiro fácil

e económica

Desenv. embrionário rápido e 

visível de forma não invasiva

Biologia do Desenvolvimento – O advento do modelo peixe-zebra

Desenvolvimento do cérebro:

https://www.youtube.com/wat

ch?v=C2q3Dqv9PEA
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1. Mutagenese em Larga Escala

Zebrafish - a model for biomedical research

Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

i) Exposição a agentes altamente mutagénicos (UV, 

ENU  (N-etil-N-nitrosoureia), retrovirus (em embriões)

ii) Introdução de mutações pontuais aleatórias na linha

germinativa

iii) Cruzamentos com peixes do género oposto

iv) Centenas de embriões, portadores de mutações
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2. Análise de fenótipo i) Clonagem: metodos de reprodução para conservação dos fenótipos ao longo

das gerações (eg. ginogenese, cruzamentos e selecção de progenia

Zebrafish - a model for biomedical research

Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

1. Mutagenese em Larga Escala
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Zebrafish – a model for biomedical research

Normal heart beat:
https://www.youtube.com/watch?v=w6AjrBJaOKQ

Defective heart beat:
https://www.exploratorium.edu/video/zebrafis

h-mutant-heart

2. Análise de fenótipo
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2. Análise de fenótipo i) Clonagem: metodos de reprodução para conservação dos fenótipos ao longo

das gerações (eg. ginogenese, cruzamentos e selecção de progenia

ii) Fate mapping e cell lineage traccing

- Injecção intracelular de marcadores rastreáveis

- Acompanhar movimentos, restrição de linhagem, diferenciação

Zebrafish - a model for biomedical research

Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

https://www.youtube.com/watch?v=VA0WNCLvnQc

1. Mutagenese em Larga Escala
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3. Análise genética i) Clonagem posicional, aplicável a mutações cuja herança seja rastreável , c/ ou s/ 

conhecimento do gene/ via de sinalização envolvida. 

- Identificação de segmentos de ADNs candidatos

- Isolar clones com o mesmo marcador, a partir de bibliotecas genómicas

- Identificar o gene nessa região - Eg. sequenciação

Zebrafish - a model for biomedical research

Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

2. Análise de fenótipo

1. Mutagenese em Larga Escala
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Zebrafish - a model for biomedical research

Whole-genome

sequencing

Forward genetics: do fenótipo ao genótipo Reverse genetics: do genótipo ao fenótipo

Caracterização de processos “normais -

interacções celulares, organogénese

Identificação e caracterização de genes e de 

interacções genéticas e celulares envolvidas no 

desenvolvimento e comportamento

1988: Westerfield lab – DNA exógeno pode ser integrado no 

genoma e transmitido pela linha germinativa. 

1997_ Lin lab, 1ª lina trangénica com expressão GFP 

associada a tipos de células definitos.

2001: Huang et al, 1º trangénico relevante: Tg(insulin:GFP)

2022
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Sequenciação do Genoma do Peixe-zebra

• Primeira colecção de referência do 

genoma complete do peixe-zebra (2002)

• 25 cromossomas

• Ausência de cromossomas sexuais

• Duplicação genómica natural, usada

como ferramenta genética

• 12 cromossomas ancestrais, 

conservados em todos os vertebrados

Zebrafish - a model for biomedical research

https://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Annotation

https://www.sanger.ac.uk/science/data/zebrafish-genome-project
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Zebrafish - a model for biomedical research

• >26.000 genes protein-coding

• ~ 70% genes humanos têm ≥1 ortólogo px-zebra (84% dos genes associados a doença)

• Peixe-zebra: modelo biomédico para estudo de alterações ao genoma humano associadas a doença

2013
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ZF Mutation Project – Sanger Institute

Zebrafish – a model for biomedical research

Resultados até agora:

• 37.624 alelos em 753 genes. 

• 17.882 alelos (530 genes) 

disponíveis

Objectivo:

Peixes knockout p/ todos

alelos de genes codificadores

em px-zebra; disponibilizar à

comunidade (ZIRC, EZRC)

Método: 

1. Mutagénese em larga escala

2. Selecção de fenótipos

3. Sequenciação e cruzamentos
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Abordagens reverse genetics para geração de peixes-modelo

Zebrafish - a model for biomedical research

- Morfolinos

- Zn-fingers

- TALENs

- CRISPR-Cas

Efeito estável ao longo de 

gerações

Efeito temporárioGene knockdown/ knockout/ 

knockin

Edição genómica dirigida

Princípio: Interferir com a expressão normal de um gene com sequencia conhecida e função/ expressão

desconhecida → analise fenotípica → caracterização espaço-temporal, funcional

Caracteriziação da expressão, 

Integração aleatória

Cre-LoxP, Gal4/UAS, Q system 

+ Tol2 transposase, BAC

Marcação de genes 

com fluoróforos
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Zebrafish - a model for biomedical research

J Clin Invest. 2012;122(7):2337-2343 https://doi.org/10.1172/JCI60434

1. Cruzamentos (reprodução) 

2. Injecção dos componentes moleculares em 

embriões em fase de 1 célula. 

