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RESUMO 

 

A neurogénese é um processo que ocorre ao longo da vida, tendo já sido 

demonstrado na retina e cérebro da maioria dos vertebrados, e em particular nos peixes 

teleósteos. A obesidade pode afetar a neurogénese através da redução da capacidade de 

proliferação das células estaminais. Por outro lado, a genisteína, um fitoestrogénio que 

compete com os recetores de estrogénio, quando administrada exogenamente pode 

comprometer ou modular a neurogénese.  

Este trabalho teve como principal objetivo a validação do peixe-zebra como um 

modelo para o estudo dos efeitos da obesidade, contribuindo simultaneamente, para 

esclarecer os efeitos da genisteína e da obesidade na neurogénese da retina e cérebro, 

deste modelo. Para tal, a proliferação celular e a presença de células estaminais foram 

avaliadas através da análise da expressão génica e imuno-marcação do antigénio nuclear 

de proliferação celular (PCNA) e fator de transcrição sox-2 (Sox-2). 

A análise histológica da retina e cérebro revelou que as suas estruturas 

morfológicas não sofreram alterações devido à indução de obesidade ou à presença de 

genisteína. Na retina, a obesidade e a genisteína promoveram uma redução da expressão 

génica e uma diminuição de marcação positiva de PCNA e Sox-2. Contudo, no grupo de 

animais sujeitos em simultâneo a obesidade e genisteína, esta isoflavona revelou-se 

protetora promovendo um aumento da expressão do gene Sox-2. No cérebro, detetou-se 

uma diminuição da expressão génica e da marcação positiva para PCNA e Sox-2, em 

todas as condições de estudo. 

Em conclusão, com o delineamento experimental utilizado neste trabalho 

podemos afirmar que a dieta hipercalórica fornecida aos animais, induz obesidade nos 

peixes-zebra. Adicionalmente, em conjunto, os dados sugerem que a obesidade reduz a 

neurogénese na retina e no cérebro de peixes-zebra e que a genisteína poderá contribuir 

para a atenuação dos efeitos provocados pela dieta hipercalórica, na retina. 

 

Palavras-chave: Neurogénese; Obesidade; Genisteína; Retina; Cérebro; Danio rerio 
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ABSTRACT 

 

Neurogenesis is a process that occurs throughout life and it has been 

demonstrated in vertebrate retina and brain, particularly in teleost fish. Obesity can 

affect neurogenesis by reducing the proliferation ability of stem cells. On the other 

hand, genistein, a phytoestrogen that, when administered exogenously, competes with 

estrogen receptors, potentially affecting or modulating neurogenesis. 

 

The main aim of this study was the validation of zebrafish as a model to study 

the obesity effects, simultaneously contributing to clarify the effects of genistein and 

obesity in neurogenesis of the retina and brain, in this model. To this end, the cell 

proliferation and the presence of stem cells were evaluated through the analysis of gene 

expression and immunolabeling of the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and 

sox transcription factor-2 (Sox-2). 

Histological examination of the retina and the brain revealed that the 

morphological structures have not changed due to the induction of obesity and the 

presence of genistein. In the retina, obesity and genistein promoted a reduction in gene 

expression and a decrease in the positive labeling for PCNA and Sox-2. However, in the 

group of animals subjected simultaneously obesity and genistein, the isoflavone has 

proved to be protective promoting an increased expression of Sox-2 gene. In brain, a 

decrease of gene expression and positive labeling of PCNA and Sox-2 were detected, in 

all study conditions. 

In conclusion, with the experimental design used in this work we can affirm that 

the high-calorie diet assigned to animals, induces obesity in zebrafish. Additionally, the 

data suggest that obesity reduces neurogenesis in the retina and brain of zebrafish and 

that genistein may contribute to reduce the effects of the high-calorie diet in the retina. 

 

Keywords: Neurogenesis; Obesity; Genistein; Retina; Brain; Danio rerio.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Caraterização da espécie (Danio rerio) 

 

O Danio rerio, de nome comum peixe-zebra, é um pequeno teleósteo (Briggs, 

2002; Filby et al, 2010; Gerhard, 2003; Lele & Krone, 1996) que pertence à ordem dos 

Cypriniformes, um grande grupo de peixes de água doce. Apresenta uma distribuição 

ampla ao longo da Eurásia (Gerhard, 2003; Mayden et al, 2007; Tang et al, 2010), e foi 

descrito pela primeira vez por Hamilton, em 1822. 

Esta espécie apresenta dimensões reduzidas, variando entre os 2,5 a 5 cm. Possui 

um tempo de desenvolvimento curto (3 a 5 meses), podendo viver até 5 anos (Gerhard, 

2003; Gerhard et al, 2002; Kishi et al, 2003; Lele & Krone, 1996; Mayden et al, 2007; 

Segner, 2009; Speedie & Gerlai, 2008). A sua descendência é elevada, com postura de 

50 a 200 ovos por fêmea, em cada desova. Sob condições laboratoriais adequadas, pode 

reproduzir-se durante o ano inteiro (Gerhard, 2003; Kishi et al, 2003; Segner, 2009; 

Speedie & Gerlai, 2008). O peixe-zebra vive em ambientes com águas calmas e com 

baixa turbidez, com um pH ligeiramente alcalino (pH≈8) e alimenta-se de uma grande 

variedade de crustáceos bentónicos e plantónicos, vermes e larvas de insetos (Lawrence, 

2007).    

 

1.1.1. Importância como modelo biológico 

 

A utilização de D. rerio como modelo biológico teve como principal 

impulsionador George Streisinger e a sua equipa, no início da década de 80 (Briggs, 

2002; Gerhard, 2003). Desde então, o peixe-zebra tem sido utilizado em diversos 

estudos e em diferentes áreas, como a toxicologia ambiental (Keller & Murtha, 2004), 

doenças humanas de origem cardíaca, neurológica e oftalmológica (Keller & Murtha, 

2004; Segner, 2009), desenvolvimento biológico e genético (Segner, 2009), estudos de 

evolução, estudos de aquacultura (Lawrence et al, 2012), de comportamento animal 

(Filby et al, 2010; Kishi et al, 2003) e estudos sobre organismos transgénicos (Lele & 

Krone, 1996), entre outros.  
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A utilização desta espécie em áreas de estudo tão diversas deve-se, em grande 

parte, às suas características favoráveis de cultura, uma vez que não necessita de muito 

espaço, a sua manutenção requer um custo reduzido, possui um curto período de 

geração, consegue produzir um elevado número de descendentes e os ovos eclodem em 

2-3 dias (Kishi et al, 2003; Lele & Krone, 1996). A fertilização externa e a transparência 

dos ovos e dos embriões permitem que seja possível a monitorização de alterações 

fenotípicas (Briggs, 2002; Keller & Murtha, 2004; Lawrence, 2007; Segner, 2009; Shin 

& Fishman, 2002), o que é uma grande vantagem comparativamente aos modelos de 

roedores (Segner, 2009). As suas dimensões, apesar de pequenas, permitem que se 

realize a recolha isolada de diversos tecidos (Gerhard, 2003), e os órgãos dos 

peixe-zebra são morfológica e funcionalmente semelhantes aos dos humanos (Gerhard, 

2003; Shin & Fishman, 2002).  

O peixe-zebra constitui também um excelente modelo para estudos de 

neurogénese no cérebro (Centanin et al, 2011; Diotel et al, 2013) e na retina (Centanin 

et al, 2011; Otteson & Hitchcock, 2003), uma vez que a neurogénese persiste no animal 

adulto (Diotel et al, 2013). Adicionalmente, diversos estudos demonstraram que o 

peixe-zebra pode ser utilizado como modelo alternativo em ensaios de obesidade, uma 

vez que apresenta os mesmos sintomas fisiopatológicos que os mamíferos obesos (Oka 

et al, 2010; Seth et al, 2013). Contudo, este modelo biológico também apresenta 

algumas desvantagens. A falta de conhecimentos veterinários e o facto de serem 

alojados em grandes colónias, para reduzir os seus custos de produção, pode levar ao 

desenvolvimento de doenças infeciosas, difíceis de tratar e de erradicar (Segner, 2009). 

É ainda importante realçar que a utilização do peixe-zebra como modelo é recente, pelo 

que a aplicação de algumas técnicas seja complicada, como é o caso de recolha de 

amostras de sangue, injeções intraperitoniais e intracerebroventriculares, entre outras 

(Seth et al, 2013). Porém, estas desvantagens não comprometem a sua eficácia como 

modelo na realização deste trabalho. 
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1.2. Retina 

 

A retina dos vertebrados forma-se, durante o desenvolvimento embrionário, a 

partir do tubo neural (Santos-Carvalho et al, 2014; Shin & Fishman, 2002; Yang, 2004). 

Apesar da sua complexidade, não tem sofrido muitas alterações evolutivas, como são 

exemplo os principais tipos celulares da retina e a sua organização, características que 

apenas variaram no número e subtipos de células. Assim, pode afirmar-se que a retina, 

em primatas e peixes teleósteos, mantém as semelhanças entre si (Malicki et al, 2002). 

 

1.2.1.  Morfologia 

 

Nos vertebrados em geral, e no peixe-zebra em particular, a retina apresenta uma 

estrutura organizada e estratificada onde se encontram diferentes tipos de células, como 

as células da glia (célula de Müller, astrócitos e células da microglia) e neurónios (Fig. 

1). As células neuronais são de diferentes tipos: ganglionares, amácrinas, bipolares, 

horizontais e fotorrecetores, como os cones e os bastonetes (Menke et al, 2011; Santos-

Carvalho et al, 2014; Tarboush et al, 2012). 

A retina madura do peixe-zebra é estruturalmente muito semelhante à dos seres 

humanos uma vez que, em ambos os casos, é possível observar 3 camadas nucleares e 2 

camadas plexiformes (Shin & Fishman, 2002). As camadas nucleares são designadas 

por nuclear externa, nuclear interna e camada de células ganglionares. Por sua vez, às 

camadas plexiformes foi atribuída a designação de plexiforme externa e plexiforme 

interna (Bilotta & Saszik, 2001; Santos-Carvalho et al, 2014; Seeley et al, 2011; 

Tarboush et al, 2012). Cada camada nuclear é formada por diferentes tipos celulares: a 

camada nuclear externa possui os corpos celulares dos fotorrecetores (cones e 

bastonetes), a camada nuclear interna contém os corpos celulares das células 

horizontais, bipolares, amácrinas e de Müller, e a camada de células ganglionares inclui 

os corpos celulares das células ganglionares e, por vezes, algumas células amácrinas 

deslocadas (Santos-Carvalho et al, 2014; Seeley et al, 2011; Tarboush et al, 2012). As 

camadas plexiformes localizam-se entre as camadas nucleares, e é nelas que ocorrem as 

ligações sinápticas entre os vários neurónios da retina (Seeley et al, 2011). Na camada 

plexiforme externa ocorrem as ligações entre os fotorrecetores, células bipolares e 

células horizontais, e na camada plexiforme interna ocorrem as ligações entre células 
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bipolares, células amácrinas e células ganglionares (Bilotta & Saszik, 2001; Santos-

Carvalho et al, 2014; Tarboush et al, 2012). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Esquema da organização da retina de vertebrados 
É possível observar, em detalhe, a organização dos diferentes tipos de células, dispostas em 

camadas diferentes: a camada nuclear externa, onde se localizam os corpos celulares dos 

fotorrecetores (cones e bastonetes); a camada nuclear interna, contém os corpos celulares das 

células horizontais, bipolares, amácrinas e de Müller; a camada de células ganglionares, inclui os 

corpos celulares das células ganglionares e células amácrinas deslocadas; a camada plexiforme 

externa, onde ocorrem as ligações entre os fotorrecetores, células bipolares e células horizontais; e 

na camada plexiforme interna ocorrem as ligações entre células bipolares, células amácrinas e 

células ganglionares (Adaptado de Netter’s Neuroscience Flash Cards, 2nd Edition) 
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1.3. Cérebro 

 

O cérebro dos peixes teleósteos, e em particular o do peixe-zebra, é muito 

semelhante ao cérebro de animais superiores, nos seus componentes básicos, variando 

apenas na sua forma e complexidade (Menke et al, 2011; Yamamoto, 2009), que foi 

descrito em pormenor, pela primeira vez, por Wullimann e colaboradores em 1996 

(Ikenaga, 2013; Wullimann et al, 1996).  

