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RESUMO

7

A descoberta dos antibidticos é considerada uma das principais revolucdes
cientificas da humanidade pois permitiu aumentar significativamente a expectativa
de vida e possibilitou a existéncia de terapéutica efetiva para infeccoes que até
entdo eram fatais. A negligéncia social no uso de antibioticos contribui diretamente
para o surgimento de um grande problema na area da saude publica, a resisténcia
antimicrobiana. A escassez de novos agentes antimicrobianos para substituir os ja
ineficazes torna urgente o desenvolvimento de novos farmacos. O uso de anéis
heterociclicos tem apresentado vantagens para a sintese de compostos
farmacéuticos com diferentes atividades farmacoldgicas. Estudos recentes
revelaram que derivados indodlicos e pirazélicos possuem amplo espectro de
atividades biologicas, sendo destacado o0 seu potencial antimicrobiano.
Recentemente, o peixe-zebra (Danio rerio), em sua fase embrio-larval, tem surgido
como modelo eficiente para a caracterizacdo das propriedades toxicologicas de
novos compostos. Seu alto grau de homologia com mamiferos permite a
extrapolacdo dos resultados a humanos de forma mais direta do que os demais
modelos invertebrados e de maneira mais econdmica em relacdo aos roedores. O
estudo teve como objetivo usar embrides de peixe-zebra para avaliar a toxicidade de
dois novos compostos sintéticos heterociclicos que apresentam potencial para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, derivados estes de compostos
inddlicos e pirazolicos. Embrides com 3 horas pos-fertilizacdo (hpf) foram expostos
por imersdo as concentracbes de 0 (Controle), 1, 8 e 32 ug/mL dos compostos,
diluidos em DMSO (0,005%), de maneira estatica por 7 dias. A mortalidade e taxa de
eclosdo foram avaliadas diariamente e, ao final do periodo de exposicdo, as larvas
foram submetidas ao ensaio comportamental exploratério do tipo Novel Tank. Os
embrides expostos aos compostos apresentaram aumento significativo na
mortalidade, quando comparados ao grupo controle. Esse efeito foi concentracéo-
dependente. Diminui¢fes significativas na taxa de eclosdo também foram evidentes
nas concentragfes mais altas testadas. Foi possivel observar alteracbes no
comportamento exploratério dos embrides ao final da exposicdo, mesmo na menor
concentracdo testada (1 pg/mL), em relacdo ao controle. Nossos resultados
demonstram de forma répida e satisfatéria os efeitos embriotoxicos de diferentes

compostos candidatos a novos farmacos, 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. Resisténcia

antimicrobiana. Novos farmacos.



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 pug/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 pg/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 INTRODUCAO

1.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo uma classe de farmacos que revolucionaram o
tratamento de doencas infecciosas e reduziram mundialmente as taxas de
morbidade e mortalidade associadas a estas infec¢cdes (CRAIG, 2004; FUCHS,
2004; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Este tipo de droga difere das demais classes
de farmacos quanto as suas propriedades fisico-quimicas, farmacologicas, além do
espectro e mecanismos de acao (BAPTISTA, 2013).

Para que um antimicrobiano seja considerado ideal, o mesmo deve
apresentar acdo bactericida ou bacteriostética rapida, possuir um alvo seletivo,
estreito espectro de acdo — para que a microbiota saprofita ndo seja afetada,
apresente baixo nivel de toxicidade e reacfes adversas, aliado a elevados niveis
terapéuticos, ampla distribuicdo no local infectado, ser um antibiético que néo
conteste 0 sistema imunolégico do hospedeiro, possua uma boa relacdo
custo/eficacia e ndo induza resisténcia (BAPTISTA, 2013).