3a)  Analise de fenótipo no embrião 

E/Ou

3b)  Manutenção progenia até adultos

4.    Várias rondas de novos cruzamentos e 

selecção de positivos

5.    Geração de linhas mutantes/ trangénicas

estáveis
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Zebrafish - a model for biomedical research

V2.https://www.youtube.com/watch?v=keRfCD6Dq

4U&list=TLGGIuic6e39VmYxNDAzMjAyMg&t=3s

V1. https://www.youtube.com/watch?v=LbG7vPKlAN0&t=16s V3. https://www.youtube.com/watch?v=yk7TWOtrphM

V3. Desenvolvimento 16h-2 dias com resolução single-

cell (vasos geneticamente marcados com fluoroforo)

V2. Fluxo sanguíneo no coração de um embrião

V1. Batimento cardíaco, miocardio (Vermelho), 

endocardio e vasos (azul)
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Uma espécie, multiplos modelos

Modelos de Doenças

• Oncologia

• Hematopoiese

• Infecçao/ Inflamação

• Cardiologia

• Doenças neurológica

• Degeneração óssea

• Psiquiatria

• etc

Zebrafish - a model for biomedical research

Modelos de funcionamento básico:

• Neurociencias

• Desenvolvimento

• Genetica

• Biologia celular

• Immunologia

• Epigenetica

• etc
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Peixe-zebra como modelo em neurociências

Zebrafish - a model for biomedical research

Complexidade

Simplicidade

➢ Px-zebra: 10 million neurónios (100.000 em larvas)  

➢ Humanos: 86 biliões neurónios
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Peixe-zebra como modelo em neurociências

Zebrafish - a model for biomedical research

➢ Organização/ morfologia celular, estrutural

e functional holomogas, que afectam

comportamentos/ patologias em comum

Complexidade

Simplicidade
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Zebrafish – a model for biomedical research

Humanos e peixe-zebra:

➢ Capacidade de decisão complexa

➢ Resposta ao stress idêntica (em roedores

não!): Cortisol como hormona de stress,

activada pelas mesmas cascatas de

hormonas hipotalamo-pituitaria e actuam

sobre os mesmos receptors glucocorticoides

➢ Resposta idêntica a agentes farmacológicos

➢ Muitos genes ortologos, associados a

disturbios cerebrais

Peixe-zebra como modelo em neurociências
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Zebrafish – a model for biomedical research

Mutagénese/ transgenese

Farmacologia

Benefícios: 

Conhecimento morfológico e functional do cérebro humano

Potenciais tratamentos para perturbações psiquiátricas e neurológicas

• Agressão

• Ansiedade

• Memória (curto e longo prazos)

• Distinção de objectos

• Preferencia cromática

• Respostas optogenéticas

Analise molecular, circuitos

neuronais, comportamento

Abordagens 

experimentais

Peixe-zebra como modelo em neurociências

Comportamentos

complexos em pz-zebra
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Alzheimer

Parkinson EpilepsiaAutismo

Esquizofrenia
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Ferramentas para estudo da actividade neuronal

Zebrafish - a model for biomedical research

1. Electrofisiologia

Células individuais (eg. patch clump)

Actividade geral (whole brain electroencephalogram (EEG)

Actividade no cérebro e notocorda em simultâneo

Métodos invasivos (craniotomi - implante de eléctrodos)

Métodos não invasivos (electrodos de superfície)

Medição de actividade neuronal 

mediante estímulos apresentados

Estudos de propensão a convulsões, 

dor, após determinados estímulos

Animais imóveis, pouco especícicos

na informação obtida
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Ferramentas para estudo da actividade neuronal

• Actividade neuronal implica aumento dos níveis de cálcio no citoplasma

• Alterações dos níveis de cálcio intracellular indicam a actividade neuronal existente

