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RESUMO 

Os estágios iniciais do desenvolvimento do zebrafish como modelo alternativo para 
predizer a toxicidade oral aguda in vivo 

 
Brito L.A.1,2, Valadares M.C.2, Oliveira, G.A.R.1  

 

1Laboratório de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmácia, Universidade 
Federal de Goiás.  
2Laboratório de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro (ToxIn), Faculdade de Farmácia, Universidade 
Federal de Goiás.  
  
O estágio embrio-larval de zebrafish (Danio rerio) oferece um sistema complexo e 
multicelular que integra vários tecidos e processos de diferenciação. Além disso, os 
embriões de zebrafish são estrutural e funcionalmente semelhantes aos vertebrados, 
incluindo os humanos. O teste de toxicidade aguda com embriões e larvas de zebrafish já 
é uma abordagem alternativa reconhecida mundialmente para a avaliação 
ecotoxicológica, porém não está incluído nas normativas do Conselho Nacional de 
Controle de Experimentação Animal (CONCEA), as quais reconhecem o uso de métodos 
alternativos em atividades de pesquisa validados no Brasil. Considerando que este 
modelo pode preencher a lacuna entre os testes convencionais in vitro e in vivo para 
extrapolação de dados para humanos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 
toxicidade aguda de substâncias com diferentes categorias no Sistema Global de 
Harmonização (GHS), usando o estágio embrio-larval de zebrafish para determinar os 
valores de CL50 e compará-los com dados in vivo (DL50) da literatura, a fim de gerar um 
modelo alternativo para predição da toxicidade oral aguda em roedores. Este modelo de 
predição foi avaliado pela aplicação de um candidato a fármaco (LQFM 021). Para tanto, 
15 substâncias foram avaliadas utilizando o Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test 
(OECD 236). Os parâmetros avaliados foram os efeitos letais e subletais de cada 
substância e do LQFM 021, após 96 h de exposição. Um modelo de regressão linear 
usando os valores na escala logarítmica de CL50 e DL50 foi gerado para a estimar a DL50 a 
partir dos valores CL50 do teste de toxicidade aguda com zebrafish. Este modelo resultou 
na seguinte equação: Log DL50 (mg/kg) = 0,5749 x log CL50 (mg/L) + 1,284. O domínio de 
aplicação do método avaliado foi de 53,33% e o valor de R2 foi de 0,66. Em relação aos 
efeitos subletais, as substâncias categorizadas como mais tóxicas no GHS foram as que 
apresentaram mais anormalidades no desenvolvimento. A DL50 de predição do protótipo a 
fármaco LQFM 021, utilizando o teste FET, o qual é classificado como categoria 4 no 
GHS para toxicidade sistêmica oral aguda, foi de 408,52 mg/kg, ou seja, manteve-se 
classificado como categoria 4. Nesse trabalho também foi desenvolvido modelos de 
Relação Quantitativa Atividade-Atividade (QAAR), a partir dos dados obtidos no teste FET 
com zebrafish. Esse modelo utilizando sete descritores toxicológicos gerou modelos 
estatisticamente preditivos com valores de R2 variando entre 0,80 a 0,95 e em 
combinação com o método Random Forest apresentou o melhor desempenho na 
predição toxicidade oral aguda in vivo. Portanto nossos resultados sugerem que os 
estágios embrio-larvais de zebrafish poderia ser pelo menos um refinamento no sentido 
dos princípios de 3R’s para predizer a toxicidade oral aguda in vivo, se apresentando 
como um intermediário na avaliação pré-clínica entre os ensaios in vitro e in vivo. 
 
Palavras-Chave: Zebrafish, toxicidade oral aguda, DL50, Sistema Global de 
Harmonização, QAAR 
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ABSTRACT 

 
Zebrafish early-life stage as an alternative model to predict acute oral toxicity in 

vivo 
 

Brito L.A.1,2, Valadares M.C.2, Oliveira, G.A.R.1  
 

1Laboratório de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmácia, Universidade 
Federal de Goiás.  
2Laboratório de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro (ToxIn), Faculdade de Farmácia, Universidade 
Federal de Goiás.  
 
 
Zebrafish (Danio rerio) early-life stages offer a complex and multicellular system 
integrating various tissues and differentiation processes. In addition, the zebrafish 
embryos are structurally and functionally similar to vertebrates, including humans. The 
acute toxicity test with zebrafish embryos and larvae is already worldwide recognized as 
an alternative model for ecotoxicological assessment, but it is not include in normative of 
the Council fot the Control of Animal Experimentation (CONCEA), wich recognize the use 
of alternative methods validated in research activities in Brazil. This organism model can 
filling the gap between conventional in vitro and in vivo tests for extrapolation of data for 
humans, the present study aimed to assess the acute toxicity of substances with different 
Global Harmonization System (GHS) categories using zebrafish early-life stage to 
determine LC50 values and compared with in vivo (LD50) acute oral toxicity data from 
literature, in order to generate a model to prediction acute oral toxicity. This prediction 
model was evaluated by the application of a drug candidate (LQFM 021). Fifteen 
substances were evaluated by Fish Embryo Acute Toxicity (FET) test (OECD 236). 
Parameter evaluated was lethal and sublethal effects after 96 h of exposure. A linear 
regression-model using the log-transformed of the LC50 values and LD50 was generated for 
the estimated of LD50 from LC50 values. This model resulted in the following equation Log 
LD50 (mg/kg) = 0.5749 x log LC50 (mg/L) + 1.284. The method domain of application was 
53.33% and the R2 was 0,66. Sublethal effects indicate that substances more toxic 
presented more abnormalities. The DL50 predicted with FET testing LQFM 021, which 
classified as category 4 in GHS acute oral systemic toxicity assessment, was of 408.52 
mg/kg, which also classified as Category 4. In this work, Quantitative Activity-Activity 
Relationship (QAAR) models were also developed, based on the data obtained in the FET 
test with zebrafish. This model using seven toxicological descriptors generated statistically 
predictive models with R2 values ranging from 0.80 to 0.95 and in combination with the 
Random Forest method it presented the best performance in the prediction of acute oral 
toxicity in vivo. Therefore, our results suggest that early-life stages of zebrafish could be at 
least a refinement in the sense of the principles of the 3R’s to predict acute oral toxicity in 
vivo, being as an intermediary in the preclinical evaluation between in vitro and in vitro. 
 
Keywords: Zebrafish, acute oral toxicity, DL50, alternative-testing methods, Global 
Harmonisation System, QAAR. 
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1 INTRODUÇÃO 

A análise da segurança de substâncias químicas, medicamentos e cosméticos, 

vacinas e biofármacos, alimentos e aditivos alimentares é fundamental antes da 

comercialização para uso humano. O avanço da ciência e da tecnologia desencadeou em 

um desenvolvimento significativo na área de avaliação da toxicidade, por meio do 

aprimoramento de métodos convencionais e da aplicação de novas técnicas. A 

extrapolação de dados de toxicidade obtidos com modelos animais não é completamente 

segura para humanos, devido às variações na anatomia, fisiologia e bioquímica entre as 

espécies. No entanto, por razões éticas, esses produtos químicos devem ser testados em 

diferentes modelos animais (ensaios pré-clínicos) antes de serem submetidos a testes em 

humanos (ensaios clínicos) (Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018).  

O processo de seleção das espécies, para os ensaios pré-clínicos in vivo, é 

efetuado em função das semelhanças existentes entre os humanos e os modelos 

animais, e normalmente, são utilizadas duas espécies distintas, uma de roedor (e.g., 

ratos, camundongos, porquinho-da-índia) e outra de não-roedor (e.g., coelhos, cães), 

obtendo-se assim informações sobre as semelhanças e diferenças em termos 

toxicocinéticos (Lavandeira, 2014). Essas espécies, roedores e não-roedores, são 

utilizadas na avaliação da toxicidade aguda pelo governo dos Estados Unidos, desde a 

década de 1950 (Ducharme et al., 2015).  

A maioria das agências regulatórias no mundo exigem o teste de toxicidade aguda 

para rotulagem e classificação de substâncias para uso humano de acordo com o Sistema 

Globalmente Harmonizado de Classificação e Rotulagem de Produtos (GHS), a fim de 

que os dados sejam harmonizados globalmente (Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). 

Os produtos químicos podem ser alocados em uma das cinco categorias de toxicidade 

(Tabela 2) com base na toxicidade aguda pela via oral, dérmica ou inalatória de acordo 

com os critérios numéricos expressos como dose letal média (DL50) aproximada (GHS, 

2017). As substâncias com DL50 abaixo de 5 mg/kg são classificadas como extremamente 

tóxicas, enquanto as substâncias com DL50 acima de 5.000 mg/kg são consideradas 

relativamente inofensivas (não tóxicas) (Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018).  

Considerando que, anualmente, até mil novos produtos químicos são introduzidos 

no mercado, houve um acúmulo de ensaios de toxicidade e, consequentemente, um 

número enorme de animais foram usados nessas avaliações. Assim, novos métodos de 

triagem são necessários para acompanhar o desenvolvimento de novos produtos 
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químicos a fim de reduzir o número de animais utilizados e proteger a saúde humana e 

ambiental (Ducharme et al., 2015; Brannen et al., 2016). Para a avaliação da toxicidade 

oral aguda, nesse contexto, métodos in vitro e in silico tem sido introduzidos na avaliação 

pré-clínica (Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018).  

Nesse sentido, o estágio embrio-larval de zebrafish (Danio rerio) está emergindo 

como um desses modelos alternativos, uma vez que constitui uma ponte entre os testes 

com cultura de células (in vitro) e os testes in vivo, com roedores, por exemplo. O 

zebrafish não substitui os modelos de roedores, mas é complementar a eles, sendo 

particularmente útil em relação ao custo e na obtenção de análises rápidas e de alto 

rendimento, como por exemplo nos estágios iniciais (pré-regulatórios) de desenvolvimento 

de medicamentos, vacinas e cosméticos (Brannen et al., 2016).  

Entre as características atrativas do modelo de embrião de zebrafish estão seu 

tamanho pequeno; desenvolvimento rápido, bem caracterizado e muito similar ao de 

outros vertebrados (incluindo os humanos); desenvolvimento embrionário externo e 

transparente protegido por um córion também transparente, o que permite o fácil 

monitoramento das mudanças morfológicas por estereomicroscopia. A organogênese dos 

órgãos principais é concluída em 5 dias após a fertilização (dpf). Além disso, destaca-se o 

baixo custo de manutenção dos animais, bem como a alta taxa de reprodução, o que o 

torna adequado para experimentos de alta performance (Kimmel et al., 1995; Lawrence, 

2007; Scholz et al., 2008; Cassar et al., 2019). Vale ressaltar ainda que, muitas vias 

celulares e moleculares fundamentais envolvidas na resposta a produtos químicos ou ao 

estresse são conservadas entre o zebrafish e os mamíferos. O genoma completamente 

sequenciado do zebrafish, a similaridade genética a outras espécies de vertebrados 

(incluindo os humanos) também se destacam quanto à possíveis extrapolações (Ali, van 

Mil, Richardson, 2011; Garcia; Noves; Tanguay, 2016).  

  Dentro desse contexto, o objetivo geral do presente trabalho é investigar a 

toxicidade aguda de 15 substâncias com diferente categorização pelo GHS e determinar a 

correlação entre a concentração média letal (CL50), proveniente do teste de toxicidade 

aguda com o estágio embrio-larval de zebrafish, e a DL50 de dados da literatura com 

roedores. Essa análise de correlação da toxicidade oral aguda de roedores e zebrafish 

também irá considerar os dados de subletalidade, como um parâmetro complementar que 

acarreta a letalidade. Para tanto, esse modelo de predição da toxicidade oral aguda in 

vivo obtido com dados letais e subletais será aplicado a um protótipo a fármaco, o LQFM 

021 (Martins et al. 2013). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O uso de animais na avaliação da toxicidade   

O uso de animais na experimentação científica é praticado desde a antiguidade e 

os primeiros registros foram encontrados na Grécia antiga. Em torno de 500 a.C, 

Hipócrates relacionava o aspecto de órgãos humanos doentes com o de animais e, 

Alcmaeon realizava estudos de natureza anatomofisiológica. Aristóteles (384-322 a.C) 

também realizou estudos comparativos e observou semelhanças e diferenças na 

anatomia e fisiologia entre órgãos humanos e animais (Miziara et al., 2012). Galeno (130-

210 d.C), em Roma, avaliou variáveis dos sistemas induzindo alterações orgânicas em 

animais e a partir desses experimentos relatou importantes características estruturais e 

fisiológicas dos vasos sanguíneos (Baeder et al., 2012). 