Os antibioticos correspondem a cerca de 12% de todas as prescricdes
ambulatoriais (MCCAIG; HUGHES, 1995). A alta frequéncia das infeccbes e o
consequente consumo dos medicamentos para trata-las acabam acarretando em
muitos erros de prescricdo, associados a incerteza diagnéstica e pouco
conhecimento farmacolégico. E recorrente o ndo conhecimento de que
antimicrobianos sdo medicamentos especificos e, sendo assim, apenas eficazes
para determinados agentes infecciosos (WANNMACHER, 2004). Portanto, 0 mau
uso desses farmacos estimula o processo natural de resisténcia dos microrganismos
aos antimicrobianos, uma vez que no ambiente natural esses sdo produzidos pelas
populacdes de microrganismos como ferramenta de competicdo por recursos
nutricionais e espaco (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

1.2 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia microbiana diz respeito a cepas de microrganismos que
possuem a capacidade de multiplicar-se na presenca de concentragfes de
antimicrobianos mais altas do que as doses terapéuticas dadas a humanos. Esses

microrganismos podem ser intrinsecamente resistentes a certos farmacos, como
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também podem adquirir resisténcia a antimicrobianos através de mutacfes em
genes cromossOmicos e por meio de transferéncia horizontal de genes. A resisténcia
intrinseca de determinada espécie de microrganismo a um antimicrobiano especifico
é definida como a capacidade de resistir a agdo desse antibiotico, como resultado de
caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes (BLAIR et al., 2015).

Segundo o World Economic Forum Global Risks (2013), a resisténcia
microbiana € considerada uma das grandes ameacas a saude humana, uma vez
que se tornou um problema de saude publica que tem estado presente nos sistemas
de saude do mundo todo. Essas cepas resistentes reduzem o tempo de vida da
droga, levando a urgéncia o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
(SINGH et al., 2008). Sendo assim, torna-se cada vez mais relevante visualizar a
resisténcia antimicrobiana de uma forma multidisciplinar para que sejam

desenvolvidos o maior numero possivel de estratégias de acao.

1.3 Compostos Inddlicos

Os compostos indolicos pertencem a uma extensa familia de compostos
presentes em bactérias, plantas e animais. Estes compostos estdo frequentemente
relacionados ao metabolismo do aminoéacido triptofano e por fazerem parte da
estrutura essencial do neurotransmissor serotonina (CANO et al.,, 2003). Os
alcaloides inddlicos apresentam anel inddlico em sua estrutura (Figura 1), uma
estrutura heterociclica versatil que pode apresentar substituicbes em diferentes
posicdes, descoberta em 1866 e encontrada em um numero consideravel de
produtos derivados de plantas (KATCHAMART; WILLIAMS, 2001).

Figura 1 — Férmula estrutural indol. Composto organico aromatico heterociclico. Apresenta estrutura
biciclica, constituida por um anel benzénico acoplado a um anel de pirrol.

‘ N\

Fonte: https://bit.ly/2Qo0n6m
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Estudos recentes revelaram que os derivados indélicos apresentam amplo
espectro de atividades biologicas, como atividade antimicrobiana (SCRIBNER et al.,
2009), analgésica (RADWAN et al., 2007), contra o cancer (SOLOMON; HUA,
BIOORGAN, 2010), asma (VELANKAR et al., 2010), Alzheimer (CATTO et al.,,
2010), malaria (CHIYANZU et al.,2005), antidiabética (LAMOTTE et al., 2010), anti-
hipertensiva (KIM et al., 2007), anti-inflamatorias (MEHNDIRATTA et al., 2016) e
citotéxicas (LIEW et al., 2014). Tais importancias biologicas de heterociclicos
indolicos, além do seu potencial farmacoldgico e médico, os tornam alvos de
pesquisa bastante atraentes. Essas caracteristicas tém motivado varios
pesquisadores a estudarem sua sintese e propriedades farmacoldgicas
(SUNDBERG, 1996).

1.4Compostos Pirazélicos

Compostos pirazolicos e seus derivados pertencem a uma classe de
heterociclicos de nitrogénio bastante conhecidos. Ocupam uma posi¢cao privilegiada
na quimica medicinal por apresentarem uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, como atividades antimicrobiana (TANITAME et al., 2004-2005), anti-
inflamatéria (ELGUERO et al., 2002), hipoglicémica (MOMOSE et al., 2001),
antiangiogénica (DUGI; MARK; HIMMELSBACH, 2009), além da inibicdo 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 heterociclicos, em particular o anel pirazélico (Figura 2),
apresentam vantagens para a sintese de compostos farmacéuticos com diferentes
atividades e bons perfis de seguranca. Estruturas pirazolicas estdo sendo
amplamente utilizadas também no planejamento de medicamentos com foco em
tratamentos de malignidade, particularmente na estrutura de diferentes inibidores de
proteina-quinase (VIALE et al., 2013). O arcabouco pirazélico se comporta como
uma importante estrutura na modulacdo da intensidade e agédo de seus efeitos
bioldgicos, sendo a seletividade dos alvos relacionada de maneira direta com 0s
tipos de substituintes periféricos do anel (HAWASH et al., 2017).
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Figura 2 — Foérmula estrutural pirazol. Composto aromatico pentagonal, possui dois atomos de

nitrogénio nas posicées 1 e 2.