A nível cerebral existem dois tipos de células: os neurónios, que possuem a 

função de conduzir os impulsos nervosos, e células da glia (astrócitos e 

oligodendrócitos), com função de suporte e nutrição, entre outras (Menke et al, 2011; 

Seeley et al, 2011).  

 

1.3.1.  Morfologia 

 

O cérebro do peixe-zebra é dividido em 5 regiões (Fig. 2): o telencéfalo, o 

diencéfalo, o mesencéfalo, o metencéfalo (ou cerebelo) e o mielencéfalo (ou bolbo 

raquidiano), sendo cada região responsável por diferentes funções (Grandel et al, 2006; 

Menke et al, 2011; Yamamoto, 2009). O telencéfalo é subdividido em bolbo olfativo, 

pallium e subpallium, o diencéfalo é subdividido em tálamos e hipotálamo, e o 

mesencéfalo é subdividido em tectum ótico e tegumentum (Menke et al, 2011; 

Yamamoto, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2 – Esquema do cérebro de peixe zebra 
Imagem representativa das diferentes regiões que constituem o cérebro do peixe zebra: o telencéfalo 

(bolbo olfativo, pallium e subpallium), o diencéfalo (tálamo e hipotálamo), o mesencéfalo (tectum ótico e 

tegumentum), o metencéfalo (ou cerebelo) e o mielencéfalo (ou bolbo raquidiano). OB – Bolbo olfativo; 

Pa – Pallium; sPa – Subpallium; TeO – Tectum ótico; T – Tálamo; H – Hipotálamo; Teg – Tegumentum; 

Cer – Cerebelo; Med – Bolbo raquidiano (Adaptado de (Toledo-Ibarra et al, 2013)) 
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A organização celular básica do sistema nervoso central dos teleósteos, e em 

particular do peixe-zebra, é bastante semelhante ao dos outros vertebrados, tendo sido 

descrita em pormenor, pela primeira vez, por Wullimann e colaboradores em 1996 

(Ikenaga, 2013; Wullimann et al, 1996). Histologicamente, no cérebro é possível 

observar-se células piramidais, entre outros neurónios, e células da neuróglia (astrócitos 

e oligodentrócitos) (Leake, 1975). Estes tipos celulares encontram-se dispostos em 

camada e em núcleos específicos ao longo de cada região cérebro (Leake, 1975).  

Histologicamente, no bolbo olfativo as células encontram-se dispostas em diversas 

camadas (Fig. 3), observando-se uma camada primária de fibras olfativas (POF – 

Primary Olfatory Layer), uma camada glomerular (GL – Glomerular Layer), uma 

camada celular externa (ECL – External Cellular Layer) e uma camada celular interna 

(ICL – Internal Celular Layer) (Wullimann et al, 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

A organização do pallium e subpallium são baseados na localização das células no 

telencéfalo. No pallium é possível distinguirem-se a zona medial, a zona dorsal, a zona 

lateral, a zona posterior e a zona central. No subpallium observam-se um núcleo dorsal, 

um núcleo ventral, um núcleo central, um núcleo lateral, um núcleo supracomissural e 

um núcleo posterior (Wullimann et al, 1996).  

No tectum ótico é observam-se 4 regiões distintas: a zona periventricular cinzenta 

(PGZ – Periventricular Grey Zone), a zona branca interna (DWZ – Deep White Zone), 

a zona central (CZ – Central Zone), e zona superficial cinzenta e branca (SGWZ – 

Superficial Grey and White Zone), as quais podem ser subdivididas em 15 camadas 

diferentes (Wullimann et al, 1996).  

Figura 3 – Esquema do Bolbo olfativo  
Representa as diferentes camadas no qual o Bolbo olfativo se encontra organizado, camada primária de 

fibras olfativas (POF), uma camada glomerular (GL), uma camada celular externa (ECL) (Adaptado 

de (Wullimann et al, 1996)). 
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1.4. Neurogénese 

 

A ocorrência de neurogénese no cérebro de mamíferos adultos foi demonstrada 

em 1960, por Joseph Altman e a sua equipa, no Instituto de Tecnologia de 

Massachusetts. Até então pensava-se que a produção de novos neurónios no cérebro dos 

vertebrados parava, sensivelmente, após o nascimento (Altman, 1962; Kohman & 

Rhodes, 2013; Zupanc & Zupanc, 2006).  

A formação de novos neurónios na idade adulta já foi observada na maioria dos 

vertebrados, nomeadamente, em mamíferos (Cheng, 2013; Gage, 2002; Rakic, 2002), 

aves (Cheng, 2013; Nottebohm, 2002), répteis (Cayre et al, 2002; Font et al, 2001), 

anfíbios (Polenov & Chetverukhin, 1993) e peixes teleósteos (Hitchcock et al, 2004; 

Zupanc & Zupanc, 2006). Contudo, é conhecido que, comparativamente aos mamíferos, 

os peixes teleósteos adultos apresentam uma capacidade superior de neurogénese e 

regeneração de neurónios. Este facto permite-lhes uma fácil substituição de células 

danificadas (Cameron, 2000), mantendo a capacidade de regenerar neurónios em 

dezenas de regiões do cérebro (Ekdahl et al, 2009; Zupanc et al, 2005) e da retina 

(Centanin et al, 2011; Otteson & Hitchcock, 2003).  

 

1.4.1.  Células estaminais/progenitoras 

 

As células estaminais poderão ser definidas como células com capacidade de 

originar todos os tipos celulares diferentes, associados ao tecido de origem. Estas 

células possuem a capacidade de se autorrenovar, isto é, conseguem gerar um elevado 

número de células idênticas à célula progenitora multipotente, através de clonagem 

amplificadora (Ahmad, 2001; Centanin et al, 2011).  

De acordo com a sua capacidade de diferenciação, as células estaminais podem 

classificar-se em totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes 

(Fig. 4). Neste caso, o tipo celular anterior possui uma maior capacidade de 

pluripotência do que o que se segue, isto é, as células estaminais totipotentes têm a 

capacidade de originar todo o tipo de células, enquanto que, as células estaminais do 
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Célula estaminal 

Célula progenitora 

Duas células diferenciadas 

tipo unipotente já são mais restritas quanto à capacidade de diferenciação em mais do 

que um tipo de células (Gage, 2000; Wagers & Weissman, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

A divisão das células estaminais pode ocorrer através de uma de duas formas: 

assimetricamente, dando origem a uma célula estaminal e uma célula progenitora (Fig. 

5a) que, eventualmente, começa a sofrer diferenciação e substitui uma célula perdida no 

tecido, ou simetricamente, resultando em duas células filhas diferenciadas (Fig. 5b) 

(Doe, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No tecido nervoso, as novas células estaminais geradas acumulam-se em zonas 

especializadas, designadas por nichos neurogénicos (Centanin et al, 2011; Mochizuki et 

al, 2014). Estes nichos são responsáveis por regular a autorrenovação e diferenciação 

Figura 4 – Classificação das células estaminais 
É possível classificar as células estaminais em totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e 

unipotentes, com a anterior a possuir maior capacidade de pluripotência do que da que se segue. 

(Adaptado de (Gilbert, 2010)). 

Figura 5 – Esquema representativo da divisão de células estaminais 
a – Divisão assimétrica, da qual resultam uma célula estaminal e uma célula progenitora que, 

eventualmente, começa a sofrer diferenciação e substitui uma célula perdida no tecido; b – Divisão 

simétrica, da qual resultam duas células filhas diferenciadas. (Adaptado de (Knoblich, 2001))     
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celular (Taupin, 2006). Um mau funcionamento do nicho pode resultar numa produção 

excessiva de células estaminais e/ou células progenitoras, levando à formação de 

tumores, ou numa escassez de células progenitoras, resultando numa desintegração do 

tecido (Holtmann & Dorn, 2009). 

 

1.4.1.1.  Nichos neurogénicos e células estaminais/progenitoras na retina 

 

Na retina de diferentes espécies de vertebrados é possível encontrar várias fontes 

de neurogénese e regeneração que incluem células estaminais neuronais e do epitélio 

pigmentado, na periferia da retina, e células de Müller, na região central da retina 

(Centanin et al, 2011; Fischer, 2005; Otteson & Hitchcock, 2003).  

Na retina dos peixes teleósteos, o principal local de neurogénese é na margem 

ciliar (CMZ – “Ciliary Marginal Zone”), localizada entre o epitélio pigmentado da 

retina/íris e a retina neuronal propriamente dita (Fig. 6) (Fischer, 2005; Fischer et al, 

2013; Otteson & Hitchcock, 2003). Nesta margem ciliar persiste um resto de retina 

embrionária que dá origem a uma zona germinal circunferencial (CGZ – 

“Circumferential Germinal Zone”) que acrescenta, continuamente, novos neurónios à 

margem da retina existente (Otteson & Hitchcock, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Representação de uma secção sagital da região da margem ciliar 
A margem ciliar (CMZ) corresponde à zona ampliada do esquema. É constituída por um conjunto de 

células progenitoras multipotentes da retina, localizada entre o epitélio pigmentado da retina/íris e a retina 

neuronal. Esta zona é constituída por células estaminais, neuroblastos proliferativos e precursores em 

diferenciação. (Adaptado de (Perron & Harris, 2000)) 
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1.4.1.2. Nichos neurogénicos e células estaminais/progenitoras no cérebro 

 

No cérebro de mamíferos adultos, está descrito que a neurogénese se encontra na 

zona subventricular do telencéfalo, na zona subgranular do hipocampo e no hipotálamo 

(Bowers et al, 2010; Brock et al, 2010; Diotel et al, 2013; Sousa-Ferreira et al, 2014). 

