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RESUMO

A demanda crescente por agua tem solidificado o seu reuso planejado, racional
e eficiente a fim de evitar danos a saude animal e de humanos. A agua residual
apods o uso doméstico, comercial e industrial tem suas caracteristicas naturais
alteradas e necessita atender aos requisitos legais para que seja despejada
como livre de poluentes e micropoluentes. A falta ou a ineficiéncia de
tratamento das aguas residuais pode acarretar queda da qualidade da agua
dos rios com comprometimento da fauna e flora. O zebrafish € uma ferramenta
biolégica de monitoramento de efeitos toxicos integrada a quimica analitica,
podendo gerar dossiés mais abrangentes e compreensivos das aguas de
bacias hidrograficas, represas, efluentes de aguas residuais e de plantas de
tratamentos de agua, e principalmente de aguas apds desastres ambientais.
Transparéncia no estagio embrio/larval, rapido desenvolvimento e alta taxa
reprodutiva, ensaios em larga-escala e homologia genética com o ser humano
fazem do zebrafish um excelente organismo-modelo. Este capitulo descreve as
contribuigbes do zebrafish no monitoramento ambiental para grupos de
poluentes, ratificando as contribuigcdes do zebrafish para a ecotoxicologia.

Palavras chave: Danio rerio; Poluigdo; Ecotoxicologia; Ensaios Agudos;
Desenvolvimento embrio-larval




INTRODUCAO

A ecotoxicologia se concentra na analise dos efeitos tdxicos sobre
organismos vivos de substancias quimicas descartadas que alcangam o meio
ambiente. Os estudos ecotoxicologicos englobam a compreensao da toxicidade
de produtos quimicos no ambiente terrestre e principalmente aquatico, pois
inevitavelmente as substancias quimicas presentes no solo sdo carreadas para
0s meios aquaticos pela chuva ou lixiviagcdo e ainda os diversos residuos
domésticos e industriais sdo descartados diretamente nos corpos hidricos.

Em consequéncia a exposi¢cao aguda e principalmente de longo prazo a
poluentes presentes na agua, nos sedimentos e nos alimentos, espécies de
peixes, incluindo as utilizadas na alimentacdo humana, vém sendo afetadas
apresentando significativas mudangas na atividade reprodutiva, no
desenvolvimento embrionario e mudangas comportamentais. Esses efeitos
toxicos podem também ser vistos em humanos em decorréncia do consumo de
aguas e de espécies aquaticas contaminadas (Swan et al., 2005; Jacobson et
al., 2015).

As pesquisas ecotoxicologicas buscam entender os efeitos téxicos em
populacdes, comunidades e ecossistemas por meio da realizagdo de testes
padronizados que sdo capazes de predizer pela avaliagao de risco a utilizagéo
de compostos téxicos novos ou reavaliar a utilizacdo dos que estdo em uso de
acordo com a legislagao ambiental. A avaliagdo ecotoxicoldgica, além de incluir
o0 monitoramento dos niveis das substéncias e seus metabdlitos em diversos
estratos da cadeia alimentar em rios e estuarios poluidos, inclui testes que
determinam a toxicidade em modelos bioldgicos vivos como bactérias, algas,
crustaceos e peixes (BTS, 2020).

Os peixes com seu papel préprio na cadeia trofica possuem capacidade
de acumular substéncias toxicas e sdo sensiveis a baixas dosagens de
substancias mutagénicas, caracteristicas que os distinguem como sentinelas
das alteragcbes do ambiente aquatico (Hussain et al., 2018). Estas
caracteristicas associadas ao fato de serem constituintes importantes da dieta
humana vém fazendo dos peixes modelos biologicos relevantes em testes de

ecotoxicidade para estudos ambientais e de regulamentagao.




O zebrafish, peixe tropical teleésteo da familia Cyprinidae (Danio rerio),
€ um modelo vertebrado proeminente para o estudo de doencas humanas.
Além de contribuir para a determinagdo da biosseguranga de produtos
farmacéuticos tornou-se um organismo-modelo para o rastreamento
toxicolégico de poluentes fornecendo resultados em um curto periodo de
tempo, com alta rastreabilidade por menor custo comparativo. Além disso, o
uso de embrides de zebrafish atende aos principios de reducao, substituicao e
refinamento proposto para o uso racional de animais experimentais, conhecido
como Principio dos 3R’s (Replacement, Reduction and Refinement), definido
originalmente por Russel & Burch em 1959.

Os principais beneficios do uso do zebrafish como modelo toxicolégico
em relacdo a outras espécies de vertebrados sao: o seu tamanho, a facilidade
de manejo e criagdo e o desenvolvimento precoce (Fig. 1). O pequeno tamanho
do peixe juvenil (14 mm) e adulto (de 4 a 5 cm) reduz muito o espago de

acomodacéo e os custos de criagao.




Fig. 1. Representagcdo resumida do ciclo de vida embrio-larval do zebrafish. O
zebrafish se desenvolve rapidamente a partir de um zigoto de uma célula. A
gastrulacdo comega aproximadamente 6 horas apds a fertilizagdo (hpf), eclodindo
apods 2 dias como larvas de natagao livre. Fotos: Plataforma Zebrafish®.




Em contraste com espécies maiores, o tamanho diminuto dos embrides
(3,3 mm) e larvas (7,8 mm) de zebrafish minimiza os custos através do uso de
baixas quantidades de solugbes-teste (produtos quimicos experimentais,
drogas, poluentes) e, assim, cria volumes limitados de residuos também para o
descarte. Além disso, permite que varias amostras sejam testadas em paralelo
usando uma unica placa de cultura de células ou uma série de placas de Petri
para fornecer varias repeticoes experimentais ao mesmo tempo (Fan et al.,
2010).