T=Z

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

1.5 Modelos Tradicionais

O desenvolvimento de novos farmacos exige a realizacdo de conjuntos de
estudos toxicolégicos pré-clinicos — estabelecendo uma relagéo dose-resposta, por
meio de sistemas in vitro ou em animais in vivo, com o objetivo de obter o maior
namero de informacfes que certifiguem a seguranca dos Novos COmMpPOsStos nos
ensaios clinicos e, posteriormente, na sua comercializacdo (FAQI, 2013).

O uso de modelos tradicionais, como coelhos e roedores em geral, é
considerado uma estratégia bastante eficaz para o estudo da acao de farmacos. No
entanto, tais modelos possuem alto custo de manutencdo, demandam tempo e
muitas vezes sao dificeis de serem replicados. Modelos tradicionais apresentam
grandes dificuldades em andlises em grande escala, sendo assim, torna-se
complexa a avaliacao de centenas de compostos (REZENDE, 2013). Foi levando em
consideracéo estes fatores que grande parte da descoberta de novos farmacos tem
sido direcionada para estudos in vitro (BUTCHER; BERG; KUNKEL, 2004). Contudo,
pesquisas recentes tém 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 semelhanca genética com a espécie
humana em pesquisas biomédicas, toxicolégicas, comportamentais, entre outras
areas é indispensavel e de extrema importancia. Entretanto, varias agéncias e
organizacdes governamentais, em razao as questdes éticas, passaram a restringir o

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



17

a realizacdo 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), € um peixe teledsteo de agua
doce que pertence a familia Cyprinidae, nativo do sul e sudeste asiatico, regides que
apresentam clima tropical (WESTERFIELD, 2000) (Figura 3). Caracteriza-se por ser
um modelo animal que vem se destacando no ponto de vista cientifico em todas as
suas fases de desenvolvimento, tanto usado para pesquisas sobre o potencial
farmacolégico 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 varias outras.

Figura 3 — Peixe-zebra adulto. Teleésteo, pertencente a familia Cyprinidae, amplamente utilizado
como modelo experimental alternativo em diversas areas de pesquisa.

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

O uso do peixe-zebra como modelo experimental ganhou relevancia na
década de 80 quando George Streisinger buscava um animal vertebrado diploide
para a aplicacdo de técnicas de genética molecular recém desenvolvidas
(STREISINGER et al., 1981). Apos alguns anos, o0 peixe-zebra se destacou como
modelo experimental com o primeiro projeto em grande escala para a identificacao
de mutagdes em vertebrados (GRANATO; NUSSLEIN-VOLHARD, 1996).
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O peixe-zebra apresenta as vantagens de modelos invertebrados (e.qg.,
Drosophila melanogaster), tais como alta taxa reprodutiva e tamanho pequeno, cerca
de 3-4 centimetros quando adulto, facilidade de manejo e manutengcdo. Ao passo
que, por ser vertebrado, possui maior afinidade com mamiferos que animais
invertebrados, apresentando grande similaridade morfolégica e genética (ABLAIN;
ZON, 2013; CACHAT, 2013). Além dessas vantagens, 0 peixe-zebra possui
desenvolvimento embrionério rapido e externo, os embrides sdo transparentes,
tornando-o0 um modelo alternativo complementar excelente para os mais variados
campos da pesquisa (LIESCHKE; CURRIE, 2007).

O estudo do genoma do peixe-zebra foi concluido em 2013 e demonstrou que
71% dos genes que codificam proteinas no genoma humano sdo relacionados a
genes encontrados no genoma do peixe-zebra, sendo que 84% destes genes,
conhecidos por serem associados a doencas humanas, possuem um gene
relacionado também no peixe-zebra (HOWE et al., 2013).

