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INTRODUCAO

Os poluentes antropicos tém uma série de efeitos adversos nos organismos
aquaticos, afetando sua saude, reproducdo, comportamento e, em casos extremos,
levando & morte. Esses efeitos variam dependendo do tipo e da concentracdo do
poluente, bem como da sensibilidade das espécies expostas (Reish et al., 1992). Os
peixes sdo biomarcadores valiosos para o monitoramento da poluicdo ambiental devido
a sua sensibilidade nas fases iniciais da vida (ovos, larvas e alevins), capacidade de
bioacumulacédo e ampla distribuicdo (Rozmankova et al., 2020; Ribeiro et al., 2024).

O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, é uma espécie de peixe
empregada em diversas investigacdes toxicoldgicas, sendo reconhecido como modelo
bioldgico para a analise dos efeitos de diferentes agentes quimicos e fatores ambientais
sobre seu crescimento e desenvolvimento (Gao; Yang, 2023; Barreto et al., 2023). Além
disso, em 2013, o genoma do zebrafish foi integralmente sequenciado, revelando-se que
aproximadamente 70% dos genes humanos possuem ao menos um gene homélogo ao
desse organismo. Tal descoberta reforca a relevancia desse modelo experimental para o
estudo e a compreensao de doencas humanas (Howe et al., 2013; Dooley; Zon, 2000).

Portanto, este trabalho tem como objetivo abordar o uso de embriGes de Danio

rerio para avaliacdo da toxicidade de poluentes antrépicos.
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METODOLOGIA

Diversos experimentos sdo realizados no Laboratorio de Genética da UFFS,
Campus Cerro Largo. Os protocolos utilizados sdo submetidos ao Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFFS, e seguem toda regulamentagdo do CONCEA.
Animais adultos de D. rerio (1 ano de idade) sdo obtidos de uma loja comercial da
cidade de Cerro Largo, mantidos em aquarios de 20 litros em sistema de recirculacdo de
agua constante com filtro, separados em machos e fémeas. Os parametros abidticos sao
temperatura de 26+1 °C, pH 8,0+0,2, condutividade elétrica 54,04 + 2,4 us/cm e
fotoperiodo 12/12 h (claro/escuro) de acordo com as normas da OCDE 236 (2013). Os
animais adultos sdo alimentados duas vezes ao dia com racdo extrusada comercial (30%
de proteina bruta).

Para obtencdo dos embrides, os animais adultos sdo separados em aquarios de
desova (Zeb Clean, Alesco) na proporcao de 2:1 macho:fémea, um dia antes e separados
por uma lamina de acrilico. Na manha seguinte, ao amanhecer, € retirada a lamina de
acrilico, mantendo as luzes desligadas para a desova e fecundacdo. Os ovos sao
coletados 45 min apds o acasalamento e observados a viabilidade dos ovos em
estereomicroscopio. Os ovos nao fertilizados (<20%) e aqueles embribes com
irregularidades de clivagem ou lesdes sdo descartados.

Ovos fertilizados com observacdo de blastdmeros sdo expostos ao controle
positivo (3,4 dicloroanilina, 3,7 mg/L em agua do cultivo), ao controle negativo (dgua
do aquario), e aos diferentes tratamentos. O teste é realizado com 72 embribes por
exposicdo, divididos em 3 replicatas em placas tipo Elisa (Wuxi Nest Biotechnology) de
24 pocos (1 embrido por poco da placa). Um total de 20 pogos séo preenchidos com 2
mL das solucdes (controle ou tratamentos). Os 4 pocos restantes de cada placa
compreendem o controle interno da placa e sdo preenchidos com 2 mL de &gua do
préprio sistema dos peixes de acordo com o protocolo 236 descrito pelo OCDE (2013)
(Fig 1). Apos a exposicéo, as placas contendo os embrides séo colocadas aleatoriamente
em estufa incubadora Eletrolab a 26°C com fotoperiodo de 12h claro/escuro.