As fémeas podem desovar cerca de trezentos embrides por
acasalamento, atribuindo alta fecundidade a espécie (Westerfield, 1995). Os
embrides, assim como as larvas, sdo transparentes tornando a microscopia de
luz uma util ferramenta de analise (Meyers, 2018). A embriogénese ocorre ex
vivo e se completa com 3 dias ap6s a fertilizagcdo (Murayama et al., 2006). Sua
transparéncia Optica permite facil acompanhamento do desenvolvimento,
identificacdo de caracteristicas fenotipicas normais ou alteradas durante a
triagem e avaliagdo dos pontos finais da toxicidade durante o teste de
toxicidade.

O genoma do zebrafish completamente conhecido é composto de 25
pares de cromossomos contendo 26.000 genes codificantes de proteinas
(Howe et al.,, 2013). O sequenciamento do genoma de zebrafish mostra
aproximadamente 70% de homologia com genes humanos, porém 84% dos
genes associados a doengas humanas possuem homologia em zebrafish,
suportando o valor translacional do modelo de zebrafish.

Desde 1981, quando Streisinger e colaboradores (Streisinger et al.,
1981) produziram um dipldide homozigoto para analises genéticas do
desenvolvimento, o zebrafish vem sendo utilizado como um organismo-modelo
para o estudo da frequéncia de mutacbes em resposta a contaminantes
ambientais com potencial carcinogénico e teratogénico, bem como para
descobrir os mecanismos de acao e efeitos especificos de contaminantes.

A Organizacédo Internacional de Normatizagdo (/nternational
Organization for Standardization - 1SO) publicou pela primeira vez o teste de
toxicidade em zebrafish em 1984. Posteriormente, varios paises promulgaram

sua propria lei de normatizacdo do teste de toxicidade usando zebrafish de




acordo com a ISO 7346-1996, como o padrao britanico BS/EN/ISO 7346-3-
1998, o padrédo alemao DIN/EN/ISO 7346-3-1998 e o padrdao chinés GB/T
13267-91. No Brasil, a Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de toxicidade,
padronizou o uso de peixes pertencentes a familia Cyprinidae em 2016 como
Pimephalis promelas e Danio rerio (NBR 15088:2016) para testes de toxicidade
aguda.

De 1984 até hoje, o uso do zebrafish em estudos sobre poluentes
ambientais vem crescendo, o que contribui para a ampliacdo da nossa
compreensao sobre os poluentes, principalmente a bioacumulagéao, toxicidade
e interacdo com outros contaminantes ambientais. Uma busca na base de
dados Pubmed para os termos zebrafish and environmental (zebrafish e meio
ambiente) gerou 6.542 artigos e demonstrou que desde a publicagdo do
primeiro artigo em 1977 esse numero s6 vem crescendo, sendo 1.016 artigos
publicados no ano de 2019 e 467 até Maio de 2020, quando foi realizada a
busca (Fig. 2).

Total de publicagbes/ano

A B A e I I AT A I AT I - L
AN R D T S, R - P~ L LGt s, S\ S A+ S VLt Vo N R
SINCE G X ANC I PO

Fig. 2. Aumento das pesquisas com zebrafish em estudos ambientais. Pesquisa feita
em 20 de Maio de 2020 na base de dados Pubmed com os termos de busca “zebrafish
and environmental” mostrou uma curva ascendente no numero de publicacbes de
artigos.




Zebrafish em ensaios ecotoxicolégicos para desreguladores endécrinos

Uma grande variedade de produtos quimicos sintéticos denominados
desreguladores endocrinos podem danificar diretamente um 6rgao endécrino,
alterar a sua fungao, interagir com receptores de horménios ou alterar o
metabolismo de hormdnios enddégenos. A agédo destes compostos naturais ou
sintéticos no sistema enddcrino produz efeitos adversos no desenvolvimento,
na reprodugdo e em fungdes neurolégicas e imunoldgicas, tanto em seres
humanos quanto em animais. A presenga desses compostos no ambiente
aquatico esta associada a disturbios reprodutivos, particularmente em peixes
(Lietal., 2019; Guo et al., 2019).

Varios estudos até o momento investigaram os efeitos enddocrinos de
produtos quimicos poluentes sobre estrogénio, androgénio ou receptores
tireoidianos, com foco em parametros especificos, como por exemplo a
perturbagdo da diferenciagcdo sexual (Santos, Luzio & Coimbra, 2017). O
modelo zebrafish tem uma aplicagcdo potencial nesses estudos porque sua
biologia e comportamento reprodutivo estdo bem descritos. Nas ultimas
décadas foi estabelecido que o sexo do zebrafish é determinado por fatores
genéticos em uma base poligénica, pois varios genes candidatos do dimorfismo
sexual bem como loci ligados ao sexo foram identificados em diferentes
linhagens de zebrafish (Liew et al., 2012). No entanto, ficou evidenciado que a
determinacdo do sexo nessa espécie também é influenciada por fatores
ambientais como a temperatura (Abozaid, Wessels & Horstgen-Schwark, 2011;
Villamizar et al., 2012). A relagcdo sexual desequilibra, com 25,5% a mais de
machos em condicbes de alta temperatura, resultantes da masculinizagao
gonadal (Hosseini et al., 2019).

O estrogénio sintético 17a-etinilestradiol € um dos contraceptivos orais
mais utilizados na clinica ginecoldgica (com pilulas contendo de 30 a 50 pg)
sendo tipicamente encontrado em concentracbes abaixo de ng.L'1 nos
efluentes das estagbes de tratamento, o que ja é suficiente para alterar o
desenvolvimento sexual e reprodutivo de peixes (Luzio et al., 2016). Estudos
demonstraram que a exposi¢cdo de peixes a estrogenos esterdides durante o
inicio da vida, notadamente durante o periodo de diferenciagcado sexual gonadal,

resulta na indugao do aparecimento de odcitos no tecido testicular em machos,




distorcbes na proporgcao sexual e redugdes na capacidade reprodutiva
funcional mais tarde na vida (Coe et al., 2010).