Nos séculos seguintes, houve aumento na experimentação animal assistido por 

diferentes vieses ideológicos. Na idade média, com o advento da tradição judaica-cristã, 

proibiu-se a dissecação de cadáveres e os animais passaram a ser considerados seres 

desprovidos de alma, o que levou ao aumentou do uso deles na experimentação. No 

Renascimento, surgiu o movimento do antropocentrismo, o qual consolidou a ideia de que 

todas as coisas existentes deveriam servir à espécie humana, o que sustentou a 

experimentação animal como método padrão de investigação científica (Guimarães; 

Freire; Menezes, 2016). Porém, o auge da experimentação animal só aconteceu no 

século XVII, quando o filósofo René Descartes (1596-1660) formulou a “teoria 

mecanicista”, na qual indicava que os animais eram considerados máquinas e 

desprovidos de sentimento e alma, portanto, incapazes de sentir dor. Desse modo, em 

1638, William Harvey publicou um livro sobre a fisiologia da circulação com mais de 80 

espécies diferentes de animais, resultados obtidos em estudos experimentais utilizando a 

dissecação de animais (Baeder et al., 2012; Guimarães; Freire; Menezes, 2016).  

Posteriormente, em 1789, o filósofo Jeremy Bentham contrapôs essa teoria, 

alegando que há diferença entre a capacidade de sofrer e a de não raciocinar, e que, 

portanto, o uso de animais deveria ser revisto. Essa atitude deu origem a base para os 

princípios morais e para a legislação atualmente utilizada nas regulamentações éticas dos 

procedimentos de experimentação animal (Bhentam, 1981; Baeder et al., 2012; Miziara et 

al., 2012; Guimarães; Freire; Menezes, 2016). Charles Darwin publicou em 1859 o livro “A 

Origem das Espécies”, no qual demonstrou a relação das diferentes espécies animais 

dentro do processo evolutivo, o que possibilitou a extrapolação dos dados obtidos em 
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modelos animais para seres humanos (Baeder et al., 2012). Deste modo, no século XIX 

propagou-se princípios morais e éticos com o crescimento do uso de animais em 

laboratórios de pesquisa científicas. Com isso, surgiu em 1876, na Inglaterra, a primeira 

lei com o objetivo de regulamentar o uso de animais em pesquisas e, além disso, 

tarmbém surgiram as primeiras entidades protetoras dos animais em diferentes países 

(Cazarin; Corrêa; Zambrone, 2004; Guimarães; Freire; Menezes, 2016).  

Ainda no século XIX, houve a ascensão da ciência biomédica moderna, o que 

causou um aumento no número de animais utilizados em experimentos científicos e a 

opinião sobre o grau de sofrimento experimentado por animais era dividida entre os 

cientistas e a sociedade. Entretando, 1922 ocorreu o primeiro importante registro sobre a 

toxicidade do medicamento Salvarsan® (arsfenamina), usado no tratamento da sífilis. 

Pacientes que fizeram uso desse medicamento desenvolveram icterícia e, a partir desse 

evento, os cientistas se uniram na crença de que a experimentação em animais era 

fundamental para a expansão do conhecimento. Dessa forma, o uso de animais para 

estudar os efeitos adversos de novos medicamentos, aditivos alimentares, praguicidas, 

entre outras substâncias químicas para os seres humanos foi intensificado (Tagliati et al., 

2014). 

Em 1927, o farmacologista J.W. Trevan introduziu o teste da DL50 ou dose letal 

50% para avaliar substâncias que seriam utilizadas por seres humanos. Esse teste tinha o 

objetivo de determinar a dose única de uma substância química suficiente para matar 

metade dos animais expostos a ela (Valadares, 2006; Tagliati et al., 2014; Erhirhie; 

Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). Apesar da importância desse teste, a experimentação 

animal na toxicologia ainda era modesta, o que significa que medicamentos, por exemplo, 

eram introduzidos na clínica sem que fossem adequadamente avaliados. Nesse cenário, 

em 1937, ocorreu a tragédia do elixir de sulfanilamida, nos Estados Unidos. A 

sulfanilamida era um antibiótico muito prescrito e vendido apenas em formulações sólidas 

até que a S.E. Massengil Company desenvolveu uma formulação líquida com sabor de 

framboesa utilizando como veículo o dietilenoglicol, um solvente tóxico que causou a 

morte de mais de 100 pessoas, em sua maioria crianças. Evidentemente, tal fato ocorreu 

em função de testes de segurança inadequados. Vale ressaltar que, até 1937, a lei norte-

americana não proibia a venda de medicamentos não testados, mas esse incidente 

acelerou a promulgação da Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, em 

1938, iniciando um novo período de exigências para a avaliação da toxicidade de 

produtos farmacêuticos, através de uso animais. Esse estatuto permanece como a base 
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para a regulamentação da Agência americana de Administração Federal de Alimentos e 

Medicamentos (do inglês, Food and Drug Administration; FDA) para medicamentos 

(Kawano et al., 2006; Bansal et al., 2015; Tagliati et al., 2014). 

Em 1947, foi criado o Código de Nuremberg com dez princípios éticos, sendo que o 

terceiro princípio determina que “o experimento deve ser baseado em resultados de 

experimentação em animais e no conhecimento da evolução da doença ou outros 

problemas em estudo; dessa maneira, os resultados já conhecidos justificam a condição 

do experimento”. Esse marco foi decisivo para o desenvolvimento de novos 

medicamentos e intensificou o uso de animais na experimentação científica, sendo que 

inicialmente, seriam utilizados animais de pequeno porte com similaridades genéticas ao 

homem. Contudo, embora parecessem adequados para esse fim, os testes em roedores 

falharam completamente na predição de malformações fetais induzidas pela Talidomida, 

em milhares de crianças do mundo todo, entre 1956 e 1961 (Tagliati et al., 2014; Ávila; 

Valadares, 2019). 

No ínicio do século XX, a Associação Médica Americana fez a primeira publicação 

acerca de aspectos éticos da experimentação animal (Miziara et al., 2012) e em 1959, na 

Inglaterra, o zoólogo William Russel e o microbiologista Rex Burch publicaram a obra The 

Principles of Humane Experimental Technique, um marco histórico na experimentação 

animal e para a avaliação da toxicidade, no qual delinearam princípios ao uso de animais 

na pesquisa, conhecidos como o princípio dos “3Rs”, da sigla do inglês Replace, 

Reduction e Refinement (substituição, redução e refinamento). Replace (substituição) 

refere-se à substituição dos ensaios in vivo por métodos alternativos como os testes in 

vitro e in silico. Reduction (redução) indica usar o mínimo de animais em um experimento 

e Refinement (refinamento) significa minimizar o sofrimento, a dor e o desconforto dos 

animais durante a experimentação, empregando métodos adequados de analgesia, 

sedação e eutanásia (Russel; Burch, 1959; Cazarin; Corrêa; Zambrone, 2004; Miziara et 

al., 2012; Baeder et al., 2012; Araújo et al., 2014; Guimarães; Freire; Menezes, 2016; 

Ávila; Valadares, 2019).  

Em 1969, foi realizada a primeira ação em favor dos princípios dos 3R’s com a 

criação do Fundo de Substituição de Animais em Experiências Médicas (do inglês, Fund 

of the Replacement of Animals in Medical Experiments; FRAME), órgão para promover 

junto à comunidade científica o conceito e desenvolvimento de métodos alternativos 

(Baeder et al., 2012; Tagliati et al., 2014). Em 1975, Peter Singer publicou o livro Animal 

Liberation, que marcou a década pois ele descreveu as condições as quais os animais 
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eram submetidos em indústrias de cosméticos e alimentos. A partir de então, os aspectos 

éticos envolvendo a experimentação animal passou a ser amplamente discutidos no meio 

acadêmico e científico. Em 1978, a Organização das Nações Unidas para a Educação, a 

Ciência e a Cultura (Unesco), firmou a Declaração Universal dos Direitos dos Animais, a 

qual propôs uma conduta humana com mais dignidade e respeito frente aos animais 

(Baeder et al., 2012). 

No Brasil, a primeira lei específica quanto ao uso de animais na experimentação 

científica foi a Lei nº 6.638, de 8 de maio de 1979, o qual estabeleceu normas para a 

prática didático-científica da vivissecção de animais (Brasil, 1979; Guimarães, Freire, 

Menezes, 2016). Anos depois, em 1998, a Lei de Crimes Ambientais, Lei nº 9.605, de 12 

de fevereiro de 1998, passou a considerar a prática de abuso, maus-tratos, ferimentos ou 

mutilação de animais domésticos ou de uso para fins didáticos ou científicos, como crime 

contra o meio ambiente (Brasil, 1998; Ávila, Valadares, 2019). O marco nos aspectos 

éticos e legais na experimentação animal ocorreu com a publicação da Lei Arouca (Lei nº 

11.794, de 8 de outubro de 2008), que dispõe sobre os procedimentos para o uso 

científico de animais e revoga a Lei nº 6.638/1979 (Brasil, 2008). A Figura 1, apresenta 

um resumo dos acontecimentos significativos durante o século XX. 

 

Figura 1. Cronologia dos acontecimentos significativos quanto ao uso de animais na 
avaliação da toxicidade durante o século XX. 

Fonte: A própria autora. 

 

2.2 Avanços no teste de toxicidade oral aguda in vivo  

A avaliação da segurança de substâncias químicas para a saúde humana e para o 

meio ambiente envolvem a identificação e a quantificação dos riscos inerentes a esse 

agente químico, através de uma análise quantitativa combinada tanto da exposição 
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quanto do perigo, incluindo a estimativa das incertezas associadas a esses fatores 

(Lavandeira, 2014; Sturla et al., 2014). Essa avaliação de risco é solicitada pelas agências 

regulatórias nos processos investigativos desde o desenvolvimento de um produto até o 

seu registro e a sua comercialização, incluindo seu descarte (Cazarin; Corrêa; Zambrone, 

2004). 

A avaliação de segurança inicia-se com os ensaios pré-clínicos utilizando 

metodologias in vitro e in vivo. Esses ensaios definem indicadores de toxicidade 

decorrentes da exposição aguda e crônica. A dose letal mediana (DL50) ou a 

concentração letal mediana (CL50) são frequentemente indicadores de toxicidade aguda. 

O menor nível de efeito adverso observado (Lowest Observed Adverse Effect Level; 

LOAEL) e o nível de nenhum efeito adverso observável (No Observed Adverse Effect 

Level; NOAEL) caracterizam o perfil toxicológico da substância. Esses indicadores e os 

fatores de incertezas derivados empiricamente, estabelecem diferentes valores de 

referência de risco, como o nível derivado sem efeito (Derived No-Effect Level; DNEL), 

que aponta o nível de exposição abaixo dos quais uma substância não prejudica a saúde 

humana ou ambiental (Lavandeira, 2014; Sturla, et al., 2014). 

Os testes toxicológicos pré-clínicos harmonizados e normalmente requeridos para 

fins regulatórios na avaliação de segurança são os estudos de toxicidade aguda, de 

toxicidade sub-crônica, de toxicidade crônica, de toxicidade reprodutiva, de toxicidade 

sobre o desenvolvimento, de genotoxicidade, de carcinogenicidade, de tolerância local e 

de toxicocinética (Brasil, 2012; Brasil, 2012a; Brasil, 2013; Brasil, 2019). Esses testes 

geram diversas informações fundamentais para a segurança dos produtos, tais como os 

indicadores de toxicidade, a relação dose-reposta, o mecanismo de toxicidade nos órgãos 

alvos, o potencial tóxico em órgãos específico e o potencial de reversibilidade e 

irreversibilidade de algum efeito nocivo observado (Valadares, 2006; Nugent, Duncan e 

Colagiovanni, 2017). 

