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RESUMO 
 

A descoberta dos antibióticos é considerada uma das principais revoluções 

científicas da humanidade pois permitiu aumentar significativamente a expectativa 

de vida e possibilitou a existência de terapêutica efetiva para infecções que até 

então eram fatais. A negligência social no uso de antibióticos contribui diretamente 

para o surgimento de um grande problema na área da saúde pública, a resistência 

antimicrobiana. A escassez de novos agentes antimicrobianos para substituir os já 

ineficazes torna urgente o desenvolvimento de novos fármacos. O uso de anéis 

heterocíclicos tem apresentado vantagens para a síntese de compostos 

farmacêuticos com diferentes atividades farmacológicas. Estudos recentes 

revelaram que derivados indólicos e pirazólicos possuem amplo espectro de 

atividades biológicas, sendo destacado o seu potencial antimicrobiano.  

Recentemente, o peixe-zebra (Danio rerio), em sua fase embrio-larval, tem surgido 

como modelo eficiente para a caracterização das propriedades toxicológicas de 

novos compostos. Seu alto grau de homologia com mamíferos permite a 

extrapolação dos resultados a humanos de forma mais direta do que os demais 

modelos invertebrados e de maneira mais econômica em relação aos roedores. O 

estudo teve como objetivo usar embriões de peixe-zebra para avaliar a toxicidade de 

dois novos compostos sintéticos heterocíclicos que apresentam potencial para o 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, derivados estes de compostos 

indólicos e pirazólicos. Embriões com 3 horas pós-fertilização (hpf) foram expostos 

por imersão às concentrações de 0 (Controle), 1, 8 e 32 µg/mL dos compostos, 

diluídos em DMSO (0,005%), de maneira estática por 7 dias. A mortalidade e taxa de 

eclosão foram avaliadas diariamente e, ao final do período de exposição, as larvas 

foram submetidas ao ensaio comportamental exploratório do tipo Novel Tank. Os 

embriões expostos aos compostos apresentaram aumento significativo na 

mortalidade, quando comparados ao grupo controle. Esse efeito foi concentração-

dependente. Diminuições significativas na taxa de eclosão também foram evidentes 

nas concentrações mais altas testadas. Foi possível observar alterações no 

comportamento exploratório dos embriões ao final da exposição, mesmo na menor 

concentração testada (1 µg/mL), em relação ao controle. Nossos resultados 

demonstram de forma rápida e satisfatória os efeitos embriotóxicos de diferentes 

compostos candidatos a novos fármacos, sobre o desenvolvimento de peixe-zebra. 



Desse modo, D. rerio se mostra como um modelo correlativo preditivo, para o estudo 

de novas moléculas com potencial antimicrobiano, capaz de apresentar 

complexidade de um animal vertebrado com as vantagens de um invertebrado. 

 

Palavras-Chave: Peixe-zebra. Embriotoxicidade. Comportamento. Resistência 

antimicrobiana. Novos fármacos. 

  



ABSTRACT 

 

The discovery of antibiotics is considered one of the major scientific revolutions of 

mankind because it allowed a significant increase in life expectancy and made 

possible the existence of effective therapy for infections that until then were fatal. 

Social neglect in the use of antibiotics contributes directly to the emergence of a 

major problem in the area of public health, antimicrobial resistance. The scarcity of 

new antimicrobial agents to replace those already ineffective makes the development 

of new drugs urgently. The use of heterocyclic rings has shown advantages for the 

synthesis of pharmaceutical compounds with different pharmacological activities. 

Recent studies have revealed that indole and pyrazole derivatives have a broad 

spectrum of biological activities, and their antimicrobial potential is highlighted. 

Recently, zebrafish (Danio rerio), in its embryo-larval stage, has emerged as an 

efficient model for the characterization of the toxicological properties of new 

compounds. Its high degree of homology with mammals allows the extrapolation of 

the results to humans more directly than the other invertebrate models and in a more 

economical way in relation to rodents. The study aimed to use zebrafish embryos to 

evaluate the toxicity of two new heterocyclic synthetic compounds that present 

potential for the development of new antimicrobial agents derived from indole and 

pyrazole compounds. Embryos with 3 hours post-fertilization (hpf) were exposed by 

immersion at concentrations of 0 (Control), 1, 8 and 32 μg/mL of the compounds, 

diluted in DMSO (0.005%), statically for 7 days. Mortality and hatch rate were 

evaluated daily and, at the end of the exposure period, the larvae were submitted to 