Fenske e colaboradores (2005) realizaram na Alemanha um estudo onde
uma populagao de zebrafish composta totalmente por fémeas geradas através
da exposicdo precoce a 17a-etinilestradiol na concentracdo de 3 ng.L'1
apresentou apenas 26% de diferenciagdo para machos quando mantidos em
meio livre do estrogénio por 58 dias (Fig. 3). Este efeito pode ser parcialmente
revertido, porém foi observado comprometimento da capacidade reprodutiva.
Ao contrario, a exposicao cronica causou feminizacao em 100% dos peixes
expostos e, assim, impedindo a reprodugao.

As conclusbes destes estudos corroboram a nocao de que o zebrafish
possui um mecanismo genético de determinagao do sexo altamente sensivel a
fatores ambientais, como aos poluentes, e mostram que é essencial estudar os
efeitos de contaminantes da agua em diferentes cenarios climaticos, a fim de

entender possiveis impactos futuros nos organismos.
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Fig. 3. Esquema ilustrativo dos procedimentos utilizados para avaliar a ecotoxicidade de
desreguladores enddcrinos na agua. Fenske e colaboradores (2005) expuseram os peixes Danio rerio
desde a fertilizacdo até o 118° dia ao 17-ethinylestradiol na concentracéo de 3 ng.L™". Eles observaram
aumento da vitelogenina (VTG) e todos os individuos se desenvolveram fenotipicamente como
fémeas. Apos serem mantidos em uma condigao de depuragéo livre do estrégeno por 58 dias houve
uma reversdo para machos de 26%, indicando que a exposi¢cao crdnica ao xenoestrégeno leva a
feminizacao de toda a populacao de zebrafish impedindo a reproducao e desenvolvimento normal.

Larsen e colaboradores (2008) demonstraram que o zebrafish macho

que se desenvolve a partir de fémeas fenotipicas apdés o tratamento com




estrogénio no inicio da vida apresenta comportamentos de acasalamento
alterados como redugido do sucesso reprodutivo em cenarios competitivos de
desova e a escolha de parceiros, podendo gerar mudangas na demografia e
dindmica da populagao.

Outro exemplo de desregulador enddcrino é o bisfenol A (2,2-bis(4-
hidroxifenil) propano), extensamente utilizado na producdo de plasticos, em
particular os policarbonatos e em resinas epoxi. O policarbonato é utilizado
para a produgdo de mamadeiras e copos infantis dentre outros itens como
garrafdes retornaveis de agua mineral, adesivos, tubulag¢des, produtos
eletrbnicos e embalagens. A exposi¢do humana principalmente durante a vida
intrauterina a esse composto é consideravel e sua atividade estrogénica tem
sido muito relatada devido a similaridade do componente com o horménio
feminino e o da tireoide (Le Fol et al., 2017).

Chen e colaboradores (2017) avaliaram os efeitos de niveis
ambientalmente relevantes de bisfenol A em zebrafish durante os estagios
larval e adulto e verificaram que a exposi¢ao altera a producao espermatica e o
sucesso reprodutivo em todos os estagios de desenvolvimento e ainda foi
evidenciado por outros autores reducdo da fertilizacdo e alteracbes na
transcricdo de genes envolvidos na fungdo reprodutiva e processos
epigenéticos (Laing et al., 2016; Olsvik et al., 2019).

No Brasil, a importacdo e fabricacdo de mamadeiras que contenham
bisfenol A esta proibida desde Janeiro de 2012 (ANVISA, 2020).

Zebrafish em ensaios ecotoxicoléogicos para farmacos e substancias
quimicas

Diversos produtos quimicos sdo comercializados e novos compostos sao
introduzidos a cada ano. A catalogac¢ao de substancias quimicas pela industria
¢é feita pela Chemical Abstracts Service- CAS através do seu registro CAS. O
registro CAS é atualizado diariamente com as variantes das substéncias a
partir  de dados oriundos da literatura cientifica indexada
(https://www.cas.org/about/cas-content).

Dados obtidos até 2011 demonstraram que menos que 20% dos
produtos quimicos com alto volume de producédo (450 toneladas por metro




cubico por ano) e de uso mais amplo em produtos de consumo nos EUA
haviam sido avaliados quanto ao seu potencial de alterar o desenvolvimento
humano ou causar doengas em criangas (Landrigan & Goldman, 2011). Assim,
€ fundamental o uso de testes que possibilitem a identificacdo dos niveis
minimos de moléculas quimicas que sejam capazes de afetar o
desenvolvimento.

O banco de dados ECOTOXicology knowledgebase (ECOTOX) criado e
mantido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos- U.S.EPA
tem o papel de coletar informagbdes e divulgar o que ja se sabe sobre os
potenciais efeitos deletérios de alguns compostos quimicos em uso. A
ECOTOX é uma base abrangente e disponivel ao publico que fornece dados
de testes de toxicidade ambiental de compostos quimicos sobre a vida
aquatica, plantas terrestres e animais selvagens reunindo resultados de
pesquisas cientificas desde 1915. Nela estdo disponiveis informagdes sobre
dados de testes de substancias quimicas poluentes oriundas de trabalhos
cientificos indexados. E nesta plataforma podemos ainda selecionar os efeitos
documentados exclusivamente em zebrafish (Fig. 4).

Os efeitos descritos na plataforma de dados ECOTOX podem ser
categorizados em diferentes grupos: celulares (célula, genético e histoldgico),
mortalidade, crescimento (desenvolvimento, crescimento e morfologia),
bioquimicos (bioquimica, enzimas e hormdnios), comportamentais (evasao,
comportamento e comportamento alimental), reproducgao, fisiolégicos (injurias,
imunoldgico, intoxicagcdo e fisiologia), acumulagido, efeitos multiplos e

populacionais.