A Tabela 1 apresenta os principais testes toxicológicos pré-clínicos harmonizados 

para avaliação de segurança de substâncias e suas principais características, contudo 

considerando o objetivo do presente estudo, adiante será abordado mais detalhadamente 

apenas o teste de toxicidade aguda. 
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Tabela 1. Teste toxicológicos pré-clínicos harmonizados para avaliação da segurança e 
suas principais características. 

Teste toxicológico Principais características 
Toxicidade aguda Teste utilizado na avaliação da toxicidade provocada por uma exposição à 

uma substância-teste por um período curto (não superior a 24 h) a fim de 
determinar o grau de toxicidade da substância. Esse teste permite 
determinar a DL50 e contribui para o planejamento de estudo de toxicidade 
subcrônica. 

Toxicidade sub-crônica Teste utilizado para determinar o NOAEL e identificar órgãos-alvo de 
toxicidade e o modo como esses são afetados. Além disso, auxilia no 
desenho de estudos de toxicidade crônica. 

Toxicidade crônica Teste utilizado para estabelecer o NOAEL e caracterizar a toxicidade de 
uma substância-teste, após a exposição prolongada (um ano) e repetida. 

Toxicidade reprodutiva e 
sobre o desenvolvimento 

Teste utilizado para identificar algum efeito de uma substância-teste na 
reprodução de mamíferos. Deve contemplar a fertilidade e o 
desenvolvimento embrionário inicial, o desenvolvimento pré e pós-natal e o 
desenvolvimento embrio-fetal. Fornece sobre gametogênese, ciclo estral, 
comportamento de acasalamento, concepção, manutenção e duração da 
gestação, parto, tamanho da ninhada, morbidade neonatal, mortalidade, 
lactação, desmame, desenvolvimento da prole e órgãos-alvo na prole, morte 
e reabsorção do embrião ou do feto, efeitos teratogênicos (malformações), 
retardo no crescimento ou atrasos específicos sobre o desenvolvimento e 
diminuição de capacidades funcionais pós-natal. 

Genotoxicidade Teste utilizado para avaliar o potencial de uma substância-teste causar 
mutações gênicas e alterações cromossômicas. Fornecem dados que 
auxiliam na identificação da necessidade de estudos de carcinogenicidade. 

Carcinogenicidade Teste utilizado para avaliar o potencial de uma substância-teste gerar o 
desenvolvimento de tumores como consequência da exposição, durante um 
tempo considerável de sua vida, por várias doses da substância-teste e por 
uma via de administração apropriada. 

Tolerância local Teste utilizado para conhecer se as substâncias testes são toleradas em 
locais específicos do corpo no qual o produto poderá entrar em contato. Os 
estudos a serem realizados são os testes de tolerância no local de 
administração, teste de toxicidade sistêmica, testes de tolerância para vias 
específicas de administração e potencial de sensibilidade. 

Toxicocinética Teste utilizado para descrever a exposição sistêmica à uma substância 
teste, obtida em animais, e a sua relação com o nível de dose e o tempo. 
Além disso, os dados podem contribuir para a segurança clínica, dar suporte 
à escolha de espécies e regimes de tratamento em estudos de toxicidade 
não clínica e fornecer informações que em conjunto com achados 
toxicológicos contribuam para o desenho de estudos não clínicos de 
toxicidade subsequentes. 

Fonte: Adaptado de Brasil, 2013; Brasil, 2019. 
 

Os testes de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos após a exposição do 

organismo a uma única ou múltipla dose da substância em 24 h por uma rota conhecida 

(oral, dérmica ou inalatória) e são utilizados para determinar o potencial de letalidade, 

estabelecendo o valor da DL50, e o grau de toxicidade das substâncias, principalmente, 

para atender as agências regulatórias quanto à classificação de risco e rotulagem das 
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substâncias na indústria química, agroquímica e farmacêutica (Valadares, 2006; Scholz et 

al., 2014; Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). 

Como citado anteriormente, em 1927, foi introduzido o primeiro teste de toxicidade 

oral aguda, conhecido como teste clássico da DL50, no qual eram usados mais de 100 

animais (geralmente ratos e camundongos) para cada substância-teste, divididos em 5 

grupos de doses (Valadares, 2006; Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). Esse teste foi 

amplamente utilizado na década de 70 após as agências regulatórias, como por exemplo, 

o FDA, exigirem essa avaliação como pré-requisito na aprovação de novos produtos 

(Valadares, 2006). 

A Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (Organizantion for 

Economic Cooperation and Development; OECD) inseriu em suas diretrizes, em 1981, o 

teste da DL50 através da toxicidade oral aguda (OECD TG 401) no qual envolvia o uso de 

30 animais divididos em 3 doses, com o objetivo de determinar, através de cálculos 

estatísticos, a DL50 (Valadares, 2006; Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). Em 1983, o 

FDA anunciou que não exigiria mais o teste da DL50 para os procedimentos regulatórios, o 

que ocasionou uma redução significativa no uso de animais. Em 1987, a OECD iniciou 

alterações no protocolo de toxicidade aguda, reduzindo o número de animais de 30 para 

20 (Cazarin, Corrêa, Zambrone, 2004). 

A partir de 1992, novos protocolos foram incorporados à OECD para avaliação da 

toxicidade oral aguda, visando além de determinar o potencial tóxico das substâncias, a 

redução do número e do sofrimento dos animais, são eles: teste de doses fixas (OECD 

TG 420), teste de classe tóxica aguda (OECD TG 423) e o teste “Up and Down” (OECD 

TG 425).  

O teste de doses fixas (OECD TG 420) tem como objetivo identificar a dose que 

produz sinais claros de toxicidade, sem causar a morte do animal. A substância avaliada é 

administrada em um grupo de cinco animais de um único sexo, normalmente fêmeas, 

para cada dose investigada, em um procedimento gradual usando as doses fixas de 5, 50, 

300 e 2000 mg/kg. A seleção da dose é feita através de um estudo de observação da 

dose que se espera produzir alguns sinais de toxicidade sem causar efeitos tóxicos 

graves ou mortalidade (OECD, 2001; Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). 

O teste de classe tóxica aguda (OECD TG 423) consiste em obter informações 

suficientes sobre a toxicidade aguda da substância em estudo (mortalidade ou sinais de 

toxicidade) para permitir sua classificação, com a utilização de um número mínimo de 
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animais por etapa. O procedimento é realizado utilizando três animais de um único sexo, 

geralmente fêmeas, por meio de um processo sequencial usando as doses de 5, 50, 300 

ou 2.000 mg/kg de peso corporal. A ausência ou presença de mortalidade relacionado à 

substância determinará a próxima etapa do teste, não excedendo seis animais por nível 

de dose (OECD, 2001a). 

O teste “Up and Down” (OECD TG 425) tem como objetivo estimar o valor de DL50 

de uma substância teste, utilizando animais individualmente, com a dose para cada 

animal sendo regulada pra cima ou para baixo utilizando um fator de 3,2 com base nos 

resultados dos testes anteriores. Cada animal deve ser observado por até 48 h antes da 

tomada de decisão para definir se é necessário dosar no próximo animal e determinar a 

dose, utilizando um máximo de cinco animais (OECD, 2008; Erhirhie; Ihekwereme; 

Ilodigwe, 2018). 

Em dezembro de 2001, essas três diretrizes foram revisadas e atualizadas e, 

passaram então, a serem recomendadas e adotadas para avaliação da toxicidade oral 

aguda. Com isso, a OECD 401 foi oficialmente banida dos procedimentos regulatórios no 

ano seguinte (Cazarin, Corrêa, Zambrone, 2004; Valadares, 2006; Scholz et al., 2014).  

Em 2010, foi publicada a OEDC 129 que estabelece o uso de teste de 

citotoxicidade para estimar as doses iniciais para os testes de toxicidade oral aguda. 

Nesse protocolo, fibroblastos de camundongo BALB/c 3T3 ou queratinócitos epidérmicos 

humanos normais (NHK) são avaliados pelo teste de captação de vermelho neutro para 

determinar o valor de concentração média inibitória (CI50) e estimar o valor de DL50 [log 

DL50 (mg/kg) = 0,372 log CI50 (µg/mL) + 2,024], o qual será usado para determinar a dose 

inicial para o teste de doses fixas, teste de classe tóxica aguda ou o teste “Up and Down”. 

A aplicação dos dados de citotoxicidade por meio dessa OECD acarretou a redução de 

até 40% no uso de animais (Spielmann et al., 1999; Valadares, 2006; OECD, 2010; 

Scholz et al., 2014). 

As diretrizes de avaliação da toxicidade oral aguda in vivo apresentam como 

objetivo a classificação das substâncias avaliadas em categorias de toxicidade sistêmica 

aguda de acordo com o GHS (OECD, 2001; OECD, 2001a; OECD, 2008). As substâncias 

podem ser alocadas a uma das cinco categorias de toxicidade, descritas na Tabela 2, 

com base nos valores estimados de DL50 ou como estimativa de toxicidade aguda (ETA), 

que pode ser obtida usando a relação DL50/CL50, quando disponível (GHS, 2017). 
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Tabela 2. Valores da dose média letal (DL50) e os critérios para categorias de toxicidade 
oral aguda in vivo. 

Categoria de 
toxicidade 

DL50 (mg/kg peso 
corporal) 

Classificação 

Categoria 1 DL50!"!# Extremamente tóxico 

Categoria 2 5 < DL50!"!#$ Altamente tóxico 

Categoria 3 50 < DL50!"!%$$ Moderadamente tóxico 

Categoria 4 300 < DL50!"!&'$$$ Levemente tóxico 

Categoria 5 2.000 < DL50!"!#'$$$ Praticamente não tóxico 

Não Categorizado DL50 > 5.000 Relativamente inofensivo 
  Fonte: GHS, 2017; Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018. 
 

A categorização de substâncias químicas de acordo com o GHS visa garantir a 

segurança dos seres humanos e é baseada em resultados experimentais geralmente 

obtidos por exposição oral, dérmica ou inalatória de roedores (GHS, 2017). Porém, o uso 

de animais na experimentação científica apresenta inúmeras desvantagens como o custo 

elevado, a duração do teste, a baixa capacidade preditiva e a baixa reprodutibilidade (Ball 

et al., 2014; Ávila; Valadares, 2019).  

Dessa forma, há uma forte demanda da sociedade e dos setores industriais pela 

substituição de experimentos com animais durante a avaliação de segurança. As 

indústrias farmacêuticas, por exemplo, reduziram os testes de toxicidade oral aguda pois 

as informações obtidas por esse estudo, durante o processo de desenvolvimento de 

medicamento, têm pouco valor. (Scholz et al., 2014). Além disso, os órgãos regulatórios 

de diferentes países, como Estados Unidos, Reino Unido, Alemanha, Brasil entre outros, 

já aprovaram a utilização de métodos alternativos ao uso de animais no processo de 

registro de novos produtos químicos (Cazarin, Corrêa, Zambrone, 2004; Brannen et al., 

2016). 

 

2.3 Métodos alternativos ao uso de animais na avaliação da toxicidade de 
novas substâncias  

O marco inicial da mudança na experimentação animal foi o princípio dos 3R’s, 

discutidos por Russel e Burch (1959). A partir de então, foram criados diversos centros 

com a finalidade de desenvolvimento, avaliação e validação de métodos alternativos ao 

uso de animais, como o Centro Nacional de Documentação e Avaliação de Alternativas 
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para Métodos de Experimentação Animal (do alemão, Zentrealstelle ErfassungBewertung 

von zur Ersatz und zum Erganzungsmethoden Tierversuch; ZEBET) na Alemanha, o 

Centro Europeu para Validação de Métodos Alternativos (do inglês, European Center for 

the Validation of Alternative Methods; ECVAM) na União Européia, o Centro de 

Coordenação Interagências para a Validação de Métodos Alternativos (do inglês, 

Interagency Coordinating Center for the Validation of Alternative Methods; ICCVAM) nos 

Estados Unidos, o Centro Japonês para Validação de Métodos Alternativos (do inglês, 

Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) no Japão, e o Centro 

Brasileiro de Validação de Métodos Alternativos (do inglês, Brazilian Center fot the 

Validation of Alternative Methods; BraCVAM) no Brasil (Araújo, et al., 2014; Ávila; 

Valadares, 2019). 