O modelo tem se destacado em sua fase embrionaria na descoberta de novas
drogas por possuir a capacidade de se desenvolver de forma rapida (Figura 4). Os
precursores de todos os 6rgdos ja estdo presentes 36 horas pés-fertilizacdo (hpf).
No quinto dia pos-fertiizacdo (dpf), a maioria dos tecidos ja se encontra
desenvolvida e a larva ja € capaz de apresentar caracteristicas comportamentais
independentes, como atividade locomotora vigorosa e comportamento predatério
(KIMMEL et al., 1995). O fato de os embrides serem transparentes possibilitam a
visualizacdo do seu desenvolvimento desde as primeiras horas pés-fertilizacao, bem
como diferentes endpoints como mortalidade, frequéncia cardiaca, formacédo de
somitos, alteracdes morfologicas, taxa de eclosdo, 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 esquematico das etapas do desenvolvimento do peixe-zebra.
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Fonte: Adaptado de https://bit.ly/2z0OlaJe

No estudo de farmacos, o peixe-zebra tem sido utilizado principalmente para
estudos que objetivam o processo de “screening” e estudos pré-clinicos de
toxicidade e seguranca (KOKEL; PETERSON, 2008; HILL et al., 2005). Tais estudos
farmacoldgicos geralmente preconizam o uso de larvas devido ao seu rapido
desenvolvimento, apresentando a maioria dos 6rgdos que estdo presentes na fase
adulta (Figura 5). O uso da larva ainda é capaz de reduzir a quantidade de farmaco
utilizado e a necessidade de grandes espacos fisicos, uma vez que cada larva de
peixe-zebra pode ser acondicionada em um volume de apenas 50 uL de solugao
(REZENDE, 2013). Além disso, no estagio larval a absor¢do das moléculas
dissolvidas no meio é rapida. Até 14 dpf o oxigénio dissolvido na agua é
transportado, principalmente, através de difusdo pelo tegumento e essa parece ser a
rota usual de absorcdo de moléculas pequenas, ja que as escamas desenvolvem
posteriormente a este periodo (SCHWERTE, 2003; ROMBOUGH, 2002).
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Figura 5 — Estagios do desenvolvimento embrionario de peixe-zebra. (A) 1,25 hpf. (B) 4 hpf. (C) 6 hpf.
(D) 10 hpf. (E) 11,5 hpf. (F) 16 hpf. (G) Embridao com 24 hpf. Abreviagdes: b, encéfalo; e, ouvido; n,
notocorda; s, somitos; t, tubo neural; y, olho. (H) Larva com 120 hpf. Abreviacdes: a, arcos branquiais;
e, ouvido; g, intestino; h, coragéo; |, figado; n, poco nasal.

A =

Fonte: Ingham, 1997.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o0 uso inadequado de antimicrobianos e o problema complexo
de saude publica que se tornou a resisténcia antimicrobiana, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos farmacos. A avaliacdo da seguranca toxicolégica e
farmacoldgica é uma etapa crucial nos ensaios pré-clinicos de desenvolvimento de
farmacos, sendo que analises de triagens em grande escala podem aumentar a
compreensao sobre o mecanismo de acao, bem como acelerar o processo de
descoberta e chegada dessas drogas ao consumidor. Sendo assim, 0 peixe-zebra
possui grande potencial como ferramenta no estudo de caracterizacdo da toxicidade

de novos compostos antimicrobianos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a potencial toxicidade de novos compostos heterociclicos, derivados

de compostos inddlicos e pirazolicos, em embrides de peixe-zebra (Danio rerio).

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar as concentragcbes com potencial toxicolégico sobre a
sobrevivéncia,

- Avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento embrionario através da avaliacéo
da taxa de eclosao dos embrides;

- Observar potenciais efeitos toxicoldégicos dos compostos, em concentracdes

nao letais, sobre o padrdo comportamental das larvas de peixe-zebra.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manutencédo de Peixes-zebra e Obtencédo de Embrides