Porém, no cérebro dos peixes teleósteos, e em particular no peixe-zebra, é possível 

detetar neurogénese ao longo do eixo rostro-caudal (Ito et al, 2010; Kaslin et al, 2008), 

tendo já sido descritos 16 nichos diferentes (Fig. 7) (Grandel et al, 2006; Hinsch & 

Zupanc, 2006). É possível identificar estes nichos no telencéfalo dorsal, hipotálamo, 

tectum ótico, cerebelo, área pré-ótica e bolbo olfativo (Adolf et al, 2006; Grandel et al, 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar de existirem diversos nichos neurogénicos, a maioria das novas células é 

gerada nas diversas subdivisões do cerebelo e na zona lateral e posterior do telencéfalo 

dorsal. Estas últimas regiões são de especial interesse, uma vez que se consideram 

homólogas ao hipocampo dos mamíferos podendo, deste modo, afirmar-se que a 

Figura 7 – Representação das áreas neurogénicas no cérebro 
Identificação das áreas onde ocorre a neurogénse, bem como onde se encontram localizados os nichos de 

células estaminais adultas, sendo possível efetuar uma comparação entre o cérebro dos mamíferos 

adultos (A) e do peixe-zebra (B). OB – Bolbo olfativo; Cer – Cerebelo; SVZ – Zona subventrícular 

(Adaptado de (Kizil et al, 2012))  
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ocorrência de neurogénese no hipocampo de adultos é uma característica que foi 

conservada ao longo da evolução dos vertebrados (Hinsch & Zupanc, 2006; Zupanc, 

2006). Mais ainda, apesar de apresentar uma taxa mais reduzida de produção de células, 

o bolbo olfativo, nos teleósteos, é também uma região na qual o estudo da neurogénese 

apresenta bastante interesse, visto que em região análoga dos mamíferos também se 

verifica a existência de neurogénese na fase adulta (Hansel et al, 2001; Zupanc, 2006). 

 

1.4.2. Antigénio nuclear de proliferação celular (PCNA)  

 

O antigénio nuclear de proliferação celular (PCNA – “Proliferating Cell 

Nuclear Antigen”) é uma proteína nuclear envolvida na síntese do ácido 

desoxirribonucleico (DNA - deoxyribonucleic acid) (Zhao et al, 2012). O PCNA é 

produzido na fase G1 e início da fase S do ciclo celular (Raucci et al, 2006). Atinge uma 

concentração máxima durante a fase S e vai diminuindo ao longo das fases G2 e M (Ino 

& Chiba, 2000). Esta proteína foi identificada como acessória da DNA polimerase δ, 

encontrando-se a sua quantidade diretamente relacionada com a taxa de proliferação 

celular e síntese de DNA (Ino & Chiba, 2000; Zhao et al, 2012). 

 

1.4.3. Fator de transcrição Sox-2 

 

O Sox-2 é um membro da família de fatores de transcrição SOX (SRY-like 

HMG-box gene) (Lefebvre et al, 2007; Rex et al, 1998), que é expresso durante a 

neurogénese adulta (Germana et al, 2011; Ma et al, 2009; Pevny & Nicolis, 2010). 

Diversos estudos, realizados em vertebrados, incluindo o peixe-zebra, demonstraram 

que o fator de transcrição Sox-2 se encontra ativo no sistema nervoso embrionário, 

identificando assim, a maioria das células precursoras indiferenciadas que poderão 

originar neurónios e astrócitos funcionais (Bani-Yaghoub et al, 2006; Ma et al, 2009; 

Pevny & Nicolis, 2010).  
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1.5. Obesidade 

 

Estudos recentes revelam que cerca de 1 bilião de pessoas adultas apresentam 

excesso de peso. Destas, 300 milhões são obesas, e pelo menos 2,6 milhões de pessoas 

morrem, por ano, devido ao excesso de peso e/ou obesidade (Behloul & Wu, 2013). 

A obesidade, caracterizada pela acumulação excessiva de lípidos nas células, é 

uma doença com origem variada, destacando-se os fatores genéticos, comportamentais e 

ambientais (Newbold et al, 2009; Oka et al, 2010; Tingaud-Sequeira et al, 2011). A 

causa mais comum para a origem de obesidade é o consumo excessivo de calorias, 

associado a um estilo de vida sedentário (Newbold et al, 2009). Adicionalmente, a 

obesidade constitui um fator de risco para o aparecimento de diversas patologias, das 

quais são de referir a diabetes do tipo 2, a resistência à insulina, doenças cardíacas, 

hipertensão, doenças hepáticas, asma e outras doenças pulmonares, problemas 

reprodutivos, alguns tipos de cancro (Kramarova et al, 2009; Newbold et al, 2009; Park 

et al, 2009) e doenças relacionadas com a visão, como cataratas, retinopatia diabética, 

glaucoma, retinis pigmentosa e degenerescência macular relacionada com a idade 

(Cheung & Wong, 2007; Gupta et al, 2003). 

O consumo de dietas ricas em lípidos aumenta o risco de doenças 

cardiovasculares, obesidade e problemas neuronais. Além disso, estas dietas 

influenciam o desenvolvimento normal do sistema nervoso central e afetam as funções 

cognitivas (Karimi et al, 2013). Sabe-se também que afetam a plasticidade sináptica do 

hipocampo e as capacidades cognitivas, tais como a aprendizagem e memória, e 

contribuem para doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e de 

Parkinson (Karimi et al, 2013; Park et al, 2010). Contudo, apesar da conotação negativa 

associada aos lípidos da alimentação, a presença de ácidos gordos, como por exemplo 

do ácido eicosapentaenóico (ómega-3 EPA), o ácido docosa-hexaenóico (DHA) e o 

ácido linolénico (ALA), apresentam uma elevada importância para o organismo, 

nomeadamente para o sistema nervoso, pois a sua única forma de obtenção é através da 

alimentação (Beltz et al, 2007).  

 

 



 
13 

1.5.1. Factores biológicos envolvidos na obesidade 

 

Como referido atrás, uma das causas mais comuns da obesidade associa um 

consumo excessivo de calorias a um estilo de vida sedentário. Porém, também é 

possível identificar diversas hormonas e neuropéptidos que influenciam esta doença, 

atuando a diferentes níveis, no organismo (Kopelman, 2000; Wilborn et al, 2005). De 

entre estas, é possível destacar a leptina, o neuropéptido Y (NPY), a insulina, o fator de 

necrose tumoral  (TNFα – Tumor Necrosis Factor ), o cortisol, a noradrenalina, a 

serotonina, a interleucina – 6, o estrogénio e a testosterona, entre outros (Qatanani & 

Lazar, 2007; Wilborn et al, 2005). 

 

1.5.2. Efeitos da obesidade na neurogénese 

 

A obesidade afeta a plasticidade sináptica do hipocampo e as capacidades 

cognitivas, promovendo também a redução da neurogénese no hipocampo e induzindo 

stresse oxidativo devido à elevada peroxidação lipídica (Karimi et al, 2013; Park et al, 

2010; Purkayastha & Cai, 2013; Sousa-Ferreira et al, 2014). Na realidade, um estudo 

prévio, realizado em murganhos (C57BL/6) por Park e colaboradores (2010), demonstra 

que a obesidade induzida por uma dieta rica em lípidos prejudica a neurogénese no 

hipocampo e a proliferação de células neuronais progenitoras, devido à ocorrência de 

peroxidação lipídica e à diminuição dos níveis de fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF – brain-derived neurotrophic factor) (Park et al, 2010). Noutro estudo, foi 

demonstrado que a obesidade provoca uma redução na formação de novos neurónios, 

incluindo os neurónios que expressam os neuropéptidos proopiomelanocortina (POMC 

– neuropeptide proopiomelanocortin) e neuropéptido Y (NPY – neuropeptide Y) 

(Purkayastha & Cai, 2013). Esta redução da capacidade proliferativa das células 

neuronais progenitoras do hipotálamo, que são responsáveis pelo controlo do equilíbrio 

energético, poderá por sua vez, ter efeitos na regulação do apetite e, consequentemente, 

implicações na indução de obesidade (Sousa-Ferreira et al, 2014). 

Recentemente, um estudo realizado em peixe-zebra, demonstrou que em doenças 

que se caracterizam pelo aparecimento de obesidade, a neurogénese da retina é afetada 

por mecanismos genéticos relacionados com a função ciliar (Mei et al, 2014). No 



 
14 

entanto, apesar das indicações que este estudo aponta para o efeito da obesidade na 

neurogénese da retina, a avaliação do efeito direto da obesidade na neurogénese de 

peixe-zebra ainda é desconhecida. Adicionalmente, estudos sobre o efeito da obesidade 

na neurogénese de cérebro de peixe-zebra não são igualmente conhecidos. Deste modo, 

o presente trabalho, tem um papel reforçado no sentido de esclarecer de que modo a 

neurogénese, na retina e no cérebro de peixe-zebra, poderá ser afetada após a indução de 

obesidade em peixes-zebra.  

 

1.5.3. Recetor activador de proliferação do peroxissoma γ (PPAR-γ) 

 

O recetor activador de proliferação do peroxissoma γ (PPAR-γ - Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor) pertence ao grupo dos recetores ativadores da 

proliferação do peroxissoma e é uma das 3 isoformas existentes, PPAR-γ, PPAR-α e 

PPAR-β/δ (da Silva et al, 2013; Wang et al, 2014). Cada isoforma tem seu próprio 

conjunto de genes alvo, que se sobrepõem parcialmente, apresentando níveis de 

ativação diferencial em resposta a determinados ligandos (Gijsbers et al, 2011). Este é 

um fator regulador chave para a diferenciação dos adipócitos, no metabolismo de ácidos 

gordos e para o desenvolvimento de esteatose hepática (Shieh et al, 2010; Wang et al, 

2014). Sabe-se ainda, que desempenha um papel importante na adipogénese, na 

sensibilidade à insulina e na resposta a condições nutricionais (Gijsbers et al, 2011). 

Estudos de indução de obesidade através da dieta demonstram que, o PPAR-γ regula a 

expressão de genes que promovem a absorção e armazenamento de energia sob a forma 

de triglicéridos e colesterol em grandes gotículas lipídicas (Sugii & Evans, 2011). 
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1.6. Genisteína 

 

 A genisteína (5,7-dihidroxi-3- (4 -hidroxifenil) cromen-4-ona) é uma isoflavona, 

presente em diversas plantas, em especial na soja (Behloul & Wu, 2013; Park et al, 

2009). Uma vez que apresenta uma ação no organismo muito semelhante ao 17β-

estradiol, a genisteína é considerada um fitoestrogénio (Fig.8) (Behloul & Wu, 2013; 

Park et al, 2009), apresentando efeitos pleiotrópicos em diversos órgãos, em particular 

nas gónadas, no fígado, na estrutura óssea, no sistema cardiovascular e no sistema 

nervoso (Diotel et al, 2013). Esta isoflavona tem sido muito utilizada em sistemas 

biológicos para o estudo dos seus efeitos anti-lipogénicos, antioxidantes e estrogénicos 

(Lee et al, 2006).   

 

 

 

 

  

 

 

 

 

No organismo humano, a genisteína reduz os efeitos da menopausa 

(afrontamentos e perda de massa óssea), previne o cancro da mama, diminui o risco de 

doenças cardiovasculares e afeta a libertação e ação da insulina (Behloul & Wu, 2013; 

Lee et al, 2006; Polkowski & Mazurek, 2000). Sabe-se, também, que a genisteína 

possui uma ação protetora neuronal em situações de lesões ocorridas durante a fase de 

isquémia/ reperfusão, no hipocampo e na retina de ratos (Hayashi et al, 1997; Ibrahim et 

al, 2010).  