O desenvolvimento embrionario é avaliado nos periodos de 24, 48, 72 e 96 hpf
com auxilio do estereoscépio OLYMPUS SZ51 e de acordo ao desenvolvimento normal

descrito por Kimmel et al (1995). A mortalidade € verificada diariamente.
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Os parametros avaliados, segundo o protocolo da OCDE n° 236 (OCDE, 2013),
para letalidade observa-se: ovo coagulado, cauda ndo desprendida, auséncia de somitos
e batimentos cardiacos; Sub-letalidade: desenvolvimento dos olhos, movimentos
espontaneos, circulacdo sanguinea, pigmentacdo e inflacdo da bexiga natatdria e
teratogenicidade: edema de pericardio (EC), mancha de sangue (MS), edema de saco
vitelinico (ESV), malformacéo geral (MF), deformacdo de coluna (DC), deformacéo de

cauda (CT), auséncia pigmentacédo (SP) e atraso no desenvolvimento (AD).

RESULTADOS, AVANCOS E REFLEXOES

Diversos estudos sdo desenvolvidos utilizando o protocolo da OCDE n° 236
(OCDE, 2013) para o modelo biologico de D. rerio. Assim, os efeitos do antibidtico
Ceftriaxona no desenvolvimento de embrides e larvas de D. rerio em diferentes
concentracdes (0,05 -100 mg/L) ndo provocaram efeitos letais e subletais (Oliveira e
Bernardes, 2022).

Fig. 1: Metodologia utilizada para avaliar
Embriotoxicidade nos ovos de D. rerio -
zebrafish por diversos agentes poluentes

0,45 hpf < 3hpf

Placa Petri com

Caixa de reprodugéo 0s ovos para
observagao

Selegdo dos ovos

OCDE 236, Regulamento (CE) n.2 440/2008 C.49 fertilizados

Ovos coagulados

Descarte

A toxicidade de nanoparticulas como zinco foi reportado por Wehmas et al
(2015), onde a toxidade depende do estagio em que se encontra o zebrafish. Além disso,
a toxicidade em 24 h aumentou muito quando a exposicéo ao zebrafish comecgou na fase
de vida larval em comparacéo com a toxicidade de 24 h apés a exposi¢do embrionaria.

Estudos realizados com o agrotoxico Roundup® (principio ativo — glifosato)
durante a embriogénese do zebrafish, utilizando o protocolo FET (OCDE, 2013),
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constatou-se que a concentragdo que mata 50% dos embrides é de 25 mg/L. Também,
foi observado alteracdo morfolégica em embrides viaveis apdés o FET na bexiga
natatdria do embrido (Panetto et al., 2019).

Amostras brutas de efluente de uma estacdo de tratamento de aguas residuarias
causou 100% de letalidade nos embrides de Danio rerio, mas a taxa de letalidade foi
reduzida ao longo dos processos de tratamento da estacdo, porém ainda foram
observados efeitos subletais nos embrides, principalmente edema de saco vitelinico (Liu
et al., 2022). Além disso, Lahnsteiner (2008), ao avaliar a toxicidade de diferentes
efluentes industriais provenientes de diversos processos como producdo de papel e
papeldo, curtimento de peles, producdo de fertilizantes inorganicos, galvanizacdo de
metais, tratamento de carcacas e tratamento de esgoto, demonstrou que 0s embrides de
zebrafish apresentaram forte correlacdo quanto a resposta da toxicidade aguda
comparada a peixes adultos da mesma espécie, sendo uma alternativa valiosa para a

realizacdo dos testes de toxicidade aguda.

CONSIDERACOES FINAIS

Esta metodologia e modelo bioldgico apresenta-se adequada para avaliar a
toxicidade de diversas substancias produzidas pelo homem. Atualmente, estdo sendo
utilizadas em projetos de dissertacdo a ser desenvolvidas no Programa de P6s-graduacéo
em Ambientes e Tecnologias Sustentaveis da Universidade Federal da Fronteira Sul —

campus Cerro Largo.
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