the Novel Tank exploratory behavioral test. Embryos exposed to the compounds had 

a significant increase in mortality, when compared to the control group. This effect 

was concentration-dependent. Significant decreases in hatching rate were also 

evident at the highest concentrations tested. It was possible to observe changes in 

the exploratory behavior of the embryos at the end of the exposure, even at the 

lowest concentration tested (1 μg/mL), in relation to the control. Our results quickly 

and satisfactorily demonstrate the embryotoxic effects of different candidate drug 

compounds on the development of zebrafish. Thus, D. rerio is shown as a predictive 

correlative model for the study of new molecules with antimicrobial potential capable 

of presenting the complexity of a vertebrate animal with the advantages of an 

invertebrate. 



Keywords: Zebrafish. Embryotoxicity. Behavior. Antimicrobial resistance. New drugs. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Antimicrobianos 

Os antimicrobianos são uma classe de fármacos que revolucionaram o 

tratamento de doenças infecciosas e reduziram mundialmente as taxas de 

morbidade e mortalidade associadas a estas infecções (CRAIG, 2004; FUCHS, 

2004; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Este tipo de droga difere das demais classes 

de fármacos quanto as suas propriedades físico-químicas, farmacológicas, além do 

espectro e mecanismos de ação (BAPTISTA, 2013). 

Para que um antimicrobiano seja considerado ideal, o mesmo deve 

apresentar ação bactericida ou bacteriostática rápida, possuir um alvo seletivo, 

estreito espectro de ação — para que a microbiota saprófita não seja afetada, 

apresente baixo nível de toxicidade e reações adversas, aliado a elevados níveis 

terapêuticos, ampla distribuição no local infectado, ser um antibiótico que não 

conteste o sistema imunológico do hospedeiro, possua uma boa relação 

custo/eficácia e não induza resistência (BAPTISTA, 2013). 

Os antibióticos correspondem a cerca de 12% de todas as prescrições 

ambulatoriais (MCCAIG; HUGHES, 1995). A alta frequência das infecções e o 

consequente consumo dos medicamentos para tratá-las acabam acarretando em 

muitos erros de prescrição, associados a incerteza diagnóstica e pouco 

conhecimento farmacológico. É recorrente o não conhecimento de que 

antimicrobianos são medicamentos específicos e, sendo assim, apenas eficazes 

para determinados agentes infecciosos (WANNMACHER, 2004). Portanto, o mau 

uso desses fármacos estimula o processo natural de resistência dos microrganismos 

aos antimicrobianos, uma vez que no ambiente natural esses são produzidos pelas 

populações de microrganismos como ferramenta de competição por recursos 

nutricionais e espaço (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). 

 

1.2 Resistência Antimicrobiana 

A resistência microbiana diz respeito a cepas de microrganismos que 

possuem a capacidade de multiplicar-se na presença de concentrações de 

antimicrobianos mais altas do que as doses terapêuticas dadas a humanos. Esses 

microrganismos podem ser intrinsecamente resistentes a certos fármacos, como 
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também podem adquirir resistência a antimicrobianos através de mutações em 

genes cromossômicos e por meio de transferência horizontal de genes. A resistência 

intrínseca de determinada espécie de microrganismo a um antimicrobiano específico 

é definida como a capacidade de resistir à ação desse antibiótico, como resultado de 

características estruturais ou funcionais inerentes (BLAIR et al., 2015). 

Segundo o World Economic Forum Global Risks (2013), a resistência 

microbiana é considerada uma das grandes ameaças à saúde humana, uma vez 

que se tornou um problema de saúde pública que tem estado presente nos sistemas 

de saúde do mundo todo. Essas cepas resistentes reduzem o tempo de vida da 

droga, levando à urgência o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos 

(SINGH et al., 2008). Sendo assim, torna-se cada vez mais relevante visualizar a 

resistência antimicrobiana de uma forma multidisciplinar para que sejam 

desenvolvidos o maior número possível de estratégias de ação. 

 

1.3 Compostos Indólicos 

Os compostos indólicos pertencem a uma extensa família de compostos 

presentes em bactérias, plantas e animais. Estes compostos estão frequentemente 

relacionados ao metabolismo do aminoácido triptofano e por fazerem parte da 

estrutura essencial do neurotransmissor serotonina (CANO et al., 2003). Os 

alcaloides indólicos apresentam anel indólico em sua estrutura (Figura 1), uma 

estrutura heterocíclica versátil que pode apresentar substituições em diferentes 

posições, descoberta em 1866 e encontrada em um número considerável de 

produtos derivados de plantas (KATCHAMART; WILLIAMS, 2001).  