Diversos estudos demonstraram que a genisteína provoca uma diminuição na 

ingestão de alimentos, diminui o peso corporal e a massa gorda, aumenta a apoptose das 

células adiposas e inibe a acumulação de lípidos (Behloul & Wu, 2013; Kramarova et 

Figura 8 – Estrutura da genisteína (4,5,7 – trihidroxiisoflavona) e do 17β-estradiol  
Dada a semelhança da ação entre a genisteína e o 17β-estradiol, esta é considerada um fitoestrogénio; A – 

Genisteína; B - 17β-estradiol 

A B 
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al, 2009; Park et al, 2009; Szkudelska et al, 2011). Existem ainda estudos que revelam 

que a genisteína possui capacidade de reduzir a quantidade de lípidos no plasma 

sanguíneo e no fígado (Lee et al, 2006). 

 

1.6.1. Mecanismos de ação da genisteína na célula 

 

Apesar de apresentar uma estrutura muito simples, a genisteína está envolvida 

em diferentes mecanismos celulares bioquímicos, entre os quais, a inibição da proteína 

tirosina cinase (PTK – protein tyrosin kinase) e da DNA topoisomerase II, além da sua 

capacidade de interação com os recetores de estrogénio (Hayashi et al, 1997; Li et al, 

2011; Polkowski & Mazurek, 2000; Sarkar et al, 2006; Singletary et al, 2002). É ainda 

de referir a sua ação na inibição da proliferação celular, os efeitos antioxidantes, a 

capacidade de induzir diferenciação celular e a participação na regulação da progressão 

do ciclo celular (Behloul & Wu, 2013; Hayashi et al, 1997; Polkowski & Mazurek, 

2000; Rayalam et al, 2008; Sarkar et al, 2006).   

 

1.6.2. Efeitos da genisteína na neurogénese 

 

Apesar de ser consensual que a genisteína atua como protetor neuronal em 

situações de lesão (Ibrahim et al, 2010), o efeito desta na neurogénese de peixe-zebra 

ainda não é conhecido, tornando o presente trabalho inovador. Num estudo in vitro 

realizado com a linha celular neuronal H19-7, demonstrou-se que a genisteína, em 

concentrações de 20 nM e 200 nM, promove um aumento significativo da proliferação 

celular, verificando-se um aumento na percentagem de células na fase S (Pan et al, 

2012). Assim, este estudo poderá sugerir que a genisteína estimula a neurogénese no 

hipocampo de ratos, sendo, contudo, necessários estudos adicionais para provar este 

efeito.  

Porém, uma vez que não existem estudos neste tema em peixe-zebra, esta 

pesquisa foi também baseada em estudos realizados com a hormona 17β-estradiol, uma 

vez que os efeitos desta na célula são semelhantes aos da genisteína, como ficou 

demonstrado no trabalho de Pan e colaboradores (2012), no qual os resultados obtidos 

de genisteína foram semelhantes aos resultados da 17β-estradiol (Pan et al, 2012).  
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A hormona 17β-estradiol atua no sistema nervoso central participando na 

regulação do sistema neuroendócrino e reprodutor. De facto, diversos estudos têm 

demonstrado que o estradiol regula a expressão de genes relacionados com a 

sobrevivência neuronal, a diferenciação das células neuronais e da glia e a transmissão 

sináptica. Mais ainda, sabe-se também que o estradiol apresenta uma ação anti-

inflamatória, protetora e reparadora do cérebro (DonCarlos et al, 2009). Por outro lado, 

o estradiol participa no controlo da migração celular, bem como na sua diferenciação 

e/ou plasticidade (Diotel et al, 2013). 

A neurogénese é um evento celular que pode, igualmente, ser regulado pelo 

estradiol. Diversos estudos realizados em ratos demonstram que esta hormona está 

envolvida na proliferação de células na zona subventricular do prosencéfalo e na zona 

subgranular do giro dentado do hipocampo, promovendo também a neurogénese das 

mesmas (Barha & Galea, 2010; Bowers et al, 2010).  

Contudo, um trabalho realizado por Diotel e colaboradores (2013), em peixe-

zebra, revelou que o estradiol influencia negativamente a capacidade de neurogénese 

adulta, não afetando, porém, a neurogénese reparadora (Diotel et al, 2013). Mais 

recentemente, um estudo realizado por Makantasi e Dermon (2014), em peixes-zebra 

fêmeas, demonstrou que tratamentos consecutivos com estradiol afetam a homeostasia 

da população das células proliferativas tendo-se detetado uma redução da neurogénese 

adulta no cérebro (Makantasi & Dermon, 2014). 
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1.7. Objetivos 

 

Estudos prévios, efetuados em mamíferos, demonstraram que a obesidade inibe 

a neurogénese no cérebro (Park et al, 2010) e que, pelo contrário, a genisteína poderá 

promover a neurogénese adulta (Barha & Galea, 2010; DonCarlos et al, 2009). Apesar 

da indução de obesidade em peixe-zebra apresentar sintomas fisiopatológicos 

semelhantes aos mamíferos (Oka et al, 2010), ainda não existem estudos que relacionem 

diretamente o efeito da obesidade na neurogénese da retina e do cérebro de peixe-zebra, 

não se conhecendo igualmente a ação da genisteína na modulação da neurogénese.  

Deste modo, o principal objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da 

obesidade, induzida por um regime alimentar hipercalórico (excesso de Artemia sp.), e 

da genisteína, na neurogénese em peixe-zebra (Danio rerio). Para a concretização deste 

objetivo, estudaram-se o cérebro e a retina de peixes-zebra, obesos e expostos a 

genisteína, através de análise histológica e de marcação por imunofluorescência, das 

proteínas PCNA e Sox-2, para avaliar a proliferação celular e analisar a presença de 

células neuronais progenitoras. Realizou-se ainda uma avaliação quantitativa da 

expressão dos genes PCNA e Sox-2 por reação de polimerização em cadeia em tempo 

real (qRT-PCR).  
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1. Delineamento experimental 

 

Durante o ensaio, os peixes-zebra, Danio rerio, foram mantidos na Universidade 

Trás-os-Montes e Alto Douro (UTAD), em aquários com 2L de água recirculada. A 

composição da água esteve de acordo com as instruções da União Europeia, 

nomeadamente no que diz respeito ao pH 8, alcalinidade (9,6 mg HCO3
-
L

-1
), 

condutividade (212 μS cm
-1

), composição iónica, nitratos e nitritos, dureza e oxigénio 

dissolvido (84/449/EEC, Diretivas, Anexo 5). Os animais foram mantidos a uma 

temperatura de 28±1ºC e com um fotoperíodo de 14:10 (luz: obscuridade).  

Para a realização deste trabalho experimental, foram distribuídos aleatoriamente 

120 peixes-zebra (60 dias pós-fertilização) por 12 aquários (3 aquários por tratamento). 

O peso cumulativo médio no início do ensaio foi de 1,63 ± 0,015g de peixe por aquário. 

Os animais foram divididos por 4 condições experimentais diferentes: controlo (grupo 

controlo), dieta hipercalórica de Artemia sp. (grupo obesidade), exposição a genisteína 

(grupo genisteína) e dieta hipercalórica de Artemia sp. com exposição simultânea a 

genisteína (grupo obesidade + genisteína). De acordo com trabalhos anteriores foi 

assumido que 100g de cistos descapsulados de Artemia sp. possuem 20g de lípidos (Oka 

et al, 2010). As quantidades calculadas para as dietas hipercalóricas tiveram como base 

o peso inicial dos indivíduos e foram ajustadas para uma quantidade igual de lípidos 

totais (6 vezes superior à dieta controlo). A duração do ensaio foi de 9 semanas e os 

peixes foram pesados às 3, 5, 7 e 9 semanas. No grupo de controlo e grupo exposto a 

genisteína, os peixes foram alimentados uma vez por dia, com uma porção equivalente a 

2% do seu peso corporal de quistos descapsulados (Artemia sp.). Nas restantes 

condições, os animais foram sujeitos a uma dieta, cujo objetivo era induzir obesidade 

nos animais, deste modo em 6 aquários os peixes foram alimentados 3 vezes por dia 

com uma porção equivalente a 12% do seu peso corporal em Artemia sp.. Estas 

quantidades foram ajustadas ao longo do ensaio. Nos grupos expostos a genisteína 

foram adicionados na água 2 µgL
-1

 de genisteína. 

Este trabalho seguiu as normas de experimentação animal, uma vez que os 

ensaios realizados estavam de acordo com o bem-estar animal (manuseamento e 
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eutanásia), em conformidade com a legislação europeia e nacional (86/609/EEC e 

1005/92 de 23 de outubro, respetivamente). O trabalho experimental foi supervisionado 

por um responsável acreditado pela FELASA (Federation of Laboratory Animal Science 

Associations). 

 

2.2. Recolha do material de estudo 

 

Os peixes foram amostrados 9 semanas após o início do tratamento. Cada animal 

foi anestesiado em gelo, registando-se o seu peso e o tamanho e, posteriormente, 

decapitado. Após o registo, 10 peixes de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente e 

recolhidos para a técnica histológica e outros 10 peixes foram amostrados para o estudo 

da expressão génica. Para a técnica histológica, foi separada a cabeça e o corpo inteiro 

do animal e colocados separadamente em formol, para a sua preservação. Para a análise 

da expressão génica, foram removidos do peixe-zebra ambos os olhos, o cérebro e o 

fígado e armazenados em RNAlater® (Sigma Chemical, St.Louis, USA) a -80°C.  

 

2.3. Preparação histológica 

 

Após a fixação das amostras em formol, durante cerca de 24 horas, foi efetuada 

uma desidratação em banhos de álcool com concentrações crescentes (50%, 70%, 90%, 

95% e 100%). Seguiu-se o clareamento com xilol, sendo as amostras, posteriormente, 

impregnadas e incluídas em parafina, obtendo-se um bloco sólido, a partir do qual se 

efetuaram cortes com espessura de 3 μm, com o auxílio de um micrótomo rotativo 

(Leica, Nußloch, Alemanha). Os cortes foram colocados em lâminas previamente 

revestidas com APS (peroxodissulfato de diamónio, Sigma, Barcelona, Espanha), 

seguindo-se a sua coloração com hematoxilina, que é um corante básico que cora as 

estruturas ácidas de azul/púrpura, e eosina, corante ácido que cora as estruturas básicas 

em vermelho/rosa. Por fim, a montagem da preparação foi feita utilizando o meio de 

montagem Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha). As restantes lâminas foram 

guardadas a 4°C e mantidas sem coloração para a imunofluorescência. 
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2.3.1. Imunofluorescência  

 

As lâminas com os cortes histológicos de retina, cérebro e fígado de peixe-zebra, 

de todos os grupos, foram desparafinadas em banhos de xilol (2 passagens durante 15 

minutos), hidratadas utilizando concentrações decrescentes de álcool (100%, 95%, 90%, 

70% e 50%), durante 10 minutos cada, seguindo-se lavagens sucessivas com água 

corrente e água destilada (3 lavagens durante 5 minutos). De seguida, os cortes foram 

lavados num tampão salino de fosfato (PBS – Phosphate Buffered Saline
1
) com Tween 

20 (PBS-T; 3 lavagens durante 2 minutos). Posteriormente, realizou-se a incubação dos 

cortes com uma solução de albumina de soro bovino (BSA) a 3% para o bloqueio, 

durante 30 minutos. Seguiu-se a incubação com o anticorpo primário, utilizando-se o 

anti-antigénio PCNA (1:50; Calbiochem, Darmstadt, Alemanha), durante uma hora, 

para a retina e cérebro, e o anti-antigénio PPAR-γ (1:500; Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, EUA), durante a noite, no escuro, a 4ºC, para as lâminas de fígado. 