Efeitos em Zebrafish
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Fig. 4. Efeitos deletérios de alguns compostos quimicos em uso em zebrafish. Busca
realizada na base de dados ECOTOXicology knowledgebase (ECOTOX) no dia 19 de Maio
de 2020 gerou resultados de efeitos toxicos de moléculas poluentes em zebrafish. Foram
encontradas evidéncias de toxicidade através de resultados celulares, de mortalidade,
crescimento, fisioldgico entre outros.

A ocorréncia e o destino de compostos farmacéuticos no ambiente
aquatico tem sido reconhecidos como um problema emergente na toxicologia
ambiental. Medicamentos, de uma forma geral, sdo eliminados na forma
inalterada, conjugada ou metabdlitos, com ou sem atividade, pela urina e fezes,
podendo ser detectados em corpos hidricos e nas estagcdes de tratamento de
agua municipais (Peng et al., 2016). Varias investigagbes mostram evidéncias
de que substancias de origem farmacéutica geralmente ndo sao eliminadas
durante o tratamento de aguas residuais e também nao sao biodegradadas
(Ternes, 1998), representando risco para o ecossistema aquatico.

Logo, estudos adicionais sdo urgentemente necessarios sobre o destino
ambiental dos varios medicamentos e outros produtos farmacéuticos no
ambiente aquatico e a classificacdo de seus efeitos toxicos em organismos.

Nowakowska e colaboradores (2020) da Universidade de Warsaw, na
Polbénia, avaliaram os efeitos dos antidepressivos sertralina, paroxetina,
fluoxetina e mianserina no desenvolvimento dos embrides de zebrafish.
Seguindo os protocolos da OECD 236 (Fig. 5), 10 embrides foram colocados

em cada pog¢o de placas de 6 pogos e expostos aos antidepressivos




individualmente nas concentragdes de 10 pg.mL™" cada um. Também foram
testadas as misturas de todos eles em concentragdes baixas (5 pg.mL™", MIX5),
médias (10 pg.mL”, MIX10) e altas (25 pg.mL”, MIX25). Como controle
negativo foi utilizado meio de cultura embrionario. Os resultados da avaliagao
dos efeitos desses antidepressivos na embriogénese demonstraram que as
larvas de zebrafish sofreram deformagdes na coluna, indicativo de
comprometimento do sistema nervoso, além de alteragcbes hepaticas (uma vez
que o figado é 6rgédo responsavel pela metabolizagdo de farmacos). Estes
resultados ressaltam a importancia do tratamento adequado de aguas, uma vez
que antidepressivos mesmo que em concentragcdes baixissimas sdo capazes

de causar danos ao desenvolvimento.
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Fig. 5. Esquema ilustrativo dos procedimentos utilizados para avaliar a toxicidade de
antidepressivos em embrides de zebrafish. Embrides de zebrafish (n=10/pogo) foram
expostos aos antidepressivos (sertralina, paroxetina, fluoxetina ou mianserina)
individualmente a 10 ug.mL™" ou as misturas de todos nas concentracdes de 5, 10 ou
25 pug.mL™ (A). A cada 24 h, os animais foram avaliados quanto a mortalidade, eclosdo
e malformagdes e comparados aos animais ndo expostos (B). Adaptado de
Nowakowska et al. (2020).




Os antibidticos sdo um dos grupos mais importantes de produtos
farmacéuticos e tém sido considerados poluentes emergentes devido ao seu
uso continuo e persistente descarte no ecossistema aquatico mesmo em
baixas concentracdes. Resultado de uma remocao ineficaz pelos métodos de
tratamento convencionais, eles tém sido detectados em estagdes de tratamento
de agua (Luo et al., 2014), elevando as preocupacgdes dos efeitos adversos na
biota aquatica.

Zhou e colaboradores (2018) demonstraram que a exposigao crbnica de
embrides de zebrafish a sulfametoxazole (CAS: 723-46-6) um antibidtico do
grupo das sulfonamidas com atividade bacteriostatica e a oxitetraciclina (CAS:
79-57-2) um antibidtico de largo-espectro de eficacia contra infecgbes por
bactérias gram-positivas e gram-negativas induziu aumento da razao
metabdlica causando maior taxa de mortalidade quando estes embrides foram
subsequentemente expostos ao patdégeno Aeromonas hydrophila. Ainda
evidenciaram que a exposicdao crénica a ambos os antibidticos alterou a
funcionalidade intestinal, diminuindo o numero das células de goblet e a
producdo de enzimas fosfatases e de antioxidantes. Pesquisas tém
demonstrado que a exposicdo cronica de adultos de zebrafish a antibidticos
altera a estrutura e a diversidade das comunidades bacterianas de seu
intestino (Almeida et al., 2019a; Lopes Nadal et al., 2019; Almeida et al.,
2019b). Em conjunto esses dados indicam que a presenca de residuos de
antibiéticos na agua € um risco potencial a saude dos organismos e aquaticos
€ para humanos.

Os difenil éteres polibromados (polybrominated diphenyl ethers -
PBDEs) ou retardantes de chama bromados sao hidrocarbonetos bromados
nos quais 2-10 atomos de bromo estdo ligados a estrutura molecular. Os
PBDEs sao usados como retardadores de chama em uma ampla variedade de
produtos, incluindo plasticos, moveis, estofados, equipamentos elétricos,
dispositivos eletrénicos, téxteis e outros produtos domésticos. Esses
compostos tém sido amplamente utilizados desde a década de 1970 e no
entanto existe uma preocupacdo crescente com sua persisténcia no meio

ambiente, ja que essas substancias sdo estruturalmente semelhantes aos




bifenilos policlorados (PCB), descritas como persistentes, lipofilicas e
bioacumulativas (Siddiqi et al., 2003).

Esses poluentes tém sido detectados nos sedimentos, aguas
superficiais, peixes e outros animais marinhos, entrando no ambiente através
de emissdes dos processos de fabricacéo, volatilizacdo de varios produtos que
0s empregam, residuos de reciclagem e lixiviados de residuos em locais de
descarte.