Esses centros são instituições governamentais que dão suporte aos órgãos 

regulatórios, como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil e o FDA  

nos Estados Unidos, com o foco principal da substituição do uso de animais em testes 

regulatórios para identificar as propriedades tóxicas de substâncias química (Araújo, et al., 

2014). 

A mudança quanto ao uso de animais na experimentação científica foi acentuado 

pela toxicologia do século XXI, a qual passou a se dedicar na promoção de testes in vitro 

centrados na biologia humana. Seu marco inicial foi em 2007, após a publicação do 

relatório do Conselho Nacional de Pesquisa, Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision 

and Strategy (Ávila; Valadares, 2019).   

No Brasil com a publicação da Lei Arouca (Lei nº 11.794/2008) foi estabelecido a 

criação das comissões de ética no uso de animais (CEUAs), que são responsáveis por 

fazer a revisão ética de procedimentos de ensino e pesquisa que envolvam a utilização de 

animais, e do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), que 

é o responsável por estabelecer normas para a experimentação animal e estimular a 

implantação de ensaios alternativos ao uso de animais para fins científicos e didáticos 

(Brasil, 2008; Guimarães, Freire, Menezes, 2016; Ávila, Valadares, 2019). 

O CONCEA através da Resolução nº 17, de 03 de julho de 2014 reconheceu os 

métodos alternativos validados (Tabela 3) ao uso de animais em atividade de pesquisa no 

Brasil e a partir de então a substituição do método original pelo método alternativo passou 

a ser obrigatório no país (Brasil, 2014; Ávila, Valadares, 2019). 
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Tabela 3. Métodos alternativos ao uso de animais em atividade de pesquisa no Brasil, 
reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

Avaliação Guidelines / Testes 
Potencial de irritação e corrosão da pele OECD TG 430 – Corrosão dérmica in vitro: Teste de 

Resistência Elétrica Transcutânea 
OECD TG 431 – Corrosão dérmica in vitro: Teste da 
Epiderme Humana Reconstituída 
OECD TG 435 – Teste de Barreira de Membrana in vitro 
OECD TG 439 – Teste de Irritação Cutânea in vitro 

Potencial de irritação e corrosão ocular OECD TG 437 – Teste de Permeabilidade e Opacidade de 
Córnea Bovina 
OECD TG 438 – Teste de Olho Isolado de Galinha 
OECD TG 460 – Teste de Permeação de Fluoresceína 
OECD TG 491 – Teste in vitro de Curta Duração para Danos 
Oculares 
OECD TG 492 – Epitélio corneal humano reconstituído 

Potencial de fototoxicidade OECD TG 432 – Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU 
Potencial de sensibilização cutânea OECD TG 429 – Sensibilização cutânea: Ensaio do Linfonodo 

Local 
OECD TG 442A e 442B – Versões não radioativas do Ensaio 
do Linfonodo Local 
OECD TG 442C – Sensibilização Cutânea in chemico 
OECD TG 442D – Sensibilização Cutânea in vitro 

Absorção cutânea OECD TG 428 – Absorção Cutânea método in vitro 
Contaminação pirogênica em produtos 
injetáveis 

Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira) 

Genotoxicidade OECD TG 487 – Teste do Micronúcleo em Célula de 
Mamífero in vitro 

Toxicidade reprodutiva OECD TG 421 – Teste de triagem para toxicidade reprodutiva 
e do desenvolvimento 

 OECD TG 422 – Estudo de toxicidade repetida combinado 
com teste de toxicidade reprodutiva 

Toxicidade aguda OECD TG 420 – Toxicidade Aguda Oral – Procedimento de 
Doses Fixas 

 OECD TG 423 – Toxicidade Aguda Oral – Classe Tóxica 
 OECD TG 425 – Toxicidade Aguda Oral – Procedimento “Up 

and Down” 
 OECD TG 129 – estimativa da dose inicial para teste de 

toxicidade aguda oral sistêmica 
Fonte: Resolução Normativa CONCEA nº 18 de 24 de setembro de 2014 e nº 31 de 18 de agosto 
de 2016 
OECD TG: Diretrizes da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (do 
inglês, Organisation for the Economic Co-operation and Development Test Guideline). 

 

Em 2015, a ANVISA aceitou e regulamentou os métodos alternativos a 

experimentação animal reconhecidos pelo CONCEA para fins regulatórios mediante a 

publicação da Resolução do Conselho de Administração Colegiado (RDC) nº 35, de 7 de 

agosto de 2015 (Brasil, 2015; Ávila, Valadares, 2019). 
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Nesse contexto, alternativas ao uso de animais vêm ganhando força para a 

avaliação da toxicidade, como ensaios in vitro, com culturas de células e tecidos de 

mamíferos; testes in silico, que usam informações da estrutura molecular das substâncias 

químicas para a predição da toxicidade; testes in chemico, que avaliam a reatividade de 

uma substância química na ausência do sistema biológico; e ensaios baseados em 

organismos inteiros, como o uso do estágio embrio-larval de zebrafish (Brannen et al., 

2016; Lammer et. al., 2009). 

De acordo com um relatório divulgado pela Comissão Europeia no início de 2020 

sobre as estatísticas da utilização de animais para fins científicos nos estados membros 

da União Europeia (UE) no período de 2015 a 2017, o número total de animais usados em 

pesquisas básicas e aplicadas pelo setor regulatório foi inferior a 10 milhões por ano 

desse período e, quando comparados com os anos de 2008 e 2011, que tiveram em torno 

de 11,5 milhões de animais, sugere que o número total de animais usados em pesquisas 

científicas está diminuindo consideravelmente. Dos 9,39 milhões de animais usados em 

2017, 61% eram camundongos, seguidos por peixes (13%) e ratos (12%). Este relatório 

também apresenta dados sobre a criação e reprodução de animais geneticamente 

modificados e, em 2017, foram registrados 2,59 milhões de usos de animais 

geneticamente modificados para fins científicos, sendo o peixe zebrafish e os 

camundongos as espécies mais utilizadas (EC, 2020; FRAME, 2020). 

Considerando os ensaios de segurança que as agências regulatórias exigem para 

o registro de novas substâncias químicas, os testes de toxicidade pré-clínicos visam 

prever e prevenir efeitos tóxicos que podem ocorrer na clínica. Assim, os ensaios pré-

clínicos são usados na triagem de novas substâncias com objetivo de identificar já nas 

primeiras fases de estudo os seus prováveis efeitos tóxicos, o que determinará se o 

desenvolvimento dessa substância poderá prosseguir (Brannen et al., 2016). 

Embora os ensaios convencionais com linhagens celulares sejam amplamente 

utilizados na avaliação pré-clínica da toxicidade, os resultados nem sempre são preditivos 

de efeitos in vivo, pois não permitem a análise da cinética de absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção de certos compostos. Dessa forma, testes de triagem usando o 

estágio embrio-larval de zebrafish estão se tornando cada vez mais populares para 

otimizar o tempo de desenvolvimento de produtos, priorizar candidatos a fármacos para 

ensaios in vivo, projetar estudos mais específicos na avaliação com animais, reduzindo o 

número de animais na experimentação e, consequentemente, os custos desnecessários 

com esses ensaios (Parng et. al., 2002; Cassar et al., 2019). 
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O teste de toxicidade aguda com embriões e larvas de zebrafish (D. rerio) - Fish 

Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD TG 236, 2013) já é uma abordagem alternativa 

reconhecida na avaliação ecotoxicológica, uma vez que os resultados como os estágios 

embrio-larvais de zebrafish se correlacionam fortemente com os obtidos nos testes de 

toxicidade aguda com peixes juvenis e adultos (OECD TG 203, 2019). Entretanto, o FET 

ainda não faz parte das normativas do CONCEA citadas acima, as quais reconhecem o 

uso de métodos alternativos em atividades de pesquisa validados no país. Portanto, esse 

modelo pode servir como um passo intermediário entre a avaliação com cultura de células 

(in vitro) e os testes convencionais em animais (in vivo) (Parng et. al., 2002; Scholz et al., 

2008). 

 

2.3.1 O estágio embrio-larval de zebrafish como modelo preditivo na 
avaliação da toxicidade 

O zebrafish (D. rerio), também conhecido como peixe-zebra e, popularmente, como 

paulistinha (Figura 2), é um peixe teleósteo tropical de água doce, que foi descrito pela 

primeira vez em 1822 por Francis Hamilton no livro “Um relato dos peixes encontrados no 

rio Ganges e seus braços”. Ele pertence à família Cyprinidae, subfamília Rasborinae e 

subgênero Brachydanio. É caracterizado pelo pequeno tamanho, já que quando adulto 

mede em torno de 40 mm de comprimento total, possui corpo fusiforme e comprimido 

lateralmente, e um padrão de cor distinto baseado em listras horizontais claras e escuras 

alternadas. Além disso, o zebrafish apresenta nadadeiras dorsais curtas e uma linha 

lateral incompleta (Spence et al., 2008).  

 

Figura 2. Imagem de posição lateral do zebrafish (Danio rerio) evidenciando seu 
tamanho, coloração e nadadeiras. 

 
Fonte: Adpatado de Dammski et al. (2011). 
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Seu habitat natural é distribuído por todo o sul e sudeste da Ásia, com a maior 

diversidade de espécies no nordeste da Índia, Bangladesh, Nepal, Mianmar e Paquistão. 

O sul da Ásia é caracterizado pelo clima de monções com ampla variação sazonal, 

marcado por um período do ano de intensas chuvas e outro período de secas rigorosas. 

Devido ao período de intensas chuvas essas regiões apresentam planícies de 

inundações, lagos artificiais, lagoas e canais de irrigação, os quais são construídos para o 

cultivo de peixes e arroz (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008). 

O zebrafish tem preferência por águas rasas, sem sombra, com vegetação 

aquática e seus achados estão, geralmente, associados aos corpos d’água de cultivo de 

arroz. Nesses corpos d’água são encontrados zooplânctos, principal constituinte da dieta 

do zebrafish, muito provavelmente relacionados aos fertilizantes utilizados nesse cultivo, 

os quais promovem o crescimento desses organismos (Spence et al., 2008).  

Essa espécie pode ser encontrada em valas de irrigação, tanques de peixes 

artificiais, cursos superiores de rios e até mesmo riachos de colinas de fluxo rápido. Essa 

variedade de tipos de habitat em que o zebrafish pode ser encontrado podem variar em 

suas propriedades físico-químicas, o que qualifica a sua tolerância a alterações 

ambientais (pH, temperatura e salinidade) em cativeiro. Contudo, essas variações nas 

condições ambientais podem gerar gastos energéticos, a fim de manter a homeostase, o 

que pode prejudicar o crescimento, a função imunológica e a reprodução (Lawrence, 

2007). 

O zebrafish tem sido largamente utilizado em estudos comportamentais, genéticos, 

toxicológicos e de desenvolvimento de vertebrados, para desvendar as vias de eventos 

adversos (do inglês, Adverse Outcome Pathways; AOP) bem como os mecanismo de 

ações de diversas doenças humanas e para desenvolver novos agentes terapêuticos. Seu 

amplo uso é proveniente do trabalho de George Streisinger, que é considerado o 

introdutor do zebrafish como modelo animal na pesquisa científica e na aplicação de 

genética de zebrafish para o estudo do desenvolvimento de vertebrados (Spence et al., 

2008; Silveira, Schneider, Hammes, 2015). Em 1995, Kimmel e colaboradores também 

publicaram descrições detalhadas de diferenciação celular do zebrafish e da organização 

dos seus principais órgãos e seus sistemas de funcionamento (Kimmel et al., 1995; 

Spence et al., 2008). 

Sendo assim, nos últimos anos esse modelo vem atraindo a atenção da 

comunidade científica. As principais justificativas para isso estão relacionadas as 

vantagens de utilização desse peixe, como o pequeno porte, facilidade e baixo custo de 
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manutenção, alta taxa reprodutiva e rápido desenvolvimento (Kimmel et al., 1995; 

Lawrence, 2007; Scholz et al., 2008; Cassar et al., 2019). Para tanto, é fundamental 

conhecer algumas características do zebrafish (anatômicas e fisiológicas), assim como os 

principais parâmetros de qualidade da água, para a adequada criação, manutenção e 

reprodução desse peixe em biotério (Dammski et al., 2011). 