Posteriormente, os cortes foram lavados em PBS-T (3 lavagens durante 2 minutos). E 

seguiu-se a incubação com o anticorpo secundário complexado com fluorocromo Alexa 

mouse 488 (1:200; Molecular Probes, Leiden, Holanda) para o fígado e Alexa mouse 

647 (1:200; Molecular Probes, Leiden, Holanda) para a retina e o cérebro, ambos 

durante uma hora no escuro. 

De forma a realizar uma marcação dupla, necessária para os cortes de retina e 

cérebro, procedeu-se a uma marcação sequencial de anticorpos. Após os processos 

anteriores, seguiu-se uma nova lavagem em PBS-T (3 lavagens durante 2 minutos) e 

novamente um bloqueio com BSA 3%, durante 30 minutos no escuro. De seguida, 

realizou-se a incubação com o segundo anticorpo primário (anti-Sox-2 – 1:200; 

Molecular Probes, Leiden, Holanda) durante a noite, no escuro, a 4°C. Os cortes 

histológicos foram, novamente, lavados em PBS-T (3 lavagens durante 2 minutos) e, 

seguiu-se a incubação do segundo anticorpo secundário (Alexa mouse 488 – 1:200; 

Molecular Probes, Leiden, Holanda) no escuro, durante 1 hora. 

Posteriormente, efetuaram-se 3 lavagens com PBS-T (2 minutos cada), 

seguindo-se a incubação com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; 1:1000), marcador 

nuclear, durante 5 minutos. Por fim, lavagem com PBS-T (3 lavagens durante 2 

                                                           
1
 PBS: 0,2 g/L KCl; 0,2 g/L KH2PO4; 8 g/L NaCl; 1,15 g/L Na2HPO4; pH 7,2. 
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minutos), finalizando o processo com a montagem das lâminas com Hydromount 

(National Diagnostics, Atlanta, EUA) e acondicionamento a 4°C, até à sua visualização, 

num microscópio ótico invertido (Olympus, IX – 51, Japão). A aquisição das imagens 

foi realizada através do software Cell. 

 

2.4. Extração de RNA total de amostras de tecidos 

 

Para a extração do ácido ribonucleico (RNA - ribonucleic acid) total foi 

utilizado o Kit IllustraRNAspin Mini (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). De 

acordo com as instruções do kit, iniciou-se a extração de RNA através da 

homogeneização e lise, num homogeneizador de vidro contendo tampão de lise e β-

mercaptoetanol (β-ME) (350 L de RA1: 3,5 L de β-ME). Seguiu-se a filtração do 

homogeneizado numa coluna de filtração para um tubo coletor, centrifugando-se a 

11 000 xg durante 1 minuto. De seguida foram adicionados 350 L de etanol 70% (v/v) 

ao homogeneizado, para aumentar a capacidade de absorção do RNA à membrana de 

sílica. Posteriormente, o homogeneizado foi colocado numa coluna associada a um tubo 

coletor, procedendo-se à sua centrifugação a 8 000 xg durante 1 minuto e, posterior 

colocação da coluna num tubo coletor novo. A etapa seguinte ocorreu através da adição 

de 350 L de tampão de dessalinização da membrana (MDB - Membrane Desalting 

Buffer), com capacidade de remoção de sais complexados à membrana de sílica, 

tornando a digestão mais eficaz com a DNAse, e posterior centrifugação a 11 000 xg, 

durante 1 minuto, de modo a secar a membrana. Seguiu-se, a digestão do DNA pela 

adição de 95 L da mistura de reação da DNAse (10 L de DNAse I reconstituída a 90 

L de tampão de reação da DNAse), que ficou a incubar durante 60 minutos à 

temperatura ambiente (20-25ºC). Posteriormente, foram efetuadas lavagens sucessivas 

da membrana, primeiro com 200 L de tampão RA2 (centrifugando-se a 11 000 xg 

durante 1min) de forma a inativar a DNAse I, de seguida com 600 L de tampão RA3 

(centrifugando-se a 11 000 xg durante 1min) e, por fim, novamente com 250 L de RA3 

sendo centrifugado durante 2min a 11 000 xg para secar a membrana completamente. 

Para finalizar o processo de extração de RNA total, procedeu-se à eluição do RNA com 

40 L de água sem RNAses com centrifugação a 11 000 xg, durante 1 minuto. O RNA 

eluído foi colocado imediatamente a -80⁰C, de modo a impedir a sua degradação. 
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2.4.1. Verificação da integridade e quantificação de RNA 

 

Para certificar a integridade do RNA extraído, foi realizada eletroforese em gel 

de agarose a 1% em tampão Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE 1 x) com 0,4 μg/µL de 

brometo de etídeo. As amostras de RNA foram colocadas nos poços e iniciou-se a 

eletroforese, por aplicação de uma tensão elétrica de 80 V durante 90 minutos. Após a 

separação por eletroforese retirou-se o gel do tampão e visualizou-se o RNA através da 

fluorescência emitida pelo brometo de etídeo a ele associado, quando irradiado com 

radiação ultravioleta. A observação e análise das bandas foi realizada num 

transiluminador (Vilber Lourmat, França) através do software Biocapt (Vilber Lourmat, 

França). 

A quantificação do RNA realizou-se por medição da absorvância para o 

comprimento de onda a 260 nm, que deteta a quantidade de ácidos nucleicos e 280 nm 

que deteta a quantidade de proteína. A pureza do RNA foi determinada pela razão entre 

as absorvâncias a 260 e 280nm (A260nm/A280nm) (Power Wave XS2, Biotek). Preparações 

de RNA puras apresentam uma razão A260nm/A280nm de 2.  

 

2.5. Transcrição reversa 

 

Utilizando o kit iScript
TM 

cDNASynthesis (BioRad, Hercules, CA, USA) 

sintetizou-se a cadeia simples de DNA complementar (cDNA - complementary DNA). 

Iniciou-se a reação de transcrição reversa com uma concentração final de 200 ng.µL
-1

 

de RNA total para as amostras de retina, 400 ng.µL
-1

 para as amostras de cérebro e 

800 ng.µL
-1

 para as de fígado, sendo a reação final constituída como descrito na tabela 

1. Os volumes de água e de amostra de RNA foram determinados para um volume final 

de 15 L, de acordo com a equação seguinte: 
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Tabela 1 – Componentes e respetivos volumes utilizados para a síntese de cDNA 
 

Componente Volume por amostra 

5x iScript Reaction Mix 4 L 

iScript Reverse Transcriptase 1 L 

H2O livre de nucleases 15 – X L 

RNA X L 

Volume total de reação 20 L 

 

 

A reação seguiu o ciclo de temperaturas indicado pelo fabricante: 5 minutos a 

25ºC, 30 minutos a 42ºC e 5 minutos a 85ºC. As amostras foram devidamente 

identificadas e armazenadas a -20ºC. 

 

2.6. Reação de polimerização em cadeia 

 

A reação de polimerização em cadeia (PCR) foi realizada, utilizando pares de 

sequências de nucleótidos (primers) específicas para os genes do PCNA, Sox-2, PPAR-

γ e β – Actina. Os pares de sequências de nucleótidos utilizados e os tamanhos dos 

respetivos produto estão indicados na tabela 2.  

Todas as amplificações ocorreram na presença de um tampão de PCR, contendo 

1,5 mM de MgCl2, 200 μM de sequências aleatórias de nucleótidos (oligo dT), 0,2 μM 

do par de cada sequência específica de nucleótidos e 2,5 unidades/mL de Taq® da DNA 

polimerase. As reações de polimerização decorreram como indicado na tabela 3. 

Os produtos de PCR obtidos foram analisados por electroforese em gel de 

agarose a 1%, contendo 0,4 μg/µL de brometo de etídio. A observação e análise das 

bandas foi realizada num transiluminador (Vilber Lourmat, França) através do software 

Biocapt (Vilber Lourmat, França). 
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Tabela 2 – Sequência de nucleótidos utilizados na RT-PCR 
 

Gene 
Sequência de nucleótidos 

 

 

Tamanho do 

produto (bp) 
 

PCNA 

ID: 5111 

F 5’-GCTCGTCGGGCATTTCT-3’ 

R 3’-CAGAGGAGTGGCTTTGG-5’ 633 

 

Sox-2 

ID: 20674 

F 5’-GCTCAACCAGTACCTCAACATGA-3’ 

R 5’- CGAGTTGGTCATGGAGTTGTACT-3’ 
347 

 

PPAR-γ 

ID: 5468 

F 5’- GGTTTCATTACGGCGTTCAC-3’ 

R 3’-TGGTTCACGTCACTGGAGAA -5’ 
250 

 

β – Actina 

ID: 60 

F 5´- ACTGTATTGTCTGGTGGTAC – 3’ 

R 5’ – TACTCCTGCTTGCTAATCC – 3’ 197 

 
bp – pares de bases   

 

Tabela 3 – Condições das reações de polimerização 
 

 PCNA Sox-2 PPAR – γ β – Actina 

Desnaturação 

inicial 

94°C 

1 min 

94°C 

1 min 

94°C 

1 min 

95°C 

1 min 

Desnaturação 
94°C 

20 seg 

94°C 

20 seg 

94°C 

10 seg 

95°C 

15 seg 

Emparelhamento 

dos primers 

58°C 

30 seg 

58°C 

30 seg 

56°C 

15 seg 

60°C 

20 seg 

Extensão 
72°C 

20 seg 

72°C 

20 seg 

72°C 

10 seg 

72°C 

20 seg 

Extensão final 
72°C 

10 min 

72°C 

10 min 

72°C 

10 min 

72°C 

10 min 

Nº de Ciclos 35 Ciclos 35 Ciclos 35 Ciclos 35 Ciclos 

 

 

2.7. Reação de Polimerização em Cadeia em Tempo Real 

 

A reação de polimerização em cadeia em tempo real realiza uma medição semi-

quantitativa ou quantitativa, dependendo do aparelho usado, designando-se, por isso, de 

qRT-PCR (quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction). Neste trabalho prático 

utilizou-se o EVAGreen® (Solis BioDyne, Tartu, Estónia) e os primers descritos na 

tabela 2. A reação foi preparada para um volume final de 20 L, e foi realizada usando 

para cada amostra os volumes descritos na tabela 4, em placas de 96 poços seladas com 
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filme adesivo ótico. Os volumes de cDNA utilizados (Tabela 4) variam consoante o 

órgão uma vez que a síntese das mesmas foi feita a partir de concentrações diferentes de 

RNA. Sendo assim, os volumes das amostras são diferentes para cada órgão optando-se 

por serem todas diluídas para um volume final de 5 L para minimizar os erros de 

pipetagem. Foi realizado um controlo negativo (branco) substituindo o cDNA por água. 

As reações de polimerização decorreram como indicado na tabela 3, iniciando-se 

sempre a reação com uma desnaturação inicial de 15 min a 95°C, durante 1 ciclo, para 

ativar a enzima. 