 

Figura  1 – Fórmula estrutural indol. Composto orgânico aromático heterocíclico. Apresenta estrutura 
bicíclica, constituída por um anel benzênico acoplado a um anel de pirrol.  

 

Fonte: https://bit.ly/2Qo0n6m 

 



15 

 

Estudos recentes revelaram que os derivados indólicos apresentam amplo 

espectro de atividades biológicas, como atividade antimicrobiana (SCRIBNER et al., 

2009), analgésica (RADWAN et al., 2007), contra o câncer (SOLOMON; HUA; 

BIOORGAN, 2010), asma (VELANKAR et al., 2010), Alzheimer (CATTO et al., 

2010), malária (CHIYANZU et al.,2005), antidiabética (LAMOTTE et al., 2010), anti-

hipertensiva (KIM et al., 2007), anti-inflamatórias (MEHNDIRATTA et al., 2016) e 

citotóxicas (LIEW et al., 2014). Tais importâncias biológicas de heterocíclicos 

indólicos, além do seu potencial farmacológico e médico, os tornam alvos de 

pesquisa bastante atraentes. Essas características têm motivado vários 

pesquisadores a estudarem sua síntese e propriedades farmacológicas 

(SUNDBERG, 1996). 

 

1.4 Compostos Pirazólicos 

Compostos pirazólicos e seus derivados pertencem a uma classe de 

heterocíclicos de nitrogênio bastante conhecidos. Ocupam uma posição privilegiada 

na química medicinal por apresentarem uma ampla gama de atividades 

farmacológicas, como atividades antimicrobiana (TANITAME et al., 2004-2005), anti-

inflamatória (ELGUERO et al., 2002), hipoglicêmica (MOMOSE et al., 2001), 

antiangiogênica (DUGI; MARK; HIMMELSBACH, 2009), além da inibição de 

diferentes enzimas, como ciclooxigenases-2 (RIDA et al., 2009), p38  MAPK 

(REGAN et al., 2002) e quinases dependentes de ciclina-2 (BRASCA et al., 2007; 

PEVARELLO et al., 2006). 

O uso de anéis heterocíclicos, em particular o anel pirazólico (Figura 2), 

apresentam vantagens para a síntese de compostos farmacêuticos com diferentes 

atividades e bons perfis de segurança. Estruturas pirazólicas estão sendo 

amplamente utilizadas também no planejamento de medicamentos com foco em 

tratamentos de malignidade, particularmente na estrutura de diferentes inibidores de 

proteína-quinase (VIALE et al., 2013). O arcabouço pirazólico se comporta como 

uma importante estrutura na modulação da intensidade e ação de seus efeitos 

biológicos, sendo a seletividade dos alvos relacionada de maneira direta com os 

tipos de substituintes periféricos do anel (HAWASH et al., 2017). 
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Figura  2 – Fórmula estrutural pirazol. Composto aromático pentagonal, possui dois átomos de 
nitrogênio nas posições 1 e 2. 

 

Fonte: https://bit.ly/2D904c9 

 

1.5 Modelos Tradicionais 

O desenvolvimento de novos fármacos exige a realização de conjuntos de 

estudos toxicológicos pré-clínicos — estabelecendo uma relação dose-resposta, por 

meio de sistemas in vitro ou em animais in vivo, com o objetivo de obter o maior 

número de informações que certifiquem a segurança dos novos compostos nos 

ensaios clínicos e, posteriormente, na sua comercialização (FAQI, 2013). 

O uso de modelos tradicionais, como coelhos e roedores em geral, é 

considerado uma estratégia bastante eficaz para o estudo da ação de fármacos. No 

entanto, tais modelos possuem alto custo de manutenção, demandam tempo e 

muitas vezes são difíceis de serem replicados. Modelos tradicionais apresentam 

grandes dificuldades em análises em grande escala, sendo assim, torna-se 

complexa a avaliação de centenas de compostos (REZENDE, 2013). Foi levando em 

consideração estes fatores que grande parte da descoberta de novos fármacos tem 

sido direcionada para estudos in vitro (BUTCHER; BERG; KUNKEL, 2004). Contudo, 

pesquisas recentes têm buscado desenvolver métodos para estudos em grande 

escala utilizando modelos alternativos, como o peixe-zebra (KOKEL et al., 2012). 