Em muitas espécies a reproducéo e o desenvolvimento embrionario séo
especialmente sensiveis a contaminacao por retardantes de chama. Nyholm e
colaboradores (2008) mediram as concentragdes dos PBDEs em embrides de
zebrafish apos a exposicao parental por 42 dias através da dieta. Os peixes
foram expostos a 11 retardantes de chama estruturalmente diversos. Desses,
oito foram detectados nas fémeas de zebrafish e a transferéncia maternal para
os embrides foi evidenciada para todos os oito compostos. Isso € muito sério
para a saude da populacdo, uma vez que esses compostos sao de dificil
degradacgao, podendo ser transferidos e permanecer acumulando-se entre as
geragbes por prolongados periodos, desencadeando efeitos toxicos
indesejados.

Um estudo similar investigou o Deca-PBDE (BDE-209), que era até
aquele momento a unica mistura de PBDE cujo uso era permitido e que havia
sido detectado em altos niveis em amostras humanas. No entanto, poucos
estudos exploravam seus efeitos no desenvolvimento, reprodugcdo ou
comportamento em modelos animais. O trabalho de He e colaboradores (2011)
demonstrou que zebrafish expostos cronicamente a baixas doses de deca-BDE
(0,001-1 uM) tiveram o desenvolvimento geral e gonadal alterados na geragao
FO com diminuida quantidade de gametas nos machos e atraso na ecloséo e
no desenvolvimento neuro-motor, perda de fibra muscular e comportamento de
locomogéo lento da geragéo F1.

Uma outra classe de compostos quimicos com preocupagédo emergente
na questao ambiental sdo os nanomateriais. Estes compreendem uma diversa
classe de substancias que possuem componentes estruturais menores que 100
nandémetros (nm) em pelo menos uma das dimensdes, incluindo nanoparticulas

que apresentam de 1 e 100 nm em pelo menos duas dimensdes. Eles podem




ser categorizados em trés tipos: particulas ultra-finas naturais, incidentais ou
sintéticas. Estes ultimos produzidos industrialmente sdo usados em ampla
variedade de aplicagdes, incluindo remediacdo ambiental, sensores de
poluicdo, energia fotovoltaica, na area médica, de medicamentos e cosméticos
e utensilios domésticos (Djurisic et al., 2015).

Os nanomateriais sintéticos agregados com outras nanoparticulas ou
com minerais naturais e coloides organicos podem ser liberados no meio
ambiente aquatico diretamente através das descargas industriais ou pela
disposicdo de efluentes de tratamento de aguas residuais ou indiretamente
através do escoamente superficial dos solos. Por fim, os nanomateriais
aquaticos agregados tendem a se acumular no sedimento (Batley, Kirby,
McLaughlin, 2013).

Uma série de estudos vém sendo realizados usando testes de toxicidade
aguda em zebrafish com a finalidade de avaliar os efeitos adversos
possivelmente ocasionados por nanomateriais metalicos quando dispersos no
ambiente aquatico. Bar-llan e colaboradores (2009) avaliaram em embrides de
zebrafish os efeitos toxicos de nanoparticulas coloidais de ouro (cAu) e prata
(cAg) de variados tamanhos. Os dados revelam uma alta taxa de mortalidade
para as nanoparticulas cAg (100%) se comparados a baixissima mortalidade
induzida pelas nanoparticulas cAu. Além disso, as nanoparticulas cAg
provocaram uma variedade de malformagdes morfologicas, independente dos
tamanhos.

Embora o teste de toxicidade aguda em zebrafish possa refletir os
efeitos toxicos de um poluente em condi¢gdes de curta duragao e alta dose, a
maioria dos produtos quimicos ambientais existe apenas em um estado
altamente diluidos. Portanto, sdo necessarios testes de toxicidade crénica sob
baixas concentragcdes. O zebrafish como modelo de toxicidade crbnica tem
uma vantagem significativa: possui um ciclo de vida relativamente curto e pode
ser utilizado para realizar experiéncias de exposigao ao longo do ciclo de vida e
até testes transgeracionais para detectar efeitos tdxicos a longo prazo de
nanomateriais (Pecoraro et al., 2017).

Atualmente existem varias diretrizes para o teste de toxicidade crbnica

de nanoparticulas em zebrafish, como GB/T 21808-2008 (Peixe, Teste




Prolongado de Toxicidade: estudo de 14 dias), OECD TG 229 (Teste de
Reproducdo de Curto Prazo em Peixes), TG 210 (Teste de Toxicidade em
Estagio Inicial) e TG 234 (Teste de Desenvolvimento Sexual de Peixes).

Recentemente, Horie e colaboradores (2017) testaram 20 nanomateriais
em embrides de zebrafish por até 8 dias apds a fertilizagdo e observaram a
inducdo de efeito letal para 16 dos 20 produtos quimicos em teste e uma
correlagcao positiva foi encontrada entre a alteragao da frequéncia cardiaca e a
mortalidade. Também descobriram que a exposi¢ao aos produtos quimicos em
teste em concentracdes inferiores a concentracgao letal induziu efeitos subletais
como edema, curvatura corporal e auséncia de inflagdo da bexiga natatoria.

A exposi¢cao crbnica a nanoparticulas Ag em fémeas adultas de
zebrafish resultou em acumulo significativo em tecidos das guelras e na
carcaga eviscerada, persistindo nos tecidos por até 4 dias apos a remogao da
prata do sistema. A alta concentracdo de nanoparticulas Ag resultou em
alteragdes significativas no perfil global de expressdo génica, principalmente
genes associados ao reparo de danos ao DNA, reestruturacdo celular e
processos de desenvolvimento (Griffitt et al., 2013).