Tabela 4 – Reagentes e quantidades necessárias, por amostra, para a reação de qRT-PCR 

com EVAGreen® 
 

Componente 
Volume 

(Retina e Cérebro) 

Volume 

(Fígado) 

EVAGreen® 4 L 4 L 

Primers (Forward + Reverse) 0,2 L + 0,2 L 0,4 L + 0,4 L 

H2O 10.6 L 10.2 L 

cDNA 5 L* 5 L** 

Volume final 20 L 20 L 

* Retina: 2,5L de amostra original + 2,5L de H2O; Cérebro: 1,25L de amostra original + 3,75L de H2O; ** 

Fígado: β-Actina – 2,5L de amostra original + 2,5L de H2O para amostras; PPAR- γ – 5L de amostra original. 

 

O controlo positivo foi realizado através de uma série de diluições sucessivas de 

cDNA’s, como indicado na tabela 5, que foram utilizadas para a construção de retas 

padrão e para a determinação das eficiências de reação e coeficiente de determinação 

(r
2
). A expressão dos genes foi determinada pelo método da variação da linha basal de 

amplificação (cycle threshold, CT) e os valores normalizados para a média dos 

controlos. Os valores obtidos nos grupos em estudo foram então avaliados 

comparativamente ao gene de controlo β-actina. 

Tabela 5 – Diluições utilizadas para a construção de retas padrão 
 

 Retina Cérebro Fígado 

β – Actina - - 1:4 

PCNA 1:2 1:2 - 

Sox-2 1:2 1:2 - 

PPAR – γ - - 1:2 
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Para os resultados de uma reação de qRT-PCR serem considerados válidos, a 

eficiência do gene em estudo e do controlo têm de estar entre os 90% e 110% (Applied 

Biosystems), o que foi verificado nas nossas reações. 

Se a eficiência do gene de amplificação em estudo e do gene de referência é 

comparável, o método do CT pode ser usado. Para tal efetuou-se a diferença da média 

dos CT do gene em estudo de cada amostra com a média dos CT do gene de referência 

(β-actina) calculando assim o valor CT, através da seguinte equação: 

 

CT = 2 
– (média C

T
 do gene alvo – média C

T
 da β-actina) 

 

Obtidos os valores de CT de cada amostra, efetuou-se a calibração 

relativamente ao grupo de controlo, através da seguinte fórmula: 

 

 

 

A leitura dos resultados foi realizada no software do programa Stratagene 

Mx3005P QPCR System (CA, EUA). 

    

 

2.8. Tratamento estatístico 

 

A análise estatística dos dados foi efetuada com o programa SigmaStat 

(Statistical software, SPSS Inc.). Foi realizada uma Análise de Variância (ANOVA) de 

uma entrada, seguida do teste de comparação múltipla de Fisher LSD. Os dados 

apresentados correspondem à média ± desvio padrão. 
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3. RESULTADOS 

 

O presente trabalho teve como principal objetivo testar a utilização de peixe-

zebra como um modelo vertebrado para o estudo dos efeitos da obesidade na 

neurogénese. Pretendeu-se, adicionalmente, testar o efeito da genisteína nas respostas à 

obesidade bem como diretamente na neurogénese. Após a indução de obesidade e 

exposição a genisteína, a retina e o cérebro dos animais foram alvo de um estudo 

histológico e de expressão génica. 

 

3.1. Indução de obesidade em Danio rerio  

 

3.1.1. Evolução do peso 

 

A partir da 5ª semana de ensaio experimental observou-se um aumento 

significativo do peso dos animais do grupo obesidade e do grupo obesidade + genisteína 

em comparação com os do grupo controlo (p <0,001) e do grupo genisteína (p <0,001), 

que se mantiveram praticamente constantes ao longo de todo o ensaio (Fig. 9). O ligeiro 

aumento de peso observado no controlo e no grupo genisteína deve-se ao normal 

crescimento dos animais ao longo do ensaio experimental total (9 semanas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Gráfico representativo da evolução do peso dos animais durante 9 semanas de 

ensaio experimental (g de peixe por aquário) 
Os valores apresentados representam a média ± desvio padrão (n=7); As letras minúsculas diferentes 

representam diferenças significativas entre os grupos (p <0,001); ANOVA de uma entrada com teste 

Fisher LSD à posteriori. 
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3.1.2. Análises histológicas do fígado 

 

A análise histológica demonstrou que no fígado de peixes-zebra do grupo 

controlo, os hepatócitos evidenciavam citoplasma abundante, com morfologia normal e 

poucas gotículas lipídicas visíveis (Fig. 10A). No grupo de animais expostos a 

genisteína também foi possível observar hepatócitos com citoplasma eosinófilo 

abundante, morfologia normal e gotículas lipídicas escassas (Fig. 10B). Por outro lado, 

no fígado de peixes-zebra submetidos a dieta hipercalórica foi possível observar-se a 

acumulação de gotículas lipídicas de diferentes tamanhos que ocupavam grande parte 

do citoplasma dos hepatócitos, causando uma deslocação dos núcleos para a sua 

periferia (Fig. 10C). A presença destas gotículas lipídicas foi observada de forma 

generalizada por todo o parênquima hepático, tendo conduzido ao desenvolvimento de 

esteatose hepática. Porém, no grupo exposto simultaneamente a suplemento calórico e a 

genisteína, apesar de ter sido possível observar a existência de gotículas lipídicas de 

diferentes tamanhos, estas eram, na sua maioria, de pequenas dimensões. 

Adicionalmente, e ao contrário do observado no grupo obesidade, a maioria dos 

hepatócitos apresentaram um citoplasma abundante e com morfologia normal (Fig. 

10D). 
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3.1.3. Presença de PPAR-γ no fígado 

 

A análise das imagens de imuno-histoquímica demonstrou a presença de 

PPAR-γ no fígado de peixes-zebra de todos os grupos de estudo (Fig. 11). Contudo, nos 

animais sujeitos a uma dieta indutora de obesidade (grupo obesidade e grupo obesidade 

+ genisteína) (Fig. 11F e 11L), aparentemente, a marcação anti-PPAR- γ foi visível num 

maior número de células em comparação com o grupo de controlo (Fig. 11C) e com o 

grupo genisteína (Fig. 11I). 

 

 

Figura 10 – Imagens representativas de fígado de Danio rerio 
As imagens representam a histologia do fígado de animais do grupo controlo (A), do grupo genisteína (B), 

do grupo obesidade (C), e animais do grupo obesidade + genisteína (Ob + Gen) (D). Nas fotos é evidente a 

presença de hepatócitos (H) com os respetivos núcleos (N) e gotículas lipídicas (GL). Vasos sanguíneos 

(V). A barra corresponde a 50 μm  
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Figura 11 – Presença de PPAR-γ no fígado 

As imagens representam a marcação obtida por imuno-histoquímica de PPAR- γ no fígado de peixe-

zebra do grupo controlo (A-C), do grupo obesidade (D-F), do grupo genisteína (G-I) e do grupo 

obesidade + genisteína (Ob + Gen) (J-L). Podem observar-se os núcleos (azul) evidenciados pelo 

marcador nuclear DAPI (A, D, G e J) e marcação específica para PPAR-γ (verde) conseguida com o 

anticorpo anti-PPAR-γ (B, E, H e K). A co-localização (C, F, I e L) corresponde à sobreposição dos 

dois marcadores (DAPI e PPAR-γ). As setas indicam marcação positiva. A barra corresponde a 50μm.  
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3.1.4. Avaliação da expressão génica de PPAR-γ no fígado 

 

Pela análise dos resultados obtidos por qRT-PCR, detetou-se a expressão de 

mRNA de PPAR-γ no fígado de peixe-zebra, em todas as condições de estudo (Fig. 12). 

Verificou-se que ocorreu uma diminuição significativa da sua expressão no grupo de 

animais expostos a genisteína em comparação com o grupo de controlo (p = 0,004). Por 

outro lado, detetou-se um aumento significativo da expressão de PPAR-γ no grupo 

obesidade comparativamente, aos animais controlo (p = 0,042) e ao grupo genisteína (p 

<0,001). Observou-se ainda, um aumento significativo na expressão do PPAR-γ no 

fígado dos animais do grupo obesidade + genisteína (Ob + Gen) em comparação com o 

grupo genisteína (p <0,001) (Fig. 11). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Expressão génica relativa do mRNA de PPAR-γ no fígado  
Expressão génica de PPAR-γ nos diferentes grupos em estudo através de q-RT-PCR. O gráfico 

representa a média±desvio padrão (n=4). Letras diferentes representam diferenças significativas entre 

os grupos (p <0,05); ANOVA de uma entrada com teste Fisher LSD à posteriori. 
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3.2. Avaliação da neurogénese na retina 

 

3.2.1. Análise histológica da retina 

 

A análise das preparações de retina de peixe-zebra permitiu observar as camadas 

histológicas típicas, em todos os grupos em estudo (Fig. 13). De facto, foi possível 

distinguir claramente, em todas as situações, o epitélio pigmentado, a camada de 

fotorrecetores, a nuclear externa, a plexiforme externa, a nuclear interna, a plexiforme 

interna e a camada de células ganglionares. Estes resultados sugerem que a obesidade, 

no peixe-zebra, não provoca alterações estruturais profundas na retina. 
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Figura 13 – Cortes histológicos de retina 
As imagens apresentadas representam a histologia da retina dos animais controlo (A), animais do grupo 

obesidade (B), do grupo genisteína (C), e animais do grupo obesidade + genisteína (Ob + Gen) (D). Nas 

imagens é possível distinguir, em todos os grupos, as diferentes camadas da retina: (1) epitélio 

pigmentado, (2) camada de fotorrecetores, (3) camada nuclear externa, (4) camada plexiforme externa, (5) 

camada nuclear interna, (6) camada plexiforme interna e (7) camada de células ganglionares. Coloração 

com hematoxilina e eosina. A barra corresponde a 50 μm. 
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3.2.2. PCNA e Sox-2 na retina 

 

A análise das imagens de imuno-histoquímica demonstrou a presença, em todos 

os grupos em estudo, de células em proliferação, identificadas pelo anticorpo anti-

PCNA (vermelho) e de células progenitoras marcadas pelo anticorpo anti-Sox-2 (verde). 

Mais ainda, verificou-se que em grande parte das células em proliferação são células 

progenitoras, comprovado pela co-localização (marcação a amarelo) entre as marcações 

de PCNA e Sox-2 (Figs. 14 e 15). 

No grupo de controlo foi possivel observar marcação evidente para a Sox-2 (Fig. 