Zebrafish - a model for biomedical research

2. Dyes sintéticas:       Moleculas pequenas muito sensíveis e resposta muito rápida

Métodos de entrega invasivos (electroporação, microinjecção) 

Pouco específicas (a nível cellular e subcellular)

Transientes

3. GECI – Genetically Encoded Ca+2 Indicators:        Monitorização de actividade neuronal in vivo

Visualização de neurónios individuais/ populações

Expressão estável a longo prazo/ em populações

Sensibilidade/ rapidez de resposta

Intensidade de fluorescencia
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Genetically Encoded Ca+2 Indicators - GCaMP

GCaMP: GFP + CaM (calmodulina) + M13 (peptido da miosina quinase de cadeia leve)

Zebrafish - a model for biomedical research

Ausência de Ca2+: GFP protonada, 

Fluorescencia mínima

Presença de Ca2+ : 1. CaM altera conformação

2. CaM liga-se ao M13

3. GFP desprotonada, 

Emissão de fluorescencia
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Genetically Encoded Ca+2 Indicators - GCaMP

GCaMP: GFP + CaM (calmodulina) + M13 (peptido da miosina quinase de cadeia leve)

Zebrafish - a model for biomedical research

Variantes GCaMP:

1. Nível base de fluorescência vs  Max contraste de nível base/max fluo (single cells/ populações)

2. Rapidez vs Sensibilidade

Slow (s): + brilhantes, + sensiveis a oscilações Ca2+ – detecção de actividade de single cells 

Fast (f): - sensíveis; + rápida a reagir - actividade temporal mais precisa.

Medium (m): cinéticas intermédiase

3. Proteinas com emissão de fluorescencia noutros comprimentos de onda (RFP, YFP, CFP)
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Zebrafish - a model for biomedical research

4. Optogenetica: Controlo e visualização da actividade celular através do uso de luz

Fases para aplicação da optogenética

1. Identificação e sintese de uma proteína sensível à luz

2. Criação de animais trangénicos com opsina expressão em gene alvo ou de forma ubiquoa

3. Aplicação de luz (comp.de onda adequado), na presença ou não de estímulos comportamentais

4. Recolha e análise de imagens

5- Identificação de relações entre células, zonas cerebrias, neurónios-comportmanto

Exemplos de opsinas (canais e bombas iónicas, enzimas sensíveis à luz)

- Channelrhodopsins (ChR2, ChR1, VChR1, SFOs): excitação/ inibição neuronal

- Bombas iónicas (halorhodpsin (NpHR), archaerhodpsin (Arch), inibição de active neuronal 

Ferramentas para estudo da actividade neuronal
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Zebrafish - a model for biomedical research

Imagiologia e tratamento de imagem

✓ Lazers de alta precisão e elevada

penetração (precisão do estimulo optico)

✓ Microscopia de alta ampliação e resolução

✓ Sistemas de iluminação de elevada

penetração/ alcance

✓ Câmaras e softwares – aquisição de alta

velocidade (aquisição e análise de respostas

muito rápidas, mesmo em movimento livre)
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Zebrafish - a model for biomedical research

Ferramentas optogenéticas

Video: 

Optogenetic Activation of Zebrafish Somatosensory Neurons using ChEF-tdTomato

Link: https://www.jove.com/v/50184/optogenetic-activation-zebrafish-somatosensory-neurons-using-chef
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Visualização in vivo da actividade neuronal

Zebrafish - a model for biomedical research

https://www.youtube.com/watch?v=Nxa19uWC_oA
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Atlas neuronal

Zebrafish – a model for biomedical research

3D resconstruction of adut zebrafish brain

http://www.cornell.edu/video/new-technique-images-

adult-living-zebrafish-brain

• Mapzebrain

• Zbb

• Z-brain

• ViBE-Z

Registration of different types of data:

➢ In vivo/ ex vivo

➢ Developmental stage

➢ Anatomical / Funcional / Functional + 

molecular-genetic

➢ Resolution (single cell/ tissue level)
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Exemplo prático I: resposta neuro-motora

Zebrafish – a model for biomedical research

Orger MB (2016) Curr Biol 26:377–385

• Organização neuro-motora – quais os neurónios e regiões do cérebro
envolvidas na resposta motora a estímulos visuais

Optomotor response Optokinetic response

• Movimento dos olhos e respostas motoras a estímulos visuais
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Zebrafish – a model for biomedical research

Exemplo prático II: comportamento individual/ social

ID tracker
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