O uso de modelos animais com alta semelhança genética com a espécie 

humana em pesquisas biomédicas, toxicológicas, comportamentais, entre outras 

áreas é indispensável e de extrema importância. Entretanto, várias agências e 

organizações governamentais, em razão às questões éticas, passaram a restringir o 

uso de animais como roedores (OLSON et al., 2000). Sendo assim, além de facilitar 



17 

 

a realização de estudos em grande escala, o peixe-zebra é capaz de suprir essa 

demanda. 

 

1.6 Peixe-zebra (Danio rerio) 

O peixe-zebra, Danio rerio (Hamilton, 1822), é um peixe teleósteo de água 

doce que pertence à família Cyprinidae, nativo do sul e sudeste asiático, regiões que 

apresentam clima tropical (WESTERFIELD, 2000) (Figura 3). Caracteriza-se por ser 

um modelo animal que vem se destacando no ponto de vista científico em todas as 

suas fases de desenvolvimento, tanto usado para pesquisas sobre o potencial 

farmacológico de novas drogas (GOLDSMITH, 2004), como na toxicologia de 

contaminantes ambientais (SULUKAN et al., 2017), embriologia (PAARDEKOOPER 

OVERMAN; DEN HERTOG, 2014), biologia do comportamento (COLWILL; 

CRETON, 2011), entre várias outras. 

 

Figura  3 – Peixe-zebra adulto. Teleósteo, pertencente à família Cyprinidae, amplamente utilizado 
como modelo experimental alternativo em diversas áreas de pesquisa. 

 

Fonte: https://bit.ly/2RHa5ku 

 

O uso do peixe-zebra como modelo experimental ganhou relevância na 

década de 80 quando George Streisinger buscava um animal vertebrado diploide 

para a aplicação de técnicas de genética molecular recém desenvolvidas 

(STREISINGER et al., 1981). Após alguns anos, o peixe-zebra se destacou como 

modelo experimental com o primeiro projeto em grande escala para a identificação 

de mutações em vertebrados (GRANATO; NÜSSLEIN-VOLHARD, 1996). 
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O peixe-zebra apresenta as vantagens de modelos invertebrados (e.g., 

Drosophila melanogaster), tais como alta taxa reprodutiva e tamanho pequeno, cerca 

de 3-4 centímetros quando adulto, facilidade de manejo e manutenção. Ao passo 

que, por ser vertebrado, possui maior afinidade com mamíferos que animais 

invertebrados, apresentando grande similaridade morfológica e genética (ABLAIN; 

ZON, 2013; CACHAT, 2013). Além dessas vantagens, o peixe-zebra possui 

desenvolvimento embrionário rápido e externo, os embriões são transparentes, 

tornando-o um modelo alternativo complementar excelente para os mais variados 

campos da pesquisa (LIESCHKE; CURRIE, 2007). 

O estudo do genoma do peixe-zebra foi concluído em 2013 e demonstrou que 

71% dos genes que codificam proteínas no genoma humano são relacionados a 

genes encontrados no genoma do peixe-zebra, sendo que 84% destes genes, 

conhecidos por serem associados a doenças humanas, possuem um gene 

relacionado também no peixe-zebra (HOWE et al., 2013). 

O modelo tem se destacado em sua fase embrionária na descoberta de novas 

drogas por possuir a capacidade de se desenvolver de forma rápida (Figura 4). Os 

precursores de todos os órgãos já estão presentes 36 horas pós-fertilização (hpf). 

No quinto dia pós-fertilização (dpf), a maioria dos tecidos já se encontra 

desenvolvida e a larva já é capaz de apresentar características comportamentais 

independentes, como atividade locomotora vigorosa e comportamento predatório 

(KIMMEL et al., 1995). O fato de os embriões serem transparentes possibilitam a 

visualização do seu desenvolvimento desde as primeiras horas pós-fertilização, bem 

como diferentes endpoints como mortalidade, frequência cardíaca, formação de 

somitos, alterações morfológicas, taxa de eclosão, entre outras (DAI et al., 2014; 

HILL et al., 2005; IRONS et al., 2013; PEREIRA; CAMPOS; BOGO, 2016). 
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Figura 4 – Desenho esquemático das etapas do desenvolvimento do peixe-zebra. 