14B) e para PCNA (Fig. 14C), sugerindo a presença de células progenitoras, bem como 

a existência de proliferação celular, respetivamente. Nos animais dos grupos obesidade 

(Fig. 14E-H), genisteína (Fig. 15A-D) e obesidade + genisteína (Fig. 15E-H), foi 

detetada uma redução aparente na marcação positiva de células progenitoras (Fig.14F; 

Fig. 15B e 15F) e de células em proliferação (Fig. 14G; Fig. 15C e 15G), quando 

comparados com o grupo de controlo. 
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Figura 14 –Imunomarcação de PCNA e Sox-2 na retina dos grupos controlo e obesidade  
As imagens representam a marcação de retinas de animais do grupo controlo (A-D) e de animais do 

grupo obesidade (E-H). Pelas imagens observam-se núcleos (azul) detetados através do marcador 

nuclear DAPI (A e E); células progenitoras marcadas pelo anticorpo anti-Sox-2 (B e F); e células em 

proliferação identificadas pelo anticorpo anti-PCNA (C e G). A co-localização corresponde à 

sobreposição dos três marcadores (DAPI, PCNA e Sox-2), evidenciando-se a marcação a amarelo que 

demonstra que as células progenitoras se encontram em proliferação (D e H). 
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Figura 15 – Imunomarcação de PCNA e Sox-2 dos grupos genisteína e obesidade + 

genisteina   
As imagens representam a marcação de retinas de animais do grupo genisteína (A-D) e do grupo obesidade + 

genisteína (E-H). Podem observar-se núcleos (azul) detetados através do marcador nuclear DAPI (A e E); 

células progenitoras marcadas pelo anticorpo anti-Sox-2 (B e F); e células em proliferação identificadas pelo 

anticorpo anti-PCNA (C e G). A co-localização corresponde à sobreposição dos três marcadores (DAPI, 

PCNA e Sox-2), evidenciando-se a marcação a amarelo que demonstra que as células progenitoras se 

encontram em proliferação (D e H). 
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3.2.3. Avaliação da expressão génica de PCNA na retina 

 

Os resultados obtidos através do qRT-PCR, demonstram a existência de 

expressão de PCNA na retina de peixes-zebra, em todas as condições de estudo (Fig. 

16). Adicionalmente, verificou-se uma diminuição significativa na expressão do PCNA 

no grupo de animais de obesidade (p = 0,01), expostos a genisteína (p = 0,011), e no 

grupo obesidade + genisteína (p = 0,034) em comparação com o grupo controlo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Expressão génica relativa do mRNA de PCNA na retina 
Expressão génica de PCNA nos grupos controlo, genisteína, obesidade e obesidade + genisteína 

(Ob + Gen). O gráfico representa a média ± desvio padrão (n=4). Letras diferentes representam 

diferenças significativas entre os grupos (p <0,05); ANOVA de uma entrada com teste Fisher 

LSD à posteriori. 
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3.2.4. Avaliação da expressão génica de Sox-2 na retina 

 

A expressão do mRNA de Sox-2 foi detetada na retina de peixe-zebra em todas 

as condições de estudo (Fig. 17). Contudo, verificou-se uma diminuição significativa na 

expressão deste gene no grupo obesidade em comparação com o grupo de controlo (p = 

0,025). Por outro lado, verificou-se um aumento significativo na expressão de Sox-2 no 

grupo obesidade + genisteína em comparação com o grupo obesidade (p = 0,002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Expressão génica relativa do mRNA de Sox-2 na retina 
Expressão génica relativa do Sox-2 nos grupos controlo, genisteína, obesidade e obesidade + 

genisteína (Ob + Gen). O gráfico representa a média±desvio padrão (n=4). Letras diferentes 

representam diferenças significativas entre os grupos (p <0,05); ANOVA de uma entrada com teste 

Fisher LSD à posteriori. 
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3.3. Cérebro 

 

3.3.1. Análise histológica do cérebro 

 

Pela análise dos cortes de cérebro de peixe-zebra, do grupo controlo (Fig. 18A), 

do grupo obesidade (Fig. 18B), do grupo genisteína (Fig. 18C) e do grupo obesidade + 

genisteína (Ob + Gen) (Fig. 18D) observou-se que, histologicamente, o cérebro não 

sofreu alterações evidentes com nenhum dos tratamentos utilizados durante o ensaio 

experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Cortes histológicos de cérebro 
As imagens histológicas apresentadas são representativas do cérebro dos animais do grupo controlo (A), 

de obesidade (B), de genisteína (C), e de obesidade + genisteína (D). Coloração com hematoxilina e 

eosina. SGZ – Zona superficial cinzenta; PGZ – Zona periventricular cinzenta. A barra corresponde a 50 

μm 
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3.3.2. PCNA e Sox-2 no cérebro 

 

A análise das imagens de imuno-histoquímica demonstrou que o cérebro de 

peixe-zebra, em todos os grupos de estudo, apresentou células em proliferação, 

identificadas pelo anticorpo anti-PCNA (vermelho) e células progenitoras, marcadas 

pelo anticorpo anti-Sox-2 (verde). Mais ainda, foi possível comprovar que grande parte 

das células em proliferação eram células progenitoras, dada a co-localização (marcação 

a amarelo) entre as marcações de PCNA e Sox-2. 

Observou-se marcação evidente de Sox-2 (Fig. 19B) e PCNA (Fig. 19C) nos 

cérebros dos animais do grupo controlo, sugerindo a existência de células progenitoras, 

bem como a presença de proliferação celular, respetivamente. Contudo, nos animais dos 

grupos obesidade (Fig. 19 E-H), genisteína (Fig. 20A-D) e obesidade + genisteína (Fig. 

20E-H), observou-se uma redução aparente na marcação positiva de células 

progenitoras (Fig.19F; Fig. 20B e 20F) e de células em proliferação (Fig. 19G; Fig. 20C 

e 20G), quando comparados com o grupo controlo. 
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Figura 19 – Imunomarcação de PCNA e Sox-2 no cérebro dos grupos controlo e 

obesidade.  
As imagens demonstram a imunomarcação em cérebro de animais do grupo controlo (A-D) e do grupo 

obesidade (E-H). Podem observar-se núcleos (azul) detetados através do marcador nuclear DAPI (A e E); 

células progenitoras marcadas pelo anticorpo anti-Sox-2 (B e F); e células em proliferação identificadas 

pelo anticorpo anti-PCNA (C e G). A co-localização corresponde à sobreposição dos três marcadores 

(DAPI, PCNA e Sox-2), evidenciando-se a marcação a amarelo que demonstra que as células 

progenitoras se encontram em proliferação (D e H). 
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Figura 20 – Imunomarcação de PCNA e Sox-2 no cérebro nos grupos genisteína e 

obesidade + genisteína  
As imagens representam a marcação de cérebros de animais do grupo genisteína (A-D) e do grupo 

obesidade + genisteína (E-H). Podem observar-se núcleos (azul) detetados através do marcador nuclear 

DAPI (A e E); células progenitoras marcadas pelo anticorpo anti-Sox-2 (B e F); e células em proliferação 

identificadas pelo anticorpo anti-PCNA (C e G). A co-localização corresponde à sobreposição dos três 

marcadores (DAPI, PCNA e Sox-2), evidenciando-se a marcação a amarelo que demonstra que as células 

progenitoras se encontram em proliferação (D e H). 
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3.3.3. Avaliação da expressão génica de PCNA no cérebro 

 

A expressão do mRNA de PCNA foi detetada em cérebros de peixe-zebra de 

todas as condições de estudo (Fig. 21). Contudo, foi possível detetar-se uma diminuição 

significativa na expressão do PCNA no grupo genisteína (p = 0,047), no grupo 

obesidade (p <0,001) e no grupo obesidade + genisteína (p <0,001) em relação ao grupo 

controlo. Adicionalmente, observou-se também uma diminuição significativa na 

expressão do PCNA no grupo obesidade + genisteína (p <0,001) e no grupo obesidade 

(p = 0,009) relativamente ao grupo genisteína. E ainda, observou-se uma diminuição 

significativa da expressão do PCNA no grupo obesidade + genisteína relativamente ao 

grupo obesidade (p = 0,047). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Expressão génica relativa do mRNA de PCNA no cérebro 
Expressão génica relativa de PCNA nos grupos controlo, genisteína, obesidade e obesidade + genisteína 

(Ob + Gen) avaliada por qRT-pCR. O gráfico representa a média ± desvio padrão (n=5). Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre os grupos (p <0,05); ANOVA de uma entrada com 

teste Fisher LSD à posteriori. 
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3.3.4. Avaliação da expressão génica de Sox-2 no cérebro 

 

Tal como observado para o PCNA, a expressão do mRNA de Sox-2 foi detetada 

em cérebro de peixe-zebra, em todas as condições de estudo (Fig. 22). À semelhança 

dos resultados obtidos anteriormente, observou-se uma diminuição significativa da 

expressão do Sox-2 no grupo genisteína (p <0,001), no grupo obesidade (p <0,001) e no 

grupo obesidade + genisteína (p <0,001) em relação ao grupo controlo. Também foi 

evidente a existência de uma diminuição significativa na expressão do Sox-2 no grupo 

obesidade + genisteína (p <0,001) e no grupo obesidade (p <0,001) em comparação com 

o grupo genisteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 22 – Expressão génica relativa do mRNA de Sox-2 no cérebro 
Expressão génica de Sox-2 nos grupos controlo, genisteína, obesidade e obesidade + genisteína (Ob + 

Gen) avaliada por qRT-PCR. O gráfico representa a média±desvio padrão (n=5). Letras diferentes 

representam diferenças significativas entre os grupos (p <0,05); ANOVA de uma entrada com teste Fisher 

LSD à posteriori. 
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4. DISCUSSÃO  

 

A obesidade é uma doença que afeta cerca de 300 milhões de pessoas em todo o 

mundo (Behloul & Wu, 2013). É caracterizada pela acumulação excessiva de lípidos 

nas células (Oka et al, 2010; Tingaud-Sequeira et al, 2011), sendo o consumo exagerado 

de calorias, associado a um estilo de vida sedentário, a sua principal causa (Newbold et 

al, 2009). Diferentes estudos têm vindo a comprovar que a obesidade afeta 

negativamente a neurogénese no cérebro, provocando uma redução na capacidade de 

proliferação das células neuronais progenitoras (Park et al, 2010; Sousa-Ferreira et al, 

2014). Contudo, embora o peixe-zebra seja um modelo animal cada vez mais utilizado 

em estudos laboratoriais, os efeitos da obesidade na neurogénese, neste modelo, ainda 

não foram muito explorados, comparativamente com estudos realizados em mamíferos.  