A criagdo e manutencdo de peixes-zebra em biotério foi aprovada e
regulamentada pelo CEUA — Unipampa (protocolo n°® 003/2016). Individuos adultos
de peixe-zebra (Danio rerio), linhagem selvagem, foram adquiridos de um fornecedor
local, mantidos sob condicbes adequadas em sistema de recirculacdo Zebtec®,
seguindo parametros considerados essenciais para uma boa qualidade de vida da
espécie em biotério. Agua filtrada através de filtros de osmose reversa, com pH 7,2,
condutividade de 400 pS, temperatura 28 °C, com fotoperiodo de 14 horas claro e 10
horas escuro, alimentados com racdo comercial flocada e alimento vivo (Artemia
salina e/ou microvermes) quatro vezes ao dia, de acordo com protocolos
previamente estabelecidos (WESTERFIELD, 2000). Os embrides de peixe-zebra
utilizados foram obtidos por meio de reproducdo dos espécimes adultos. Apos
reproducdo e manutencao, os embrides foram mantidos em incubadora BOD a 28 °C

até o momento da exposicao e periodo posterior de experimento.

4.2 Curva Concentracao-resposta

Os dois compostos candidatos a novos agentes antimicrobianos foram
obtidos através de parceria com o Departamento de Producédo de Matéria-Prima da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFGRS). Embrides com 3 hpf foram
expostos, em placas ELISA (24 pocos), as concentracdes de 1, 8 e 32 pg/mL dos
compostos para a determinacdo da curva concentracdo-resposta. A exposicao foi
realizada de maneira estatica durante o periodo de 7 dias. Todos o0s agentes tiveram
como veiculo DMSO 0,005%, seguindo as concentracdes seguras apresentadas por
Chen e colaboradores (2011). Como grupo controle foram usados embrides
expostos apenas a agua do sistema Zebtec®, uma vez que a concentracdo do
composto utilizado como veiculo é inferior a 0,01%, valor este relatado na literatura
como apropriado para estudos de toxicidade que objetivam a avaliacdo de endpoints
como taxa de sobrevivéncia, eclosdo, alteracdes morfologicas e andlise
comportamental (CHEN; WANG; WU, 2011). Os embribes foram mantidos em
incubadora BOD, tendo parametros de temperatura e fotoperiodo supervisionados

durante todo o periodo de exposicdo. Os compostos foram nomeados, de maneira
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aleatdria, como Al e A2, devido ao interesse de patente por parte da universidade
parceira UFGRS.

4.3Taxa de Sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia dos embrides foi avaliada diariamente durante o
periodo de exposicdo sob microscopio estéreo Carl ZeissStemi 2000C. A viabilidade
dos individuos foi analisada por observacao da coagulacao dos embrides e auséncia
de batimento cardiaco (OECD, 2006).

4.4 Taxa de Ecloséo

A taxa de eclosao foi avaliada entre o periodo de 72 e 96 hpf e quantificada
com base na porcentagem de individuos vivos, sendo expressa em porcentagem do
controle (DAMMSKI et al., 2011).

4.5 Ensaio Comportamental Exploratorio

O ensaio comportamental exploratorio foi realizado ao final do periodo de
exposicao, sendo submetidas ao ensaio apenas as larvas expostas a concentracéo
de 1 pg/mL dos compostos, as quais resistiram até o periodo final de exposicéo e
nao sofreram alteracbes morfoldgicas. O teste utilizado foi o teste de Novel Tank
adaptado de Rosemberg e colaboradores (2011). Cada larva foi avaliada
individualmente por 300 segundos. As analises 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 regibes, area
central e area periférica. Foram avaliados parametros motores como distancia
percorrida, angulo de giro absoluto e imobilidade, bem como paréametros néao-
motores que podem estar relacionadas a comportamentos de carater ansioso, onde

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

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de D’Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov Smirnov. Para analises de comparacéo entre
grupos dos compostos usou-se o teste bidirecional (Two-way ANOVA) e post hoc de

Tukey de multiplas comparacdes. Os resultados foram expressos como média * erro
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padrao (S.E.M.). Dados ndo paramétricos foram analisados através do teste de
Mann-Whitney, expressos como mediana = intervalo interquartil e representados
pela forma de box plot. Ja os dados paramétricos foram submetidos ao teste t,
expressos como meédia * erro padrao (S.E.M.) e representados na forma de barras.
Considerou-se significativos os resultados em que p < 0,05. Todas as analises foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0°.
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5 RESULTADOS