 

Fonte: Adaptado de https://bit.ly/2zOIaJe 

 

No estudo de fármacos, o peixe-zebra tem sido utilizado principalmente para 

estudos que objetivam o processo de “screening” e estudos pré-clínicos de 

toxicidade e segurança (KOKEL; PETERSON, 2008; HILL et al., 2005). Tais estudos 

farmacológicos geralmente preconizam o uso de larvas devido ao seu rápido 

desenvolvimento, apresentando a maioria dos órgãos que estão presentes na fase 

adulta (Figura 5). O uso da larva ainda é capaz de reduzir a quantidade de fármaco 

utilizado e a necessidade de grandes espaços físicos, uma vez que cada larva de 

peixe-zebra pode ser acondicionada em um volume de apenas 50 μL de solução 

(REZENDE, 2013). Além disso, no estágio larval a absorção das moléculas 

dissolvidas no meio é rápida. Até 14 dpf o oxigênio dissolvido na água é 

transportado, principalmente, através de difusão pelo tegumento e essa parece ser a 

rota usual de absorção de moléculas pequenas, já que as escamas desenvolvem 

posteriormente a este período (SCHWERTE, 2003; ROMBOUGH, 2002). 
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Figura 5 – Estágios do desenvolvimento embrionário de peixe-zebra. (A) 1,25 hpf. (B) 4 hpf. (C) 6 hpf. 
(D) 10 hpf. (E) 11,5 hpf. (F) 16 hpf. (G) Embrião com 24 hpf. Abreviações: b, encéfalo; e, ouvido; n, 
notocorda; s, somitos; t, tubo neural; y, olho. (H) Larva com 120 hpf. Abreviações: a, arcos branquiais; 
e, ouvido; g, intestino; h, coração; l, fígado; n, poço nasal. 

 

Fonte: Ingham, 1997. 



21 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

Tendo em vista o uso inadequado de antimicrobianos e o problema complexo 

de saúde pública que se tornou a resistência antimicrobiana, faz-se necessário o 

desenvolvimento de novos fármacos. A avaliação da segurança toxicológica e 

farmacológica é uma etapa crucial nos ensaios pré-clínicos de desenvolvimento de 

fármacos, sendo que análises de triagens em grande escala podem aumentar a 

compreensão sobre o mecanismo de ação, bem como acelerar o processo de 

descoberta e chegada dessas drogas ao consumidor. Sendo assim, o peixe-zebra 

possui grande potencial como ferramenta no estudo de caracterização da toxicidade 

de novos compostos antimicrobianos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar a potencial toxicidade de novos compostos heterocíclicos, derivados 

de compostos indólicos e pirazólicos, em embriões de peixe-zebra (Danio rerio). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

- Determinar as concentrações com potencial toxicológico sobre a 

sobrevivência; 

- Avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento embrionário através da avaliação 

da taxa de eclosão dos embriões; 

- Observar potenciais efeitos toxicológicos dos compostos, em concentrações 

não letais, sobre o padrão comportamental das larvas de peixe-zebra.  
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Manutenção de Peixes-zebra e Obtenção de Embriões 

 A criação e manutenção de peixes-zebra em biotério foi aprovada e 

regulamentada pelo CEUA – Unipampa (protocolo nº 003/2016). Indivíduos adultos 

de peixe-zebra (Danio rerio), linhagem selvagem, foram adquiridos de um fornecedor 

local, mantidos sob condições adequadas em sistema de recirculação Zebtec®, 

seguindo parâmetros considerados essenciais para uma boa qualidade de vida da 

espécie em biotério. Água filtrada através de filtros de osmose reversa, com pH 7,2, 

condutividade de 400 µS, temperatura 28 ºC, com fotoperíodo de 14 horas claro e 10 

horas escuro, alimentados com ração comercial flocada e alimento vivo (Artemia 

salina e/ou microvermes) quatro vezes ao dia, de acordo com protocolos 

previamente estabelecidos (WESTERFIELD, 2000). Os embriões de peixe-zebra 

utilizados foram obtidos por meio de reprodução dos espécimes adultos. Após 

reprodução e manutenção, os embriões foram mantidos em incubadora BOD a 28 ºC 

até o momento da exposição e período posterior de experimento. 