A temperatura é o parâmetro físico que o zebrafish apresenta maior tolerância, 

podendo variar dentro da faixa de 6,7ºC a 41,7ºC, sendo a temperatura de manutenção 

ótima para o zebrafish pode variar de 24ºC a 30ºC (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008). 

O pH da água desempenha um papel importante no controle da comunidade microbiana, 

que é fundamental na metabolização dos resíduos nitrogenados excretados pelos peixes, 

além de influenciar nos processos biológicos. A faixa de pH ideal para peixes de água 

doce e para a manutenção da microbiota bacteriana é entre 7 e 8. Já a salinidade da água 

influenciará no gasto energético para manter o equilíbrio interno de água e sais e, quando 

se apresenta fora da faixa ideal pode influenciar no crescimento, na sobrevivência e na 

reprodução, sendo apropriado manter esta estável, em manutenção, dentro da sua faixa 

de 0,25-0,75 ppt (Lawrence, 2007). 

Outros fatores importantes na manutenção e sobrevivência do zebrafish são a 

dureza da água, o oxigênio dissolvido e a concentração de amônia e nitrito. A dureza da 

água pode afetar a osmorregulação relacionado à capacidade tampão da água e 

influenciar a patologia de algumas doenças, sendo o zebrafish uma espécie de “água 

dura” no qual valores superiores a 100 mg/L CaCO3 são preferidos. Já o oxigênio 

dissolvido, a concentração de amônia e de nitrito influenciam diretamente na taxa de 

mortalidade dos peixes. Os níveis de oxigênio dissolvido ideal é de aproximadamente 8 

ppm e sua disponibilidade será determinada pela temperatura, salinidade e qualidade da 

água. A amônia é tóxica para animais aquáticos assim como o nitrito, um produto 

intermediário da oxidação da amônia em nitrato, realizada por bactérias nitrificantes, e 

portanto, precisam ser eliminados em sistemas fechados de recirculação (Lawrence, 

2007).  

O zebrafish é uma espécie gregária e nadam em pequenos cardumes (5-20 

indivíduos). Demonstram padrões de hierarquia de domínio, a qual não está relacionada 

ao sexo, podendo ambos os sexos estabeleceram esses padrões, e até que as relações 

de dominância sejam estabelecidas podem apresentar interações agressivas. O indivíduo 

dominante pode apresentar cores mais fortes, enquanto os subordinados mais pálidos e, 
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além disso, o dominante ocupa áreas maiores que os subordinados (Lawrence, 2007; 

Spence et al., 2008). 

Apresenta hábito diurno sincronizado com os ciclos claro/escuro, e por isso a 

importância do fotoperíodo em biotério, principalmente para a desova, que ocorre tanto 

naturalmente quanto em peixes em cativeiro, no primeiro pico de atividade, ou seja, no 

início da iluminação, podendo continuar por cerca de uma hora. O acasalamento do 

zebrafish inicia com o macho perseguindo a fêmea para conduzi-lá ao local de desova, 

onde ele nadará ao lado da fêmea, estendendo suas nadadeiras dorsais e caudal ao 

redor dela, alinhando seus poros genitais, o que desencadeia a oviposição e a liberação 

do esperma simultaneamente. As fêmeas liberam de 5 a 20 ovos por vez e a densidade 

de peixes pode afetar a desova, caracterizado pela competição entre machos e fêmeas 

(Lawrence, 2007; Spence et al., 2008; Lammer, et al. 2009). 

Os ovos apresentam 0,7 mm de diâmetro, são não adesivo e demersais e seu 

desenvolvimento depende da qualidade da água. Os óvulos quando em contato com a 

água são ativados e mesmo na ausência de espermatozoides podem desenvolver um 

espaço perivitelínico, mas não conseguem se desenvolver além das primeiras clivagens 

(Spence et al., 2008). Quando fertilizados se apresentam no estágio de zigoto, por cerca 

de 40 min após a fertilização, até que ocorra a primeira clivagem, iniciando assim o 

período de clivagem com as divisões mitóticas no polo animal a cada 15 min. Esse 

período finaliza cerca de 2 horas pós fertilização (hpf) no estágio de divisão de 64 células 

(Kimmel et al, 1995). 

Em seguida, inicia-se o estágio de blástula que é caracterizado pelo aspecto de 

esfera e ocorre até pouco mais de 5 hpf, no qual ocorre a formação da blastoderma e as 

clivagens prosseguem em ciclos prolongados e assíncronos até o início do estágio de 

epibolia, que só é finalizado no período de gastrulação, evidenciando os movimentos 

morfogenéticos de involução, convergência e extensão para a origem das camadas 

germinativas primárias e o eixo embrionário (Kimmel et al, 1995). 
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Figura 3. Ciclo de vida do zebrafish (Danio rerio). 

 

Fonte: Adpatado de D’Costa; Shepherd (2009). 

 

Os embriões apresentam todo o plano corporal já nas primeiras 24 horas pós-

fertilização (hpf), são protegidos pelo córion, com poros de 0,5 µm de diâmetro e 2 µm de 

espaçamento, por até 2 ou 3 dias pós-fertilização (dpf), além disso as células e tecidos 

precursores do cérebro, olho e coração são facilmente observados nesse período. Os 

órgãos internos, incluindo intestino, fígado, rim, coração, cérebro e pâncreas são 

desenvolvidos em 120 hpf e nesse mesmo período a embriogênese já está completa. Os 

nutrientes são fornecidos pelo saco vitelínico durantes os primeiros 7 dpf (Parng et al., 

2002; Ali; Mil; Richardon, 2011; Garcia, Noyes, Tanguay, 2016).  

As primeiras triagens genéticas no zebrafish forneceram a base para a descoberta 

de uma série de novos genes e vias fundamentais para o desenvolvimento dos 

vertebrados e com o sequenciamento completo do genoma do zebafish foi constatado 

uma extensa homologia com outras espécies de vertebrados, incluindo humanos (Driever 

et al., 1996; Haffter et al., 1996; Ali, van Mil, Richardson, 2011; Garcia; Noves; Tanguay, 

2016). Os estágios embrionários apresentam uma similaridade filogenética com os 

humanos mais ampla que os peixes adultos. Muitos genes padrões são conservados, e 
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apresentam 86% de ortólogos dos alvos de substâncias e 70% dos genes humanos 

(Gunnarsson et al., 2008, Howe et al., 2013; Garcia; Noves; Tanguay, 2016).  

O rápido desenvolvimento do zebrafish equivale ao período gestacional do 

desenvolvimento embrionário humano (Tabela 4), e mesmo com a distância evolutiva 

entre eles, algumas características anatômicas e fisiológicas são funcionalmente 

conservadas, como o cérebro e os neurotransmissores, a barreira hematoencefálica, o 

fígado e enzimas metabolizantes como o citocromo P450 e o sistema renal (Parng et al., 

2002; Ali; Mil; Richardon, 2011; Garcia, Noyes, Tanguay, 2016).  

 

Tabela 4. Comparação do desenvolvimento nos estágios iniciais da vida do zebrafish, 
ratos e humanos. 

Estágio do 
desenvolvimento 

Zebrafish 
(horas) 

Ratos 
(dias) 

Humanos 
(dias) 

Nidação NA 6 8–10 
Blástula 2–5 3–5 4–6 

Formação da pleura neural 10 9,5 17–19 
Início da organogênese 10 5 21 

Primeiro somito 10–11 9–10 19–21 
Formação do tubo neural 18–19 9–12 22–30 

Primeiro batimento cardíaco 24 10,2 22 
Nascimento/eclosão 48–72 21 253 

Fonte: Adaptado de Garcia; Noyes; Tanguay (2016) 
 

Assim, comparado com outros organismos experimentais existe uma forte 

conservação entre zebrafish e humanos, o que o torna um excelente organismo modelo 

para avaliar processos biológicos complexos e respostas relevantes sobre o risco de 

desenvolvimento de mamíferos (Parng et al., 2002; Garcia; Noves; Tanguay, 2016; 

Cassar et al., 2019). O estágio embrio-larval de zebrafish fornece um sistema multicelular, 

com a complexidade de um organismo completo, integrando vários tecidos e processos 

de diferenciação, o que permite desde abordagens mais tradicionais, como mortalidade, 

até técnicas em níveis moleculares, bioquímicos e comportamentais (Scholz et al., 2014). 

Além disso, o zebrafish é considerado um sistema de análise em pequena escala, 

adequado para experimentos de alta performance e eticamente aceitável em alguns 

países (Scholz et al., 2008; Strähle et al., 2012; Scholz et al., 2014), já que de acordo com 

a comissão de regulamentação da União Europeia (Diretriz 2010/63/EU), os ensaios com 

os estágios embrionários de vertebrados, como o zebrafish, não estão sujeitos às 
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regulamentações de bem-estar animal, porque os estágios iniciais apresentam menos ou 

nenhuma dor ou desconforto durante às experimentações e, portanto, são aceitos como 

alternativa aos experimentos com animais mais complexos (Driessen et al., 2013; Scholz, 

2013). Por essas razões, os ensaios com os estágios embrio-larvais de zebrafish foram 

aceitos pelo FDA para avaliações de toxicidade e segurança de novas substâncias (He et 

al., 2014; Garcia; Noves; Tanguay, 2016). 

Os modelos clássicos de ensaios pré-clínicos para avaliação da toxicidade oral 

aguda, utilizando mamíferos, considerados padrão-ouro para avaliação de segurança de 

novas substâncias, têm sido substituídos na fase de estudo pré-clínica por modelos de 

manutenção mais fáceis e mais baratos (Garcia, Noyes, Tanguay, 2016). Desse modo, os 

embriões de zebrafish, os quais inicialmente eram utilizados apenas na avaliação de risco 

químico em ambientes aquáticos, emergiram nas últimas décadas como modelo de 

vertebrado na avaliação de toxicidade e segurança de novos compostos e na triagem de 

candidatos a fármacos, aceitos pela FDA (Parng et al., 2002; Ali; Mil; Richardson, 2011; 

Scholz et al., 2014; Garcia, Noyes, Tanguay, 2016).  
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3 OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um modelo pré-clínico, utilizando o 

estágio embrio-larval de zebrafish para a estimar a toxicidade oral aguda, uma vez que 

esse modelo experimental pode ser adequado como uma etapa intermediária entre a 

avaliação in vitro e os testes convencionais in vivo, por meio das análises da letalidade 

como também de efeitos subletais (malformações), que poderiam ser associados como 

um parâmetro complementar para estimar a toxicidade oral aguda in vivo. 

Os objetivos específicos são: 

● Avaliar os efeitos tóxicos letais de 15 substâncias com diferente 

categorização no GHS sobre os embriões e larvas de zebrafish e obter os 

valores de CL50-96h; 

● Determinar a correlação entre a CL50-96h obtida nos ensaios com os estágios 

embrio-larvais de zebrafish e a DL50 proveniente de dados da literatura 

referentes à avaliação da toxicidade oral aguda em ratos; 

● Avaliar o domínio de aplicação do modelo pré-clínico para estimar a 

toxicidade oral aguda; 

● Avaliar os efeitos subletais de 15 substâncias com diferente categorização 

no GHS, como um parâmetro complementar para estimar a toxicidade oral 

aguda in vivo; 

● Avaliar a aplicabilidade do modelo de correlação utilizando um protótipo a 

fármaco, o LQFM 021, determinando sua categorização no GHS; 

● Determinar a Relação Quantitativa Atividade-Atividade (QAAR) a partir dos 

dados obtidos de 15 substâncias sobre os embriões e larvas de zebrafish. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Materiais 

 

4.1.1. Substâncias 

Foram selecionadas 15 substâncias com diferente categorização no GHS, 

conforme representado na Tabela 5 juntamente com a fórmula estrutural. As substâncias 

utilizadas para o modelo pré-clínico utilizando embriões e larvas de zebrafish para estimar 

a toxicidade oral aguda foram selecionadas a partir da lista de substâncias utilizadas no 

estudo de validação do método de citotoxicidade basal in vitro (OECD TG 129), 

considerando a categorização dessas para a toxicidade oral aguda de acordo com o GHS. 