Nanoparticulas de o6xido de ferro (Fe;Os3) também apresentaram
toxicidade em embrides de zebrafish em altas concentragcbes, provocando
mortalidade, atraso na eclosdo e malformagdes (Zhu et al., 2012). Analises
celulares e com embrides de zebrafish utilizando nanoparticulas de oxido de
magnésio (MgO) evidenciaram indugcdo de apoptose celular e produgao de
espécies reativas de oxigénio, e ainda diminuigdo dose-dependente da taxa de
eclosdo e sobrevivéncia embrionaria. Os embrides expostos a esta
nanoparticula apresentaram edema de pericardio e edema de saco vitelinico
(Ghobadian et al., 2015).

Os plasticos sdo onipresentes em ambientes aquaticos, respondendo
por 50 a 80% dos detritos marinhos (Barnes et al., 2009), representando assim
um dos principais contaminantes da modernidade. Embora o risco dos
macroplasticos seja bem estudado, a degradagao de detritos macroplasticos no
oceano e na areia da praia em microplasticos e nanoplasticos tornou-se
recentemente uma preocupacéo significativa e uma area de pesquisa cada vez

mais importante (Andrady, 2011). Nanoparticulas de poliestireno € uma das




formas mais abundantes de detritos plasticos encontrados no ambiente
marinho. Em peixes adultos, a exposicdo a nanoparticulas de poliestireno
demonstrou induzir lesdes hepaticas em zebrafish (Lu et al., 2016). O modelo
zebrafish oferece uma oportunidade sem precedentes para investigar a
toxicidade de microplasticos e nanoplasticos e contaminantes associados
(Bhagat et al., 2020).

van Pomeren e colaboradores (2017) relataram que nanoparticulas de
poliestireno nado passam pelo corio de embribes do zebrafish em
desenvolvimento, embora a exposicao oral em peixes adultos desempenha um
papel importante na absorcao e distribuicdo. Ao contrario, Pitt e colaboradores
(2018) demonstraram que nanoparticulas de poliestireno com didmetro de 51
nm se acumularam no saco vitelino em 24 hpf e migraram para o trato
gastrointestinal, vesicula biliar, figado, pancreas, coragcdo e cérebro durante o
desenvolvimento (48-120 hpf). Ocorreu depuracdo da nanoparticula em todos
0s oOrgaos, exceto no pancreas e no trato gastrointestinal. Notavelmente, a
exposicdo a nanoparticulas de poliestreno nao induziu mortalidade
significativa, deformidades ou alteragcbes na bioenergética mitocondrial, mas
alterou a funcéo cardiaca dos animais.

Além disso, Veneman e colaboradores (2017) relataram que a injec&o de
nanoparticulas de poliestireno (700 nm) no saco vitelino de zebrafish com 2 dpf
resultou ndo apenas na distribuicdo de particulas na corrente sanguinea e
acumulo na regidao do coragdo, mas também na ativagdo de resposta
imunoldgica, caracterizada por influxo de neutrdfilos e macréfagos em torno
das nanoparticulas de poliestireno.

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que pelo menos alguns
nanoplasticos podem penetrar no cério de embrides do zebrafish em
desenvolvimento, acumular-se nos tecidos e afetar a fisiologia e o
comportamento, potencialmente afetando a aptidao orgénica em ecossistemas
aquaticos contaminados.

A demanda crescente por agua tem solidificado o seu reuso planejado,
racional e eficiente a fim de evitar perdas e desperdicios e principalmente evitar
danos a saude animal e de humanos. A agua residual apos o uso doméstico,

comercial e industrial tem suas caracteristicas naturais alteradas e necessita




atender aos requisitos legais para que seja despejada em corpos d’agua ou no
sistema de esgoto como livre de poluentes e micropoluentes. A falta ou a
ineficiéncia de tratamento das aguas residuais pode acarretar queda da
qualidade da agua dos rios com comprometimento da fauna e flora.

Uma avaliagao extensiva da presencga de poluentes e micropoluentes em
grandes bacias hidrograficas de rios e lagos é uma proposta necessaria mas
desafiadora para pesquisadores e agéncias reguladoras. Pesquisadores do
Instituto Federal de Ciéncias Aquaticas e Tecnologia Suigco com capacidade
para identificacdo de 252 micropoluentes por espectrometria de massas de alta
resolugdo encontraram em 12 diferentes localizagbes do Lago Constance uma
alta frequéncia das substdncias como diclofenaco, carbamazepina,
sulfametoxazol, acesulfame, sucralose, benzotriazole e metilbenzotriazole.
Sendo que diclofenaco, sulfametoxazol e carbamazepina em concentragcbes
que excedem os niveis previstos (Moschet et al., 2013).

O uso do zebrafish como organismo-modelo na determinacdo da
toxicidade de aguas residuais pode ser um grande aliado dos centros de
tratamento de aguas, os quais realizam medi¢cbes e monitoramento dos
micropoluentes. Ampliando esta analise qualitativa/quantitativa, Garcia-
Cambero e colaboradores (2019) utilizaram o zebrafish para analise de
amostras de aguas residuais apos tratamento por dois tipos de processos de
oxidagao avancados responsaveis por diminuir aos valores recomendados os
niveis de carbono organico total (tofal organic carbon — TOC) e a demanda de
oxigénio quimico (chemical oxygen demand — COD). Ao contrario do processo
de ozonizagdo, apenas o efluente sujeito a 120 minutos de oxidagao
fotocatalitica gerou agua segura, incapaz de gerar em zebrafish alteragées no
desenvolvimento embrido-larval ou sua funcionalidade, sem efeitos
comportamentais.

A avaliagao toxicoldégica por microarray de efluentes descartados de
duas plantas de tratamento de agua na cidade de Pima no Arizona (EUA) feita
expondo diretamente embrides de zebrafish selvagens ou transgénicos as
aguas revelou alteragcdes na expressao de genes relacionados ao ciclo celular,
metabolismo, sistemas nervoso, cardiovascular, hematolégico, reprodutivo e
hepatico (Li et al,. 2018).