 

4.2 Curva Concentração-resposta 

Os dois compostos candidatos a novos agentes antimicrobianos foram 

obtidos através de parceria com o Departamento de Produção de Matéria-Prima da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFGRS). Embriões com 3 hpf foram 

expostos, em placas ELISA (24 poços), às concentrações de 1, 8 e 32 µg/mL dos 

compostos para a determinação da curva concentração-resposta. A exposição foi 

realizada de maneira estática durante o período de 7 dias. Todos os agentes tiveram 

como veículo DMSO 0,005%, seguindo as concentrações seguras apresentadas por 

Chen e colaboradores (2011). Como grupo controle foram usados embriões 

expostos apenas a água do sistema Zebtec®, uma vez que a concentração do 

composto utilizado como veículo é inferior a 0,01%, valor este relatado na literatura 

como apropriado para estudos de toxicidade que objetivam a avaliação de endpoints 

como taxa de sobrevivência, eclosão, alterações morfológicas e análise 

comportamental (CHEN; WANG; WU, 2011). Os embriões foram mantidos em 

incubadora BOD, tendo parâmetros de temperatura e fotoperíodo supervisionados 

durante todo o período de exposição. Os compostos foram nomeados, de maneira 
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aleatória, como A1 e A2, devido ao interesse de patente por parte da universidade 

parceira UFGRS. 

 

4.3 Taxa de Sobrevivência 

A taxa de sobrevivência dos embriões foi avaliada diariamente durante o 

período de exposição sob microscópio estéreo Carl ZeissStemi 2000C. A viabilidade 

dos indivíduos foi analisada por observação da coagulação dos embriões e ausência 

de batimento cardíaco (OECD, 2006). 

 

4.4 Taxa de Eclosão 

 A taxa de eclosão foi avaliada entre o período de 72 e 96 hpf e quantificada 

com base na porcentagem de indivíduos vivos, sendo expressa em porcentagem do 

controle (DAMMSKI et al., 2011). 

 

4.5 Ensaio Comportamental Exploratório 

O ensaio comportamental exploratório foi realizado ao final do período de 

exposição, sendo submetidas ao ensaio apenas as larvas expostas à concentração 

de 1 µg/mL dos compostos, as quais resistiram até o período final de exposição e 

não sofreram alterações morfológicas. O teste utilizado foi o teste de Novel Tank 

adaptado de Rosemberg e colaboradores (2011). Cada larva foi avaliada 

individualmente por 300 segundos. As análises comportamentais foram filmadas, 

através de uma lupa digital acoplada a um computador, e analisadas pelo software 

ANY-maze® (Stoelting CO, USA). O aparato foi dividido em duas regiões, área 

central e área periférica. Foram avaliados parâmetros motores como distância 

percorrida, ângulo de giro absoluto e imobilidade, bem como parâmetros não-

motores que podem estar relacionadas a comportamentos de caráter ansioso, onde 

o animal tende a deixar a área periférica, procurando a área central do aparato. 

 

4.6 Análise Estatística 

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de D’Agostino & 

Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov Smirnov. Para análises de comparação entre 

grupos dos compostos usou-se o teste bidirecional (Two-way ANOVA) e post hoc de 

Tukey de múltiplas comparações. Os resultados foram expressos como média ± erro 
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padrão (S.E.M.). Dados não paramétricos foram analisados através do teste de 

Mann-Whitney, expressos como mediana ± intervalo interquartil e representados 

pela forma de box plot. Já os dados paramétricos foram submetidos ao teste t, 

expressos como média ± erro padrão (S.E.M.) e representados na forma de barras. 

Considerou-se significativos os resultados em que p ≤ 0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0®. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Exposição aos compostos A1 e A2 afetam a sobrevivência dos embriões 

de peixe-zebra 

 Ambos os compostos apresentaram diminuição significativa da taxa de 

sobrevivência ao longo do período de exposição nas concentrações de 8 e 32 µg/mL 

(Figura 6). O composto A1 apresentou maior toxicidade sobre a sobrevivência em 

relação ao composto A2, sendo observada uma diminuição da taxa de sobrevivência 

a partir das primeiras 24 horas e total mortalidade após as 96 horas de exposição 

nas duas concentrações mais altas, em relação ao grupo controle (Figura 6A). Foi 

observada uma diminuição também na taxa de sobrevivência dos embriões expostos 

a concentração de 32 µg/mL do composto A2, sendo constatada a mortalidade total 

dos indivíduos em 120 horas de exposição. A concentração de 8 µg/mL do composto 

A2 causou uma diminuição significativa da mortalidade, quando comparada ao grupo 

controle, contudo não foi capaz de causar a mortalidade total no final do tempo de 

exposição (Figura 6B). 