As substâncias foram doadas pelo Laboratório de Ensino e Pesquisa em Toxicologia in 

vitro (ToxIn), da Faculdade de Farmácia (FF) e pelo almoxarifado do Instituto de Química 

(IQ), ambos da Universidade Federal de Goiás (UFG).   
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Tabela 5 – Substâncias selecionadas para a avaliação da toxicidade aguda utilizando 
embriões e larvas de zebrafish, as fórmulas estruturais, as categorias de acordo com o 
Sistema Global de Harmonização (GHS) e a faixa de concentração utilizada para 
avaliação da substância utilizando os estágios embrio-larvais de zebrafish. 

Substância nº CAS Fórmula estrutural Categoria 
(GHS) 

Faixa de concentração 
(mg/L) 

Cicloheximida 66-81-9 

 

Categoria 1 0,625 – 10 

Sulfato de Tálio I 7446-18-6 

 

Categoria 2 62,5 – 1000 

Cloreto de Mercúrio II 7487-94-7 

 

Categoria 2 0,0625 – 1 

Diclorvos 62-73-7 

 

Categoria 3 6,25 – 100 

Verapamil HCl 152-11-4 

 

Categoria 3 6,25 – 100 

Cloreto de Cádmio II 10108-64-
2 

 

Categoria 3 6,25 – 100 

Propranolol 3506-09-0 

 

Categoria 4 6,25 – 100 

Oxalato de Sódio 62-76-0 

 

Categoria 4 62,5 – 1000 

Sulfato de Atropina 5908-99-6 

 

Categoria 4 62,5 – 1000 

Ácido Acetilsalicílico 50-78-2 

 

Categoria 4 62,5 – 1000 

Acetaminofeno 103-90-2 

 

Categoria 5 62,5 – 1000 

Cloreto de Sódio 7647-14-5 
 

Categoria 5 62,5 – 1000 

Álcool Isopropílico 67-63-0 

 

Não 
Categorizado 62,5 – 1000 

Etanol 64-17-5 
 

Não 
Categorizado 62,5 – 1000 

Glicerol 56-81-5 
 

Não 
Categorizado 62,5 – 1000 
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O protótipo a fármaco, LQFM 021 [5-(1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-4-il)-2H-tetrazol] 

(Figura 4), foi utilizado na aplicação do modelo pré-clínico utilizando embriões e larvas de 

zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda. O composto foi sintetizado pelo 

Laboratório de Química Farmacêutica Medicinal (LQFM) da FF da UFG, sob supervisão 

do Profº. Dr. Ricardo Menegatti, obtido através da hibridização molecular da milrinona e 

cilostazol, inibidores da fosfodiesterase 3 (PDE-3) (Martins et al., 2013). 

 

Figura 4. Estrutura química do protótipo a fármaco, LQFM021.  

 
Fonte: Adaptado de Moura et al. (2017) 

 

4.1.2. Preparo das soluções 

As soluções-estoques das 15 substância foram preparadas no momento do uso, 

utilizando água deionizada para dissolução. As substâncias que não obtiveram completa 

dissolução com água deionizada, como a cicloheximida e o ácido acetilsalicílico, foram 

solubilizadas em 1% v/v de etanol (CAS: 64-17-5) ou de dimetilsulfóxido (DMSO; CAS: 

67-68-5), respectivamente, não extrapolando 0,5% v/v na maior concentração avaliada. 

Em seguida, realizaram-se as diluições das concentrações testadas (fator: 2), as quais 

foram definidas a partir de ensaio preliminar (0,1; 1; 10; 100 e 1000 mg/L; Apêndice A), 

em água de manutenção (descrita no subtópico 4.3.1.1). A faixa de concentração utilizada 

para cada substância avaliada está apresentado na Tabela 5. 

A solução estoque do protótipo a fármaco LQFM 021 também foi preparada antes 

do uso, em água de manutenção e foi avaliada nas concentrações de 1; 2,5; 6,3; 15,8; 

39,8 e 100 mg/L. 

 

4.2 Coleta dos dados da dose média letal (DL50) em roedores 

Os valores estimados de DL50 das substâncias avaliadas foram obtidos do estudo 

de validação da citotoxicidade basal in vitro realizado pela Avaliação de Métodos 

Toxicológicos Alternativos juntamente com o Centro Europeu para Validação de Métodos 
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Alternativos (NICEATM-ECVAM). Esses valores foram baseados na média geométrica 

dos valores aceitáveis de DL50 em ratos adultos, apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Valores estimados da dose média letal (DL50) em roedores. 
Substância-teste DL50 (mg/kg) 

Cicloheximida 2 
Sulfato de tálio I 25 

Cloreto de Mercúrio II 40 
Diclorvos 59 

Verapamil HCl 111 
Cloreto de Cádmio II 135 

Propranolol 466 
Oxalato de Sódio 633 

Sulfato de Atropina 819 
Ácido Acetilsalicílico 1.506 

Acetaminofeno 2.163 
Cloreto de Sódio 4.046 

Álcool Isopropílico 5.105 
Etanol 11.324 
Glicerol 19.770 

Fonte: Adaptado de OECD TG 129 (2010) 

 

4.3. Métodos 

 

4.3.1. Teste de toxicidade aguda com embrião de peixe (FET) utilizando 
zebrafish (D. rerio) 

 

4.3.1.1. Manutenção dos peixes adultos 

Os peixes adultos machos e fêmeas de zebrafish foram adquiridos em pet shop 

local e mantidos em quarentena dentro de aquário de vidro considerando 1 peixe para 

cada 1 L do volume do aquário, respeitando todos os parâmetros de manutenção, 

descritos abaixo. Após esse período foram transferidos e mantidos em sistema de 

recirculação Hack Hydrus (Alesco®, São Paulo, Brasil; Fig. 5A) usando água de osmose 

reversa (comitê de ética aprovado – PROTOCOLO No. 072/2020; Anexo A). A água 

passa por diferentes níveis de filtragem (filtro mecânico, químico e biológico) a fim de reter 

partículas grandes (excretas e excesso de ração) e partículas pequenas (odores e metais 
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pesados) e eliminar a presença de compostos nitrogenados provenientes da 

decomposição de matéria orgânica. Além disso, a água é desinfetada por luz UV em 

ciclos de 12 h e os parâmetros de temperatura, pH e condutividade são regulados 

automaticamente (Fig. 5B). Essa água é denominada de água de manutenção e ela foi 

utilizada no preparo das diluições das substâncias avaliadas para a exposição dos 

embriões de zebrafish. 

A temperatura foi monitorada diariamente e mantida a 26 ± 2ºC, pH a 7,5 ± 0,5, 

condutividade a 0,70 ± 0,1 mS/cm e oxigênio dissolvido a 8 ppm, com ciclo claro:escuro 

de 12:12h, mantido por temporizador. Os peixes adultos foram alimentados duas vezes ao 

dia com ração comercial (TetraColor®) e três vezes ao dia com organismo vivo (Artemia 

salina). O excesso de alimentação foi rigorosamente evitado e o restante dos alimentos e 

fezes foi removido diariamente para assegurar a qualidade ideal da água. 

 

Figura 5. (A) Hack de recirculação utilizada para manutenção dos peixes adultos de 
zebrafish e obtenção dos embriões. (B) Painel de monitoramento da hack para controle 
dos parâmetros pH, temperatura e condutividade. (C) Criadeiras utilizadas para obtenção 
dos ovos de zebrafish. 

 
Fonte: A própria autora 
 
 
 
 

4.3.1.2. Obtenção dos ovos 

Machos e fêmeas de zebrafish podem ser distinguidos, para obtenção dos ovos, 

principalmente pela tonalidade e forma do corpo. Os machos apresentam uma tonalidade 
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laranja-avermelhada enquanto as fêmeas se apresentam mais acizentada. Quanto à 

forma do corpo os machos são mais esguios quando comparados às fêmeas, as quais, 

devido ao grande número de ovos produzidos se apresentam com abdômen mais 

distendido. 

Considerando essas diferenças, no dia anterior ao teste, machos e fêmeas em 

proporção de 2:1, foram colocados, imediatamente antes do início da escuridão artificial, 

em criadeiras nos aquários ZebClean na Hack Hydrus (Fig. 5C), as quais possuem 

suporte para proteger os ovos dos peixes adultos. O acasalamento, a desova e a 

fertilização ocorrem dentro de 30 minutos após o início da luz artificial. Cerca de 30 

minutos após a desova, os ovos foram coletados, lavados com água de manutenção e 

então transferidos para uma placa de Petri. Todos os ovos foram analisados em 

estereomicroscópio (Leica S9i, Heerbrugg, Suiça) e os não fertilizados foram descartados. 

Para os experimentos, foram selecionados ovos que alcançaram o estágio de blástula. 

 

4.3.1.3. Teste de toxicidade aguda com embriões e larvas de zebrafish (D. rerio) 

O teste de toxicidade aguda com embriões de zebrafish foi realizado de acordo 

com o guideline OECD 236 - Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (2013). Inicialmente, 

realizou-se um ensaio preliminar para cada substância avaliada utilizando 5 

concentrações (0,1; 1; 10; 100 e 1000 mg/L), a fim de definir as concentrações para os 

ensaios definitivos, considerando a toxicidade individual delas. As concentrações foram 

definidas a partir da menor concentração que apresentou > 90% de letalidade. As 

substâncias que não apresentaram essa letalidade nas 5 concentrações testadas após 96 

h de exposição, considerou-se a maior concentração (1000 mg/L) utilizada no ensaio 

preliminar como concentração máxima para o ensaio definitivo.  

Os ensaios preliminares foram realizados em placas com 96 poços, nos quais os 

ovos fertilizados, selecionados previamente, foram dispostos individualmente em poços 

com 200 µL de cada concentração das substâncias avaliadas assim como para o controle 

negativo (CN: água de manutenção). Já os ensaios definitivos foram realizados em placas 

com 24 poços dispondo os ovos fertilizados em 2,0 mL por poço das diferentes 

concentrações de cada substância ou do controle negativo ou do controle positivo (CP: 4 

mg/L de 3,4 dicloroanilina; CAS: 95-76-1) ou do controle de solvente, quando necessário. 

O experimento preliminar foi realizado em uma única réplica enquanto os experimentos 

definitivos foram realizados em triplicata. Cada réplica foi constituída por 24 embriões 
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para o controle negativo (CN), 20 embriões para cada concentração testada de cada 

substância (Cx), 20 embriões para o controle de solvente (se necessário; CS) e 20 

embriões para o controle positivo (CP), com seu respectivo controle interno da placa (CI), 

apresentado na Figura 6. 

 

Figura 6. Modelo do delineamento experimental para os ensaios definitivos do teste de 
toxicidade aguda com embrião de peixe (FET) utilizando zebrafish (D. rerio), em placas de 
24 poços. CN: Controle negativo; Cx: Concentrações das substâncias; CS: Controle de 
solvente; CP: Controle positivo; CI: Controle interno.  

 
Fonte: A própria autora 
 

Após a exposição dos embriões de zebrafish às substâncias avaliadas, as placas 

foram incubadas a 26 ± 1°C e em ciclo claro:escuro de 12:12h. A exposição foi realizada 

de forma estática, ou seja, durante todo o teste não houve troca de solução. Foram 

considerados os poços individuais para avaliação do desenvolvimento embrio-larval 

durante 96 h de exposição. 

 A cada 24 h foram avaliados os parâmetros letais e subletais dos embriões de 

zebrafish, utilizando estereomicroscópio (Leica S9i, Heerbrugg, Suiça). Foram 

considerados como parâmetros letais a coagulação do ovo, a ausência da formação dos 

somitos, o não descolamento da cauda a partir do saco vitelínico e a ausência de 

batimento cardíaco. Os parâmetros subletais foram avaliados considerando a distinção 
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entre o desenvolvimento normal e anormal dos embriões e larvas descrito por Kimmel et 

al (1995), como por exemplo a taxa de eclosão, a formação dos olhos, a pigmentação 

corporal e dos olhos, a absorção do saco vitelino, as deformidades da coluna vertebral, a 

presença de edemas, entre outros. 

 

4.3.1.4. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism® 

(versão 7.0, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As comparações entre os 

diferentes grupos de exposição (por experimento) foram realizadas por meio da análise de 

variância (ANOVA), seguida pelo teste de múltipla comparação de Dunnett, o qual foi 

comparado ao seu controle negativo correspondente. Os valores estimados de CL50 e 

CE50 foram obtidos da análise de regressão não linear (curva sigmoidal dose-resposta) 

com intervalo de confiança de 95%. A significância estatística foi aceita quando os 

resultados apresentaram uma probabilidade sob a hipótese nula (p) inferior a 0,05. 