Walter e colaboradores analisaram amostras de aguas de cinco agudes
da regido do semi-arido de Campina Grande na Paraiba (Brasil), e verificaram
gue as aguas testadas mostraram uma alta taxa de letalidade em embrides de
zebrafish. E os animais que sobreviveram apresentaram malformagdes como
auséncia de boca, edema cardiaco e malformagdo da coluna. Além desses
achados de toxicidade no organismo-modelo zebrafish, os pesquisadores
confirmaram a presenga de cianotoxinas na agua (Walter et al., 2018).

Em condi¢des normais, as aguas ja precisam de constante analise, mas
apoés acidentes ou crimes ambientais esses estudos tornam-se essenciais. Foi
0 que Thompson e colaboradores (2020) fizeram, apds o maior crime ambiental
do Brasil, que foi o rompimento da barragem de Brumadinho, Minas Gerais, em
25 de Janeiro de 2019. Aproximadamente 12 milhdes de m* de rejeitos foram
despejados no Rio Paraopeba e areas vizinhas provocando 250 vitimas fatais,
assim como a morte de animais domésticos e do ambiente aquatico. Apos o
rompimento da barragem, os niveis de metais pesados como o mércurio
estavam acima (até 21 vezes) dos limites legais. Sabendo disso, os
pesquisadores verificaram o impacto ecotoxicoldgicos das aguas contaminadas
(logo ap6s o desastre e 4 meses depois) em embrides de zebrafish. Como
resultado, os pesquisadores constataram que os embrides tiveram alta taxa de
mortalidade (x85%), bem como apresentaram edema cardiaco e malformacdes
na coluna. Os efeitos toxicos foram maiores nas amostras coletadas em maio,
provavelmente devido ao efeito cumulativo dos metais pesados ao longo dos
meses.

Esses estudos demonstram quanta informacao pode ser obtida usando o
zebrafish como ferramenta biolégica de monitoramento de efeitos tdxicos
integrada a quimica analitica, podendo gerar dossiés mais abrangentes e
compreensivos das aguas de bacias hidrograficas, represas, efluentes de
aguas residuais e de plantas de tratamentos de agua, e principalmente de
aguas apos desastres ambientais.

Os agroquimicos também sdo um tema de grande interesse para a
ecotoxicologia ambiental no Brasil. Nos ultimos anos houve um aumento
expressivo no numero de novos produtos comercializados e registrados pelas

agéncias competentes, sem contar que historicamente o pais, devido a sua




forte econdGmica agricola, baseada na monocultura, € um dos maiores
consumidores de agrotoxicos do mundo (Disner et al., 2020). Diversos estudos
e relatos de contaminacdo do ambiente e danos a saude humana sao
reportados, inclusive da contaminagcdo de leite materno e da agua de
abastecimento da maioria dos municipios brasileiros (Lermen et al., 2018;
Santos et al., 2019).

De acordo com dados de monitoramento do Ministério da Saude (Fig. 6),
1 em cada 4 das localidades avaliadas apresenta uma mistura de agrotéxicos.
No periodo entre 2014 e 2017 as empresas de abastecimento de 1.396
municipios detectaram concentragdes que excediam os niveis previstos de 27
pesticidas que sao obrigados por lei a serem testados, e os relatérios com as
informacdes fizeram parte de um esforco do Sistema de Informacao de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (SISAGUA) para
monitorar a qualidade da agua para além dos parédmetros usuais de
potabilidade feitos pelas empresas de abastecimento (Agéncia Publica, 2019).

O levantamento demonstra que a contaminagao da agua que abastece a
populagcdo estd aumentando progressivamente. Em 2014, trés quartos dos
testes detectaram agrotoxicos, subindo para 84% em 2015, 88% em 2016 e
alcangando 92% em 2017. Entre os pesticidas encontrados em mais de 80%
das amostras, existem cinco classificados como “provaveis cancerigenos” pela
EPA U.S. e seis apontados pela Unido Europeia como desreguladores
enddcrinos. O estado de Sao Paulo foi o recordista em numero de municipios
onde todos os 27 agrotoxicos testados estavam presentes na agua, com mais
de 500 cidades avaliadas. O Parana foi o segundo colocado com o coquetel
presente em 326 cidades, seguido por Santa Catarina e Tocantins (Agéncia
Publica, 2019).




NUMERO DE AGROTOXICOS
DETECTADOS NA AGUA
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Fig. 6. Agrotoxicos no Brasil entre 2014-2017. Deteccdo e concentragdo de
agrotoxicos de 2014 a 2017 de acordo com dados do Controle de Informacgdes de
Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (SISAGUA), do Ministério da
Saude. O mapa foi construido com base nos dados obtidos em abril de 2018, nao
refletem atualizagbes posteriores. Fonte: Sisagua.

Observamos no mapa que o monitoramento ndo € homogéneo ao longo
do pais, revelando uma compreensdo apenas parcial dessa problematica.
Muitas outras cidades devem apresentar dados tdo ou mais preocupantes, no
entanto ndo foram monitoradas.

Abaixo temos como exemplificacdo, avaliagbes ecotoxicologicas
utilizando o zebrafish que objetivaram investigar efeitos toxicos de trés dos
agrotéxicos que sao regulados no Brasil para agua potavel, conforme

mencionado no levantamento do Ministério da Saude.




O primeiro estudo foi realizado por Levin e colaboradores (2003) com o
inseticida Clorpirifés, que tem sido demonstrado interferir no desenvolvimento
neuro-comportamental. O principal método de avaliacdo foi a funcao
comportamental com aprendizagem da discriminagdo espacial em zebrafish a
fim de diferenciar a laténcia da resposta e precisao da escolha, confirmando a
neurotoxicidade desse pesticida. Foi verificado que a exposicdo a 10 ou 100
ng.mL'1 de Clorpirifés durante o desenvolvimento causou alteracdo na
discriminagao espacial nos peixes quando adultos, submetidos a testes de
aprendizado e memodria espacial. Além disso, a maior dose, aumentou
significativamente a taxa de mortalidade dos peixes entre 20-38 semanas de
idade.