 

Figura 6 – Curva de sobrevivência das diferentes exposições estáticas realizadas no período de 7 
dias (168h) dos compostos (A) A1, (B) A2, diluídos em DMSO (0,005%). 

 

Fonte: O autor. 

 

5.2 Exposição aos compostos A1 e A2 afetam a eclosão dos embriões de 

peixe-zebra 

 Ambos os compostos, na concentração de 32 µg/mL, impediram a eclosão 

dos embriões expostos, quando comparados ao grupo controle (Figura 7; Figura 7B). 

Do mesmo modo, os embriões expostos à concentração de 8 µg/mL do composto 

A1 também apresentaram comprometimento da taxa de eclosão. O composto A1 foi 
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capaz de afetar o desenvolvimento dos embriões expostos a concentração de 1 

µg/mL, uma vez que, no período de 72 horas, houve uma diminuição significativa no 

número de eclosões destes, quando comparado ao grupo controle. Porém, no 

período de 96 horas, foi possível observar a normalização da taxa de eclosão do 

grupo exposto a concentração de 1 µg/mL do composto em relação ao controle 

(Figura 7A).  

 

Figura 7 – Avaliação da taxa de eclosão dos embriões expostos, no período de 72 a 96 horas, 
quantificada com base na porcentagem de indivíduos vivos. Grupos foram submetidos ao teste 
estatístico Two-way ANOVA. Dados expressos como porcentagem do controle e média ± SEM, sendo 
considerados significativos quando *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.  

 

Fonte: O autor. 

 

5.3 Exposição aos compostos A1 e A2 induzem alterações comportamentais 

A exposição aos compostos A1 e A2 foi capaz de afetar, de maneira 

significativa, quando comparado ao grupo controle, apenas os parâmetros motores 

analisados por meio do ensaio comportamental exploratório (Figura 8 e 9, 

respectivamente). As larvas expostas ao composto A1 apresentaram uma 

diminuição do ângulo de giro absoluto, em comparação ao controle (Figura 8B). Já 

as larvas expostas ao composto A2, além de apresentarem o ângulo de giro 

diminuído, permaneceram imóveis por um período significativamente maior, quando 

comparadas ao grupo controle (Figura 9B e 9C, respectivamente). 
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Figura 8 – Ensaio comportamental exploratório das larvas expostas ao composto A1. Ao final do 
sétimo dia de exposição, as larvas expostas ao composto A1 foram submetidas ao teste 
comportamental exploratório Novel Tank. Foram analisados parâmetros motores, como distância 
percorrida (A), ângulo de giro absoluto (B) e imobilidade (C), e parâmetros não-motores, como tempo 
na periferia (D). Dados paramétricos foram submetidos ao teste t e os não-paramétricos ao teste 
Mann-Whitney test. Dados expressos como média ± SEM, em A, B e C, e como mediana ± intervalo 
interquartil em D. Resultados considerados significativos quando *p<0,05; ****p<0,0001. 

Fonte: O autor. 
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Figura 9 – Ensaio comportamental exploratório das larvas expostas ao composto A2. Ao final do 
sétimo dia de exposição, as larvas expostas ao composto A2 foram submetidas ao teste 
comportamental exploratório Novel Tank. Foram analisados parâmetros motores, como distância 
percorrida (A), ângulo de giro absoluto (B) e imobilidade (C), e parâmetros não-motores, como tempo 
na periferia (D). Dados paramétricos foram submetidos ao teste t e os não-paramétricos ao teste 
Mann-Whitney test. Dados expressos como média ± SEM, em A e C, e como mediana ± intervalo 
interquartil em B e D. Resultados considerados significativos quando *p<0,05; ****p<0,0001. 

 

Fonte: O autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



30 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 Nenhum estudo referente aos efeitos tóxicos, em embriões de peixe-zebra, de 

compostos indólicos e pirazólicos com ação antimicrobiana foi realizado até hoje. 

Sendo assim não são encontrados dados de taxa de sobrevivência frente a 

exposição a estes tipos de compostos. Somos o primeiro trabalho a mostrar que 

derivados indólicos e pirazólicos, com atividade antimicrobiana, afetam a taxa de 

sobrevivência, eclosão e parâmetros motores comportamentais em embriões de 

peixe-zebra. 