O modelo de regressão linear para avaliar a correlação entre os valores de CL50, 

obtidos após 96 h de exposição de embriões e larvas de zebrafish e os valores de DL50 

obtidos através de estudos de toxicidade oral aguda em ratos (dados da literatura) foi 

obtido utilizando o software GraphPad Prism® utilizando a correlação pelo coeficiente de 

correlação não paramétrica de Spearman e de Pearson.  

 

 4.3.2. Relação Quantitativa Atividade-Atividade 

 

 4.3.2.1. Curadoria dos dados 

 Os modelos de Relação Quantitativa Atividade-Atividade (do inglês, Quantitative 

Activity-Activity Relationship; QAAR) foram desenvolvidos para predizer a toxicidade 

aguda em ratos (DL50 mg/Kg) e a categorização de acordo com o GHS de novos produtos 

químicos a partir de descritores toxicológicos (efeitos letais e subletais) experimentais 

obtidos dos ensaios utilizando os estágios embrio-lavais de zebrafish. Inicialmente, os 

dados obtidos na avaliação das 15 substâncias utilizando os embriões e larvas de 

zebrafish, foram importados para o espaço de trabalho no programa KoNstanz Information 

MinEr (KNIME) v.4.1.1 (Aguiar-Pulido et al., 2013; Berthold et al., 2009). Posteriormente, 

os valores de DL50 (ratos) e CL50-96h!()*+,-./!)012./3452654!7)!8)1259.*:;!9/250!</=6)2+.7/*!
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)0!>=.757)*!4/-52?+0.<5*!=)-5+.65*!(@4/-;A!BCD50 e pCL50, respectivamente. Em paralelo, 

os descritores toxicológicos experimentais (malformações) com valores de CE50 

determinador, foram binarizados (1 = presente; 0 = ausente).   

 

4.3.2.2. Seleção do descritor 

A seleção de descritores é uma abordagem proeminente em estudos QAAR para 

escolher o número mínimo de descritores com alta capacidade de predição para o 

modelo. Portanto, os descritores foram selecionados por meio de algoritmo (GA), uma 

abordagem de otimização estocástica que baseia sua otimização na mecânica da 

evolução biológica e genética. Semelhante à seleção natural, diferentes soluções 

(combinações de descritores) são transportadas e transformadas de geração em geração 

com base em seu desempenho (aptidão) (Sukumar; Prabhu; Saha, 2014). Os descritores 

selecionados pelo GA foram pCL50-96h, atraso na eclosão, edema de pericárdico, edema 

de saco vitelino, ausência de equilíbrio, má absorção do saco vitelino, deformidade de 

cauda, pigmentação corporal e categoria GHS predita com zebrafish. Esse conjunto de 

descritores foram usados como entrada para a construção do modelo. O valor do 

coeficiente de correlação	𝑅_𝑒𝑥𝑡^2		(𝑅!"#$ ) foi usado como função de aptidão do GA.  

 

4.3.2.3. Modelagem QAAR 

Inicialmente, o conjunto de dados completo foi dividido em subconjuntos de 

treinamento (50% das substâncias) e de teste (50% das substâncias) usando a 

abordagem de distribuição aleatória. Os dados de treinamento foram usados para gerar 

modelos QAAR, através da técnica de validação cruzada com particionamento dos dados 

por leave-one-out, enquanto os subconjuntos externos (dados de validação ou de teste) 

foram usados para avaliar o poder preditivo dos modelos.  

Em seguida, modelos QAAR contínuos foram desenvolvidos usando combinações 

pareadas de descritores e os seguintes métodos estatísticos: Regressão Linear Simples, 

Regressão Linear Múltipla, Regressão Polinomial, Regressão Isotônica (Best; Chakravarti, 

1990), Árvores de Decisão Aumentada (Gradient Boosted Trees) (Friedman, 2001) e 

Métodos Random Forest (Breinman, 2001). 
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4.3.2.4. Validação Estatística 

O desempenho preditivo dos modelos QAAR foi avaliado usando o coeficiente de 

correlação (𝑅!"#$ ), erro absoluto médio (do inglês, mean square error; MAE), erro 

quadrático médio (do inglês, root mean square error; RMSE) e coeficiente de correlação 

quadrático preditivo para o conjunto de teste (𝑄!"#$ ) (Consonni; Ballabio; Todeschini, 2009) 

as métricas foram calculadas da seguinte forma: 

𝑅!"#$ = 	1	 −	
∑%!"#!&'( (𝑌)*+ −	𝑌,-!.)$

∑%!"#!&'( (𝑌)*+ − 𝑌)*+)$
											(1)	

𝑀𝐴𝐸 = 	
∑%!"#!&'( 4𝑌)*+ −	𝑌,-!.4

𝑛#!+#
																							(2)	

𝑅𝑀𝑆𝐸 = 	7
∑%!"#!&'( (𝑌)*+ −	𝑌,-!.)$

𝑛#!+#
															(3)	

𝑄!"#$ = 	1	 −	
∑%!"#!&'( (𝑌)*+ −	𝑌,-!.)$

∑%!"#!&'( (𝑌)*+ − 𝑌#-/&%)$
											(4)	

  

Nas equações acima, 𝑌)*+ representa pDL50 experimental, 𝑌,-!. indica o valor 

predito de pDL50, 𝑛#-/&% e 𝑛#!+# se referem ao número de substâncias do subconjunto de 

treinamento e de teste, respectivamente. O 𝑌)*+ e 𝑌#-/&% é a média dos valores 

experimentais do subconjunto de todos os dados e o de treinamento, respectivamente. 

 

4.3.2.5. Implementação do modelo 

Foi desenvolvido um fluxo de trabalho (workflow) semiautomático usando o espaço 

de trabalho KNIME (Aguiar-Pulido et al., 2013; Berthold et al., 2009) para predizer pDL50, 

DL50 e a categoria de acordo com o GHS de novas substâncias com base nos descritores 

toxicológicos de zebrafish. O fluxo de trabalho desenvolvido foi subdividido em três 

etapas: (i) inserção manual dos descritores toxicológicos e curadoria automatizada dos 

dados; (ii) previsão do modelo QAAR; e (iii) visualização e análise dos resultados. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Correlação dos efeitos letais para o estágio embrio-larval de zebrafsh 
(CL50) e os dados em roedores (DL50) para estimar a toxicidade oral aguda in vivo  

Inicialmente, o presente estudo avaliou os efeitos letais (mortalidade) induzidos 

pelas substâncias testadas sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish após 96 

horas de exposição. A Tabela 7 apresenta os valores de CL50-96h das 15 substâncias 

investigadas. 

 

Tabela 7. Valores de concentração média letal (CL50) das substâncias após 96 h de 
exposição ao estágio embrio-larval de zebrafish e seu intervalo de confiança (IC). 

Substância CL50-96 h 
(mg/L) IC 95% (mg/L) 

Cicloheximida 5,56 3,19 – 10,05 
Sulfato de Tálio I 88,98 46,51 – 158,60 
Cloreto de Mercúrio II 0,14 0,06 – 0,27 
Diclorvos 18,34 11,10 – 29,85 
Verapamil HCl 46,67 27,65 – 81,01 
Cloreto de Cádmio II 14,35 12,44 – 16,45 
Propranolol 34,23 17,21 – 69,65 
Oxalato de Sódio 755,80 697,80 – 829,80 
Sulfato de Atropina 1.983,00 1.384 – 3.064 
Ácido Acetilsalicílico 159,70 74,88 – 326,60 
Acetaminofeno 343,80 ?? – 389,70 
Cloreto de Sódio 31.065,00 15.397 – 895.385 
Álcool Isopropílico 74.539,00 30.362 – ?? 
Etanol 10.298,00 6.059 – 28.087 
Glicerol 9.556,00 3.914 – ?? 

 

Como pode ser observado, a substância com maior toxicidade aguda para o 

estágio embrio-larval de zebrafish foi o cloreto de mercúrio II e a menos tóxica foi o álcool 

isopropílico. Como base na categorização do GHS para toxicidade aguda in vivo, essas 

substâncias são classificadas como categoria 2 (altamente tóxico) e não categorizado 

(relativamente inofensivo), respectivamente (Tabela 3; GHS, 2017; Erhirhie; Ihekwereme; 

Ilodigwe, 2018), ou seja, houve uma similaridade de resposta entre zebrafish e roedores. 

Em seguida, os valores de CL50-96h de zebrafish também foram comparados com os 

valores de DL50 de ratos, obtidos do NICEATM-ECVAM (Tabela 6). A correlação foi obtida 

utilizando a escala logarítmica desses valores, a partir do modelo de regressão linear, 

apresentado na Figura 7, o qual resultou na equação (5). 
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𝐿𝑜𝑔	𝐷𝐿01 	>
𝑚𝑔
𝑘𝑔A = 0,5749 ∗ 𝐿𝑜𝑔	𝐶𝐿01 	I

𝑚𝑔
𝐿 J + 1,284									(5)	

 

Figura 7. Correlação entre os valores na escala logarítmica da concentração média letal 
(CL50) obtidos a partir do ensaio de toxicidade aguda com os estágios embrio-larvais de 
zebrafish e os valores na escala logarítmica da dose média letal (DL50) provenientes da 
literatura obtidos da toxicidade oral aguda em ratos. Foram avaliadas 15 substâncias: (1) 
Cloreto de Mercúrio II, (2) Cicloheximida, (3) Cloreto de Cádmio II, (4) Diclorvos, (5) 
Propranolol, (6) Verapamil, (7) Sulfato de Tálio I, (8) Ácido Acetilsalicílico, (9) 
Acetaminofeno, (10) Oxalato de Sódio, (11) Sulfato de Atropina, (12) Glicerol, (13) Etanol, 
(14) Cloreto de Sódio e (15) Álcool Isopropílico.  

 

 

O modelo de regressão linear apresentou um coeficiente angular de 0,5749 e linear 

de 1,284. Além disso, gerou a correlação de Spearman de 0,8607 (p<0,0001) e uma 

correlação de Pearson de 0,8129 (p=0,0002) entre os valores de DL50 e de CL50, o que 

indica que esse valores co-variam. 

Estudos anteriores também sugeriram os estágios embrio-larvais de zebrafish 

como modelo de avaliação pré-clínica. Parng e colaboradores (2002) fizeram a triagem de 

vários fármacos, utilizando embriões e larvas de zebrafish, como modelo preditivo para 

testes de toxicidade em mamíferos. Os autores avaliaram 18 substâncias e os valores de 

CL50 obtidos foram comparados com os valores de DL50 de mamíferos também 

provenientes de dados da literatura. Os resultados indicaram que a toxicidade de 

fármacos em zebrafish foram comparáveis às respostas em mamíferos. Em outro estudo, 

Ali e colaboradores (2011) analisaram 60 compostos e também correlacionaram os 

valores de CL50 obtidos com os valores de DL50 de roedores (ratos e camundongos), 
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obtidos da literatura e obtiveram uma correlação de Spearman de 0,7688 (p<0,0001) e 

uma colerração de Pearson de 0,7832 mostrando que as variáveis avaliadas são bem 

correlacionadas. Entretanto, vale ressaltar que ambos os estudos iniciaram a exposição 

aos embriões de zebrafish apenas após 24 hpf e avaliaram até 120 hpf em placas de 96 

poços, o que pode gerar falhas na investigação, uma vez que a não exposição dos 

embriões já nas primeiras horas da embriogênese (estágio de blástula), conforme 

indicado na OECD 236, pode influenciar em resultados não confiáveis em relação ao 

desenvolvimento embrio-larval.  

Scholz e colaboradores (2014) fizeram um levantamento bibliográfico considerando 

trabalhos publicados com os estágios embrionários de peixes de diferentes espécies (D. 

rerio, Clarius gariepinus, Pimephales pamela, Oryzas latipes e Psetta máxima), em 

diferentes tempos de exposição (48 e 96 hpf), expostos à diferentes substâncias. 