De acordo com o exposto e por apresentar sintomas fisiopatológicos semelhantes 

aos mamíferos (Oka et al, 2010), no presente trabalho foi escolhido o peixe-zebra como 

modelo biológico. A obesidade foi induzida pela administração de uma dieta 

hipercalórica (excesso de Artémia sp.) que, para além de ter provocado um aumento 

significativo no peso dos animais (Fig. 9), também induziu alterações histológicas do 

fígado (Fig. 10). A análise histológica do fígado permitiu observar a ocorrência de uma 

grande quantidade de gotículas lipídicas, de diferentes tamanhos, distribuídas por todo o 

parênquima hepático dos animais do grupo de obesidade. O aumento significativo do 

peso dos animais e a acumulação de gotículas lipídicas nos hepatócitos dos animais 

submetidos a uma dieta hipercalórica comprova a indução de obesidade nestes animais, 

o que está em concordância com trabalhos realizados anteriormente (Oka et al, 2010; 

Tainaka et al, 2011). A acrescentar à avaliação do peso e da microestrutura do fígado, a 

indução de obesidade foi também comprovada através da expressão génica e proteica do 

PPAR-γ. No presente trabalho, a marcação proteica evidenciada e um aumento 

significativo da expressão génica do PPAR-γ, vêm confirmar a indução de obesidade 

nos peixes submetidos a dieta hipercalórica (Figs. 11 e 12). Por outro lado, apesar dos 

grupos expostos à genisteína, histologicamente, se apresentarem semelhantes aos 

animais do grupo de controlo, comparando o grupo obesidade com o grupo obesidade + 

genisteína evidenciam-se algumas diferenças. Em concreto, no grupo obesidade + 

genisteína as gotículas lipídicas, apesar de presentes no citoplasma dos hepatócitos, 
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apresentaram dimensões bastante mais reduzidas possuindo, deste modo, hepatócitos 

com morfologia normal e citoplasma abundante. Este resultado vai ao encontro de um 

trabalho realizado por Lee e colaboradores (2006) em murganhos C57BL/6J, que 

demonstrou que concentrações elevadas de genisteína (4g/Kg) na dieta diminuem a 

acumulação de lípidos no fígado, possivelmente pelo aumento da oxidação dos ácidos 

gordos e o desacoplamento das mitocôndrias (Lee et al, 2006). A expressão génica e 

imunomarcação do PPAR-γ corrobora os resultados histológicos. Na realidade, os 

grupos de animais obesos apresentaram valores de expressão génica significativamente 

superiores aos não obesos. Por outro lado, nos animais expostos a genisteína a 

expressão do PPAR-γ sofreu diminuições face ao grupo controlo, o que poderá dever-se 

ao facto da genisteína poder atuar como ligando do PPAR-γ inibindo a sua expressão 

(Dang et al, 2003; Jeong & Yoon, 2011). Num estudo realizado em fêmeas de ratos 

ovariectomizadas e na linha celular de adipócitos 3T3-L1, Jeong e Yoon (2011) 

demonstraram que, tanto em estudos in vivo como in vitro, a genisteína e o estradiol 

interferem na expressão do PPAR-γ, inibindo os genes responsáveis pela sua ativação, 

reduzindo assim a sua expressão (Jeong & Yoon, 2011).  

A neurogénese é um processo caracterizado pela produção de novos neurónios e 

que ocorre ao longo de toda a vida (Altman, 1962; Kohman & Rhodes, 2013; Zupanc & 

Zupanc, 2006). A ocorrência de neurogénese na fase adulta foi já observada na maioria 

dos vertebrados, e em particular nos peixes teleósteos (Hitchcock et al, 2004; Zupanc & 

Zupanc, 2006). Comparativamente aos mamíferos, os peixes teleósteos adultos 

apresentam uma capacidade superior de neurogénese e de regeneração de neurónios em 

dezenas de regiões do cérebro (Ekdahl et al, 2009; Zupanc et al, 2005) e na retina 

(Centanin et al, 2011; Otteson & Hitchcock, 2003). No presente trabalho, em peixe-

zebra, após a análise da expressão génica e imunomarcação de PCNA e Sox-2 

confirmámos a presença de células progenitoras em proliferação o que poderá indicar a 

ocorrência de neurogénese na retina e no cérebro.  

Estudos realizados em mamíferos referem que a obesidade causa uma 

diminuição na taxa de proliferação das células progenitoras neuronais, devido a 

inflamação dos tecidos, a peroxidação lipídica e uma diminuição da expressão de BDNF 

resultando, deste modo, numa redução da neurogénese no cérebro (Park et al, 2010; 

Purkayastha & Cai, 2013). Mais ainda, num estudo realizado em ratos Sprague-Dawley, 

Lindqvist e colaboradores (2006) demonstraram que uma dieta rica em lípidos provoca 
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uma diminuição da neurogénese no hipocampo (Lindqvist et al, 2006). Os resultados 

obtidos no presente trabalho permitem concluir que, tanto na retina como no cérebro, a 

indução da obesidade provoca numa diminuição significativa na expressão génica do 

PCNA e Sox-2, bem como uma diminuição aparente na marcação de células positivas 

para PCNA e Sox-2 nos dois tecidos em estudo. Deste modo, os resultados do presente 

trabalho demonstram que a resposta neurogénica do peixe-zebra à obesidade é 

semelhante à previamente observada em cérebro de mamíferos (McNay et al, 2012; 

Park et al, 2010).  

Com o presente estudo pretendemos, além de avaliar o efeito da obesidade, 

testar também a ação da genisteína, individualmente e em simultâneo com a indução da 

obesidade, na modulação da neurogénese na retina e no cérebro de peixe-zebra. Os 

animais expostos individualmente a genisteína, e em simultâneo, a genisteína e à dieta 

hipercalórica, não sofreram alterações histológicas evidentes na retina e no cérebro de 

peixe-zebra, observando-se uma morfologia idêntica em todas as condições. Este 

resultado poderá dever-se ao facto das dietas hipercalóricas apresentarem um efeito 

mais severo quando administradas durante um longo período de tempo. Um estudo 

realizado por Thaler e a colaboradores (2012), demonstrou que o consumo de dietas 

hipercalóricas durante um longo período de tempo (20 semanas) provoca a perda de 

neurónios e inflamação crónica no cérebro de ratos (Thaler et al, 2012). 

Analisando os resultados obtidos na retina, e em particular os resultados dos dois 

grupos expostos a genisteína, foi possível verificar uma diminuição significativa na 

expressão génica e de marcação positiva de PCNA em comparação ao grupo de 

controlo. Contrariamente, no que diz respeito à expressão do gene Sox-2 não se detetou 

uma variação significativa deste gene em comparação ao controlo, apesar de ser 

evidente uma tendência para uma redução na expressão génica e da marcação proteica. 

Estes resultados poderão dever-se ao fato da genisteína, isoladamente, possuir a 

capacidade de atuar em diferentes mecanismos celulares bioquímicos, inibindo a 

proteína tirosina cinase (Akiyama et al, 1987; Sarkar et al, 2006) e os seus recetores 

(Annenkov, 2014). Estes recetores são responsáveis pela transmissão de sinais 

importantes para as células estaminais e células neuronais progenitoras, tais como o 

crescimento, a proliferação, o desenvolvimento e a migração celular (Annenkov, 2014). 

Por outro lado, no grupo obesidade + genisteína foi visível um aumento significativo da 

expressão do gene Sox-2 quando comparado com o grupo de animais exposto à dieta 
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hipercalórica, o que poderá sugerir que a genisteína atua como protetor das células 

neuronais progenitoras contra as lesões causadas pela obesidade (Fig. 17). Na realidade, 

um estudo realizado por Hayashi e colaboradores (1997), demonstrou que a genisteína 

possui uma ação protetora neuronal, através da inibição da tirosina cinase, em situações 

de lesões ocorridas durante a fase de isquémia, prevenindo assim a ocorrência de 

degeneração neuronal da retina interna de ratos (Hayashi et al, 1997).  

Relativamente aos resultados obtidos no cérebro de peixe-zebra, e em particular 

para os dois grupos expostos à genisteína, verificou-se uma diminuição significativa da 

expressão génica do PCNA e Sox-2, tal como uma redução na imunomarcação positiva, 

comparativamente ao grupo controlo. À semelhança do demonstrado para o estradiol, 

estes resultados comprovam que, em peixe-zebra, a genisteína influencia negativamente 

a neurogénese adulta e afeta a homeostasia da população de células proliferativas 

(Diotel et al, 2013; Makantasi & Dermon, 2014). Na realidade, Diotel e colaboradores 

(2013), demonstraram que o estradiol reduz a capacidade de neurogénese adulta em 

peixe-zebra, não afetando, contudo, a neurogénese reparadora (Diotel et al, 2013). 

Resultados semelhantes foram descritos por Makantasi e Dermon (2014), em peixe-

zebra do género feminino, demonstrando que tratamentos consecutivos com estradiol 

promovem uma redução da neurogénese adulta no cérebro e afetam a homeostasia da 

população de células proliferativas (Makantasi & Dermon, 2014). Dada a homologia 

entre a hormona 17β-estradiol e a genisteína, pensamos que os resultados previamente 

descritos para o estradiol corroboram os nossos, obtidos após exposição a genisteína. 

Efetivamente esta homologia foi anteriormente comprovada pelo trabalho de Pan e 

colaboradores (2012), no qual os resultados obtidos com a genisteína e o 17β-estradiol 

foram semelhantes. Por sua vez, a ação combinada da genisteína com a obesidade 

provocou uma diminuição ainda mais acentuada na expressão do PCNA e do Sox-2 

comparativamente ao grupo de animais expostos apenas a genisteína. Como referido 

anteriormente a obesidade e a genisteína atuam na diminuição da taxa de proliferação 

das células progenitoras neuronais (Diotel et al, 2013; Park et al, 2010), obsevando-se 

que o efeito combinado induz uma ação cumulativa, ainda mais severa.  

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que a obesidade reduz 

significativamente a neurogénese na retina e cérebro de peixe-zebra, indo ao encontro 

de estudos anteriores realizados em mamíferos (Lindqvist et al, 2006; Park et al, 2010). 

Mais ainda, foi possível demonstrar que em peixe-zebra o efeito isolado da genisteína 
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possui uma ação negativa na neurogénese. No entanto, foi possível observar que, nos 

animais obesos e expostos, simultaneamente, a genisteína, a retina e o cérebro reagem 

de maneira diferente, sugerindo que diferentes vias de sinalização possam estar 

envolvidas em cada tecido e/ ou órgão. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, com a realização deste trabalho verificámos que o peixe-zebra é, 

de facto, um bom modelo animal para o estudo dos efeitos da obesidade e da genisteína 

na neurogénese de retina e cérebro. Assim, com este trabalho podemos afirmar que a 

dieta hipercalórica (Artemia sp. em excesso) é capaz de contribuir para a indução de 

obesidade nos animais, como se verificou pelas alterações histológicas e de expressão 

génica e imunomarcação do PPAR-. Por outro lado, concluímos também que a 

obesidade afeta de forma negativa a proliferação celular bem como a presença de 

células progenitoras, na retina e cérebro de peixe-zebra, dada a diminuição da expressão 

génica e imunomarcação de PCNA e Sox-2, o que sugere uma redução da neurogénese 

em ambos. 

Por outro lado, foi possível concluir que a genisteína, quando associada à 

obesidade, apresenta uma ação de proteção neuronal na retina, tendo sido verificado um 

aumento da expressão dos genes PCNA e Sox-2, indiciando uma possível contribuição 

para o aumento de neurogénese. Contudo, no cérebro dos animais obesos, a presença de 

genisteína causou uma diminuição mais acentuada da expressão génica do PCNA e 

Sox-2, o que aponta para o envolvimento de outros mecanismos de ação da genisteína 

na neurogénese em condições de obesidade.  

Em estudos futuros, de forma a complementar e esclarecer algumas questões 

deixadas em aberto neste trabalho, poderia ser realizada uma quantificação proteica do 

PCNA e Sox-2, recorrendo à técnica de western blot. A acrescentar, seria também 

importante, realizar-se um estudo para avaliar as diferentes vias de sinalização 

envolvidas, para ajudar a elucidar o mecanismo de ação da genisteína na retina e no 

cérebro de peixe-zebra. Por outro lado, em termos de delineamento experimental 

poderia recorrer-se à estratégia de aumentar o tempo de exposição com genisteína, bem 

como utilizar diferentes concentrações, para se analisar se existem diferenças na 

expressão de PCNA e Sox-2 nestas condições.  
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