 Observamos um significativo atraso e baixa taxa de eclosão nos embriões de 

peixe-zebra expostos aos derivados indólicos e pirazólicos. Alguns efeitos similares 

foram encontrados em estudos feitos com outras classes de fármacos. Xia e 

colaboradores (2017) encontraram um atraso significativo na eclosão de embriões 

de peixe-zebra expostos ao ibuprofeno e ao diclofenaco. David e Pancharatna 

(2009) observaram que a exposição ao ibuprofeno aumentava o tempo até a eclosão 

ou a não ocorrência da mesma em embriões de peixe-zebra. O atraso ou mesmo a 

não eclosão podem estar associados ao atraso no desenvolvimento do embrião ou 

ainda à incapacidade dos embriões em romperem o córion (DU et al., 2012). 

 O comportamento motor no desenvolvimento do embrião de peixe-zebra já foi 

bem caracterizado, sendo a resposta natatória determinada como um dos principais 

pontos para o estudo quantitativo do comportamento do modelo (SAINT-AMANT; 

DRAPEAU, 1998). Observamos em nosso estudo que parâmetros motores são 

significativamente afetados na exposição de embriões de peixe-zebra a derivados 

indólicos e pirazólicos, mesmo que em concentrações que não causaram alterações 

morfológicas óbvias ou diminuição na taxa de sobrevivência dos embriões. 

O ângulo de giro absoluto é caracterizado pelo cálculo do movimento global 

do animal em relação a um ponto central, levando em consideração também a 

mudança de direção nos movimentos (ANICHTCHIK et al., 2004). Segundo Blazina 

e colaboradores (2013), o ângulo de giro absoluto é uma medida sensível de 

coordenação motora, podendo ser afetado em tratamentos com drogas em 

concentrações que não causam dano locomotor. Constatamos uma diminuição 

significativa no ângulo de giro das larvas expostas a concentração de 1 µg/mL. 

Segundo Soares e colaboradores (2017), alterações de ângulo de giro podem 

envolver alterações do sistema dopaminérgico. Em nosso estudo analisamos 
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também o parâmetro de distância percorrida, onde não observamos alteração 

significativa que indicasse dano no sistema locomotor do animal. Constatamos que 

larvas expostas a concentração de 1 µg/mL dos derivados indólicos e pirazólicos 

permaneceram imóveis por um período mais longo durante o ensaio. O 

comportamento imóvel, ou também chamado de freezing, caracteriza-se pelo 

cessamento completo dos movimentos do peixe enquanto permanece no fundo do 

aquário, podendo indicar alto nível de estresse ou ansiedade (OLIVEIRA; SILVA; 

SIMOES, 2011). Desse modo, nossos resultados corroboram para o fato de que 

mudanças comportamentais são sensíveis e servem como fonte de informações 

suplementares para o estudo toxicológico tradicional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



32 

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 A farmacologia sempre fez uso de animais como meio de estudo de efeitos 

fisiológicos de medicamentos. No entanto, como consequência da pressão para 

desenvolver novos fármacos e pela introdução de ferramentas de biologia molecular, 

a abordagem farmacológica migrou do estudo de fármacos por meio de fenótipos 

para uma abordagem direcionada ao alvo, fazendo uso de sistemas in vitro. 

Entretanto, alguns estudos exigem um nível mais complexo, dependendo da 

complexidade do sistema in vivo, dificultando o desenvolvimento e o estudo de 

fármacos in vitro. Logo, recentemente, tem-se explorado o desenvolvimento de 

novas metodologias que combinem vantagens já conhecidas dos estudos in vivo 

com o potencial de realizar experimentos em larga escala. Desse modo, modelos 

animais alternativos como o peixe-zebra tem se destacado, uma vez que preenchem 

grande parte desses requisitos. 

 Em conclusão, mostramos no presente trabalho que o peixe-zebra se faz um 

excelente modelo alternativo para a avaliação da toxicidade de fármacos em 

desenvolvimento. Nossos resultados demonstram de forma rápida e satisfatória, 

fazendo uso de ferramentas sensíveis como a análise comportamental, os efeitos 

embriotóxicos de candidatos a novos fármacos. Desse modo, o peixe-zebra 

apresenta grande potencial para seu uso em “screenings” farmacêuticos de forma a 

acelerar a descoberta de novos fármacos. 
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