5.1 Exposicdo aos compostos Al e A2 afetam a sobrevivéncia dos embrides
de peixe-zebra

Ambos o0s compostos apresentaram diminuicdo significativa da taxa de
sobrevivéncia ao longo do periodo de exposi¢cao nas concentracdes de 8 e 32 pg/mL
(Figura 6). O composto Al apresentou maior toxicidade sobre a sobrevivéncia em
relacdo ao composto A2, sendo observada uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia
a partir das primeiras 24 horas e total mortalidade apds as 96 horas de exposicao
nas duas concentracdes mais altas, em relagédo ao grupo controle (Figura 6A). Foi
observada uma diminuicdo também na taxa de sobrevivéncia dos embrides expostos
a concentracao de 32 pug/mL do composto A2, sendo constatada a mortalidade total
dos individuos em 120 horas de exposi¢cao. A concentracdo de 8 pg/mL do composto
A2 causou uma diminui¢do significativa da mortalidade, quando comparada ao grupo
controle, contudo nao foi capaz de causar a mortalidade total no final do tempo de
exposicao (Figura 6B).

Figura 6 — Curva de sobrevivéncia das diferentes exposi¢fes estaticas realizadas no periodo de 7
dias (168h) dos compostos (A) Al, (B) A2, diluidos em DMSO (0,005%).
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Fonte: O autor.

5.2 Exposicdo aos compostos Al e A2 afetam a eclosdo dos embrides de
peixe-zebra

Ambos os compostos, na concentragcdo de 32 pg/mL, impediram a eclosao

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

Do mesmo modo, os embrides expostos a concentracdo de 8 pg/mL do composto

Al também apresentaram comprometimento da taxa de eclosdo. O composto Al foi
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capaz de afetar o desenvolvimento dos embrides expostos a concentracdo de 1
pug/mL, uma vez que, no periodo de 72 horas, houve uma diminuicéo significativa no
namero de eclosfes destes, quando comparado ao grupo controle. Porém, no
periodo de 96 horas, foi possivel observar a normalizacdo da taxa de eclosédo do

grupo exposto a concentracdo de 1 pg/mL do composto em relacdo ao controle
(Figura 7A).

Figura 7 — Avaliacdo da taxa de eclosdo dos embrides expostos, no periodo de 72 a 96 horas,
quantificada com base na porcentagem de individuos vivos. Grupos foram submetidos ao teste
estatistico 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.
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Fonte: O autor.

5.3 Exposicdo aos compostos Al e A2 induzem alteragdes comportamentais

A exposicdo aos compostos Al e A2 foi capaz de afetar, de maneira
significativa, quando comparado ao grupo controle, apenas os parametros motores
analisados por meio do ensaio comportamental exploratorio (Figura 8 e 9,
respectivamente). As larvas expostas ao composto Al apresentaram uma
diminuicdo do angulo de giro absoluto, em comparacéo ao controle (Figura 8B). Ja
as larvas expostas ao composto A2, além de apresentarem o angulo de giro
diminuido, permaneceram imdveis por um periodo significativamente maior, quando
comparadas ao grupo controle (Figura 9B e 9C, respectivamente).
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Figura 8 — Ensaio comportamental exploratério das larvas expostas ao composto Al. Ao final do
sétimo dia de exposicdo, as larvas expostas ao composto Al foram submetidas ao teste
comportamental exploratério Novel Tank. Foram analisados parametros motores, como distancia
percorrida (A), &ngulo de giro absoluto (B) e imobilidade (C), e parametros ndo-motores, como tempo
na periferia (D). Dados paramétricos foram submetidos ao teste t e 0os ndo-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.
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Figura 9 — Ensaio comportamental exploratério das larvas expostas ao composto A2. Ao final do
sétimo dia de exposicdo, as larvas expostas ao composto A2 foram submetidas ao teste
comportamental exploratério Novel Tank. Foram analisados pardmetros motores, como distancia
percorrida (A), &ngulo de giro absoluto (B) e imobilidade (C), e parametros ndo-motores, como tempo
na periferia (D). Dados paramétricos foram submetidos ao teste t e 0os ndo-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.
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6 DISCUSSAO

Nenhum estudo referente aos efeitos toxicos, em embrides de peixe-zebra, de
compostos inddlicos e pirazélicos com agdo antimicrobiana foi realizado até hoje.
Sendo assim ndo sao encontrados dados de taxa de sobrevivéncia frente a
exposicao a estes tipos de compostos. Somos o primeiro trabalho a mostrar que
derivados inddlicos e pirazolicos, com atividade antimicrobiana, afetam a taxa de
sobrevivéncia, eclosdo e parametros motores comportamentais em embribes de
peixe-zebra.