O seguinte estudo compreendeu a analise de genotoxicidade pelos
niveis do marcador Glutationa S-Transferase (GST) em zebrafish expostos a
Atrazina (Zhu et al., 2010). A GST é uma enzima de fase Il do metabolismo
com fungdo determinante no processo de detoxificagdo, atua de maneira
efetiva na conjugacao de compostos tdxicos a glutationa, a fim de restabelecer
a homeostase e reduzir o estresse oxidativo celular, prevenindo,
consequentemente, danos a outras macromoléculas.

A atrazina atrai especial atengdo devido a sua alta estabilidade e
persisténcia em ambientes aquaticos. Esse herbicida foi introduzido nos anos
1950 e é extensivamente utilizado para suprimir o crescimento de ervas
daninhas. Os pesquisadores chineses responsaveis por conduzirem este
trabalho expuseram o zebrafish a trés concentragdes de Atrazina (0,01; 0,1 e 1
mg.L™) pelos periodos de 5, 10, 15, 20 e 25 dias. Os resultados indicaram que
em machos, a atividade da GST foi marcantemente elevada nos tratamentos as
duas menores concentracdes comparados com o controle durante todo o
experimento. Enquanto houve uma inibicdo na atividade dessa enzima no
grupo tratado com 1 mg.L™ nos dias 5 e 15. Nas fémeas, foi detectado um
aumento da enzima em 0,1 mg.L™" nos dias 5 e 15 e em 0,01 no dia 20,
demonstrando que as alteragdes bioquimicas ocorreram principalmente nas
menores doses. O dano as moléculas de DNA foi avaliado usando o ensaio

cometa, que mede quebras das moléculas ocasionadas pelos compostos




quimicos. Foi verificado dano ao DNA apds a exposicao a Atrazina, de maneira
dose-dependente (Zhu et al., 2010).

Outro exemplo de pesticida que € muito estudado é o Glifosato. Este é
um composto organofosforado comercializado desde 1974 e o herbicida mais
utilizado no mundo, sendo aplicado, mas maiores culturas agricolas, como
soja, milho, trigo, algod&o e café. A discusséo cientifica sobre a sua seguranga
ainda nao chegou a um consenso e devido a sua expressiva comercializagao e
movimentagdo econdmica as controvérsias a seu respeito seguem presentes.
O modelo de estudo zebrafish também tem sido um aliado para a elucidacao
da toxicidade desse quimico que tem, no Brasil, um limite maximo permitido de
5.000 vezes maior que o permitido na Unido Europeia (Bridi et al., 2017;
Rodrigues et al., 2019).

Um estudo realizado por um grupo de pesquisa do Reino Unido e
publicado na revista de Ciéncia e Tecnologia Ambiental buscou corroborar as
evidéncias que sugerem que tanto o produto comercial (Roundup) quanto o
ingrediente ativo (Glifosato) induzem estresse oxidativo em peixes e também
sao apontados como responsaveis por toxicidade reprodutiva em mamiferos.
Para isso, Webster e colaboradores (2014) conduziram uma exposi¢ao de 21
dias durante a reproducdo de zebrafish, onde os animais foram expostos a
0,01; 0,5 e 10 mg.L™" de Roundup e 10 mg.L" de Glifosato. A exposi¢do ao
Glifosato reduziu a producdo de embrides, mas nao a taxa de fertilizagao.
Tanto a maior concentragcdo de Roundup quanto a de Glifosato aumentou a
mortalidade dos embrides nos estagios iniciais e desencadeou a eclosao
prematura. Além disso, analises transcriptdmicas das gdénadas revelaram que
esta mesma condigdo induziu mudangas na expressdo dos genes que
codificam aromatase (cyp719a) e receptor de estrégeno 1 (esr1) no ovario e
3B-hidroxiesterdide desidrogenase (hsd3b2), catalase (caf), e superoxido
dismutase 1 (sod71) nos testiculos. Esses genes sao responsaveis pela
conversao e reconhecimento de horménios esteroides e regulagdo do balango
oxidativo. Desse modo, os resultados demonstram que esses compostos
quimicos desencadeiam toxicidade comprometendo a capacidade reprodutiva
de zebrafish, associada a ruptura da via de biossintese esteroidogénica e

estresse oxidativo.




CONCLUSAO

O zebrafish (Danio rerio) é um organismo-modelo promissor utilizado
para a verificagcdo de efeitos toxicos em testes de toxicidade aguda e
principalmente de longo prazo a poluentes presentes na agua. Os testes
toxicologicos padronizados utilizando o zebrafish podem fornecer resultados
em um curto periodo de tempo, com alta rastreabilidade por menor custo
comparativo. Além disso, o uso de embrides de zebrafish atende aos principios
de reducéo, substituicao e refinamento proposto para o uso racional de animais
experimentais. O teste de toxicidade aguda em zebrafish foi padronizado e
normatizado em 1984 pela Organizagédo Internacional de Normatizagado (ISO
7346) e no Brasil pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas em 2016
(ABNT-NBR 15088:2016). Desde entdo, o uso do zebrafish em ecotoxicologia
vem crescendo, o que contribui para a ampliacdo da nossa compreensao sobre
os poluentes principalmente a bioacumulagdo, toxicidade e interacdo com
outros poluentes ambientais. Xenobiéticos com potencial de interromper o
desenvolvimento humano ou causar doencas em criangas como os produtos
quimicos sintéticos denominados desreguladores endocrinos, farmacos
antidepressivos, antibidticos, produtos quimicos industriais, nanomateriais
metalicos e nanoparticulas de poliestireno vem sendo estudadas em zebrafish
e o0s resultados confirmam alteragdes no desenvolvimento embrio-larval,
acumulagao nos tecidos, alteragcdo da fisiologia normal e do comportamento

suportando o valor translacional do modelo zebrafish.
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