Observamos um significativo atraso e baixa taxa de eclosdo nos embrides de
peixe-zebra expostos aos derivados inddlicos e pirazoélicos. Alguns efeitos similares
foram encontrados em estudos feitos com outras classes de farmacos. Xia e
colaboradores (2017) encontraram um atraso significativo na eclosdo de embribes
de peixe-zebra expostos ao ibuprofeno e ao diclofenaco. David e Pancharatna
(2009) observaram que a exposi¢cado ao ibuprofeno aumentava o tempo até a eclosédo
ou a nao ocorréncia da mesma em embrides de peixe-zebra. O atraso ou mesmo a
nao eclosdo podem estar associados ao atraso no desenvolvimento do embrido ou
ainda a incapacidade dos embrides em romperem o corion (DU et al., 2012).

O comportamento motor no desenvolvimento do embrido de peixe-zebra ja foi
bem caracterizado, sendo a resposta natatoria determinada como um dos principais
pontos para o estudo quantitativo do comportamento do modelo (SAINT-AMANT;
DRAPEAU, 1998). Observamos em nosso estudo que parametros motores sao
significativamente afetados na exposicdo de embrides de peixe-zebra a derivados
inddlicos e pirazdlicos, mesmo que em concentracdes que ndo causaram alteracdes
morfologicas Gbvias ou diminui¢cdo na taxa de sobrevivéncia dos embrides.

O angulo de giro absoluto é caracterizado pelo calculo do movimento global
do animal em relagdo a um ponto central, levando em consideracdo também a
mudanca de direcdo nos movimentos (ANICHTCHIK et al., 2004). Segundo Blazina
e colaboradores (2013), o angulo de giro absoluto € uma medida sensivel de
coordenacdo motora, podendo ser afetado em tratamentos com drogas em
concentracbes que nao causam dano locomotor. Constatamos uma diminui¢éo
significativa no angulo de giro das larvas expostas a concentracdo de 1 pg/mL.
Segundo Soares e colaboradores (2017), alteracbes de angulo de giro podem

envolver alteracbes do sistema dopaminérgico. Em nosso estudo analisamos
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também o parametro de distancia percorrida, onde ndo observamos alteracéo
significativa que indicasse dano no sistema locomotor do animal. Constatamos que
larvas expostas a concentracdo de 1 pug/mL dos derivados indolicos e pirazolicos
permaneceram imoveis por um periodo mais longo durante o ensaio. O
comportamento imovel, ou também chamado de freezing, caracteriza-se pelo
cessamento completo dos movimentos do peixe enquanto permanece no fundo do
aquéario, podendo indicar alto nivel de estresse ou ansiedade (OLIVEIRA; SILVA,
SIMOES, 2011). Desse modo, nossos resultados corroboram para o fato de que
mudancas comportamentais sdo sensiveis e servem como fonte de informacdes

suplementares para o estudo toxicoldgico tradicional.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A farmacologia sempre fez uso de animais como meio de estudo de efeitos
fisiologicos de medicamentos. No entanto, como consequéncia da pressao para
desenvolver novos farmacos e pela introducao de ferramentas de biologia molecular,
a abordagem farmacoldgica migrou do estudo de farmacos por meio de fendtipos
para uma abordagem direcionada ao alvo, fazendo uso de sistemas in Vvitro.
Entretanto, alguns estudos exigem um nivel mais complexo, dependendo da
complexidade do sistema in vivo, dificultando o desenvolvimento e o estudo de
farmacos in vitro. Logo, recentemente, tem-se explorado o desenvolvimento de
novas metodologias que combinem vantagens j4 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 conclusdo, mostramos no presente trabalho que o peixe-zebra se faz um
excelente modelo alternativo para a avaliacdo da toxicidade de farmacos em
desenvolvimento. Nossos resultados demonstram de forma répida e satisfatoria,
fazendo uso de ferramentas sensiveis como a analise comportamental, os efeitos
embriotoxicos de candidatos a novos farmacos. Desse modo, o peixe-zebra
apresenta grande potencial para seu uso em “screenings” farmacéuticos de forma a

acelerar a descoberta de novos farmacos.
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