Considerando os valores de CL50 de 326 substâncias e os valores de DL50 (também 

obtidos da literatura) a correlação desses parâmetros foi considerada fraca pelos autores, 

no qual apresentaram um coeficiente linear de 0,84 e R2 igual a 0,20. Neste estudo a não 

padronização da espécie avaliada e do tempo de exposição podem terem influenciado na 

baixa correlação. 

Embora haja uma distância evolutiva entre zebrafish e mamíferos, o 

sequenciamento genômico desse peixe mostrou uma extensa homologia com outras 

espécies de vertebrados, incluindo os humanos, conservando também diversas vias 

celulares e moleculares envolvidas na resposta a exposição química ou ao estresse (Ali, 

van Mil, Richardson, 2011; Garcia, Noyes, Tanguay, 2016).  

Como citado anteriormente, os dados de citotoxicidade (com células 3T3 e NHK) já 

têm sido aplicados para reduzir o número de animais na avaliação da toxicidade oral 

aguda in vivo (OECD, 2010; Spielmann et al., 1999; Valadares, 2006; Scholz et al., 2014) 

e o estágio embrio-larval de zebrafish poderia ser proposto como uma etapa intermediária 

entre os ensaios in vitro e os testes convencionais in vivo, pois fornecem um sistema de 

análise em pequena escala, mas com a complexidade de um organismo completo (Ali, 

van Mil, Richardson, 2011; Scholz et al., 2014).  
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5.1.1 Avaliação do domínio de aplicação do modelo pré-clínico utilizando os 
estágios embrio-larvais de zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda 

A avaliação do domínio de aplicação do modelo pré-clínico para estimar a 

toxicidade oral aguda foi realizada utilizando os valores de CL50-96h das 15 substâncias 

apresentados na Tabela 7. Esses valores foram aplicados na equação (5) do modelo de 

regressão linear obtido (Fig. 7), a fim de se obter os valores estimados da DL50. A partir 

desses valores estimados da DL50, as substâncias foram classificadas de acordo com o 

GHS (Tab. 2), conforme apresentado na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Valores estimados de dose média letal (DL50) e a categorização das 
substâncias estimada a partir dos valores de concentração média letal (CL50) obtidos no 
ensaio de toxicidade aguda com os estágios embrio-larvais de zebrafish, após 96 h de 
exposição, utilizando o modelo pré-clínico para estimar a toxicidade oral aguda.  

Substância CL50-96 h 
(mg/L) 

DL50 (mg/kg) 
estimada 

Categoria 
estimada* 

Cloreto de Mercúrio II 0,1422 6,27 Categoria 2# 

Cicloheximida 5,562 51,57 Categoria 3 
Cloreto de Cádmio II 14,35 88,95 Categoria 3# 

Diclorvos 18,34 102,35 Categoria 3# 

Propranolol 34,23 146,52 Categoria 3 
Verapamil HCl 46,67 175,19 Categoria 3# 

Sulfato de Tálio I 88,98 253,79 Categoria 3 
Ácido Acetilsalicílico 159,7 355,23 Categoria 4# 

Acetaminofeno 343,8 552,01 Categoria 4 
Oxalato de Sódio 755,8 868,08 Categoria 4# 

Sulfato de Atropina 1.983 1.511,63 Categoria 4# 

Glicerol 9.556 3.733,38 Categoria 5 
Etanol 10.298 3.900,08 Categoria 5 
Cloreto de Sódio 31.065 7.352,77 Não Categorizado 
Álcool Isopropílico 74.539 12.159,42 Não Categorizado# 

* Categoria de acordo com o Sistema Global de Harmonização (GHS). 
# Capacidade de predição 
 

Desse modo, observa-se que das 15 substâncias aplicadas ao modelo pré-clínico 

de regressão da toxicidade oral aguda utilizando embriões e larvas de zebrafish, 8 delas 

(indicadas na Tabela 8) apresentaram categorização semelhante ao preconizado pelos 

ensaios de toxicidade oral aguda em ratos (Tabela 5). Estes resultados indicam que o 

ensaio de toxicidade aguda com o estágio embrio-larval de zebrafish foi capaz de predizer 

a toxicidade oral aguda em roedores em 53,33%. 
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A Figura 8 apresenta a frequência das 15 substâncias nas diferentes categorias de 

toxicidade oral aguda após a categorização de acordo com a DL50 estimada, utilizando o 

estágio embrio-larval de zebrafish.    

 

Figura 8. Frequência das diferentes categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o 
Sistema Global de Harmonização (GHS), determinado a partir dos valores estimados na 
escala logarítmica da dose média letal (DL50) utilizando o modelo pré-clínico utilizando os 
estágios embrio-larvais de zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda. Barras 
representam média ± SEM. 

 

Pode-se observar que o modelo pré-clínico proposto apresentou maior tendência 

de predição nas categorias intermediárias (3 e 4) e de baixa toxicidade do GHS (5 e não 

categorizado) diferente do que pode ser observado para as categorias de alta toxicidade 

(1 e 2), no qual apenas 1 substância foi classificada como categoria 2 e nenhuma como 

categoria 1. 

O número de substâncias avaliadas das categorias mais tóxicas (1 e 2) foi baixo, 

apenas 3 substâncias (cicloheximida, sulfato de tálio I e cloreto de mercúrio II), 

representando 20% de todas as substâncias, o que pode ter influenciado no 

deslocamento da categorização para as categorias intermediárias e de baixa toxicidade 

(3, 4, 5 e não categorizado). 
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5.2 Análises dos efeitos subletais para o estágio embrio-larval de zebrafish 
como um parâmetro complementar para predizer a toxicidade oral aguda in vivo. 

Em relação aos efeitos subletais, todas as substâncias induziram anormalidades 

morfológicas significativas, exceto o ácido acetilsalicílico, cloreto de sódio, álcool 

isopropílico, etanol e glicerol, como indicadas na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Malformações observadas no desenvolvimento embrionário dos estágios 
iniciais de zebrafish expostos às substâncias após 96 h. 

Substância 

D
ef

or
m

id
ad

e 
de

 c
au

da
 

A
tr

as
o 

na
 

ec
lo

sã
o 

Ed
em

a 
de

 
Pe

ric
ár

di
o 

Ed
em

a 
de

 
sa

co
 v

ite
lín

ic
o  

A
us

ên
ci

a 
de

 
eq

ui
líb

rio
 

M
á 

ab
so

rç
ão

 d
o 

sa
co

 v
ite

lín
ic

o  

Pi
gm

en
ta

çã
o  

 C
or

po
ra

l 

Cicloheximida X X X X X X * 
Sulfato de Tálio I X * * * X X * 
Cloreto de Mercúrio II X * X * X X * 
Diclorvos X X X X X X * 
Verapamil HCl X * X * X X * 
Cloreto de Cádmio II * X * * X X * 
Propranolol X * * * X X * 
Oxalato de Sódio * * * * X X * 
Sulfato de Atropina * * * * X * * 
Ácido Acetilsalicílico * * * * * * * 
Acetaminofeno X * * * X * X 
Cloreto de Sódio * * * * * * * 
Álcool Isopropílico * * * * * * * 
Etanol * * * * * * * 
Glicerol * * * * * * * 

X: Característica morfológica/função afetada 
*: Característica morfológica/função não afetada 

 

O desenvolvimento embrionário de zebrafish apresenta uma alta conservação nas 

interações e respostas biológicas humanas (McGrath; Li, 2008; Garcia, Noyes, Tanguay, 

2016; Brannen et al., 2016), por isso a importância desse modelo para avaliação pré-

clínica, pois ele permite fazer além da determinação de parâmetros letais, a avaliação de 

parâmetros subletais, que precedem a letalidade e somados podem evidenciar melhor a 

toxicidade de compostos (Braunbeck et al. 2015; Hedgpeth et al., 2019). 

As malformações mais comuns identificadas nos estágios embrio-larvais expostos 

às 15 substâncias foram: deformidade de cauda, ausência de equilíbrio e má absorção de 

saco vitelínico, conforme ilustrado na Figura 9. 
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Figura 9. Fotomicroscopia representativa das principais malformações identificadas nos 
estágios embrio-larvais de zebrafish após 96 h de exposição à diferente substâncias: (A) 
Controle Negativo (2x); (B) Diclorvos 25 mg/L (2x) apresentando deformidade de cauda 
(seta preta), edema de pericárdio (seta vermelha) e má absorção de saco vitelínico (seta 
azul); (C) Cloreto de Mercúrio II 0,125 mg/L (2x) apresentando deformidade de cauda 
(seta preta ), edema de pericárdio (seta vermelha) e má absorção de saco vitelínico (seta 
azul); (D) Controle Negativo (2x); (E) Cicloheximida 5 mg/L (2x) apresentando 
deformidade de cauda (seta preta), edema de saco vitelínico (seta cinza) e má absorção 
de saco vitelínico (seta azul); (F) Propranolol 25 mg/L (2x) apresentando deformidade de 
cauda (seta preta) e má absorção de saco vitelínico (seta azul). 

 

 

A Figura 10 apresenta a frequência de distribuição dessas anormalidades 

morfológicas mais persistentes, nas diferentes categorias de toxicidade oral aguda, 

utilizando o estágio embrio-larval de zebrafish. 
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Figura 10. Frequência de distribuição das malformações mais persistentes nas diferentes 
categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o Sistema Global de Harmonização 
(GHS), utilizando o estágio embrio-larval de zebrafish.  

 
 

Portanto, é possível observar que avaliação de parâmetros subletais no FET 

(OECD 236) agrega valor significativo aos dados de toxicidade aguda com o estágio 

embrionário de zebrafish em confiabilidade e robustez para um teste já validado e 

padronizado internacionalmente. O acúmulo de hemácias e a formação de edemas, como 

os de pericárdio, saco vitelínico e cauda, quando não muito grave, são anormalidades que 

podem ser reversíveis no desenvolvimento do embrião. Já a deformidade de cauda, 

malformação de olho e de otólito e malformação craniofacial são anormalidades que 

raramente se recuperam. Outros efeitos subletais como má absorção ou alterações 

morfológicas de saco vitelínico e redução na pigmentação corporal ou de órgãos 

específicos podem ser observados, porém as informações de reversibilidade ainda são 

limitadas quanto a essas anormalidades. Além desses efeitos, pode-se observar 

alterações no comportamento como tremor e ausência de equilíbrio, os quais geralmente 

podem estar relacionados a efeitos neurotóxicos (Hellfeld et al., 2020). 

As alterações no comportamento das larvas de zebrafish são mais bem avaliadas 

com o auxílio de hardware e software específico (Hellfeld et al., 2020). Nesse estudo a 

avaliação de ausência de equilíbrio foi feita através do estímulo das larvas. 

Com base nos valores de CE50 apresentados na Tabela 10, pôde-se observar que 

a substância de maior toxicidade, em relação à subletalidade, foi o cloreto de mercúrio II e 

a menos tóxica para esse parâmetro foi o sulfato de atropina. De acordo com o GHS, elas 

são classificadas como categoria 2 (altamente tóxica) e categoria 4 (levemente tóxica), 

respectivamente, ou seja, assim como na avaliação dos parâmetros letais, houve uma 

similaridade de resposta entre zebrafish e roedores. 
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Tabela 10. Valores estimados da concentração média de efeito (CE50) em miligrama por 
litro (mg/L) dos efeitos subletais nos estágios embrio-larvais de zebrafish após 96 h de 
exposição às substâncias.  
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Cicloheximida 4,64 4,02 2,75 5,79 1,27 0,24 * 
Sulfato de Tálio I 53,31 * * * 1,25 4,73 * 
Cloreto de Mercúrio II 0,06 * 0,18 * 0,02 0,05 * 
Diclorvos 32,2 17,78 25,05 29,43 9,76 1,59x104 * 
Verapamil HCl 17,18 * 15,97 * 14,93 13,81 * 
Cloreto de Cádmio II * 1,75 * * 2,08x104 6,23 * 
Propranolol 85.38 * * * 6,91 21,28 * 
Oxalato de Sódio * * * * 885,50 791,30 * 
Sulfato de Atropina * * * * 861,70 * * 
Ácido Acetilsalicílico * * * * * * * 
Acetaminofeno 482,30 * * * 384,00 * 480,80 
Cloreto de Sódio * * * * * * * 
Álcool Isopropílico * * * * * * * 
Etanol * * * * * * * 
Glicerol * * * * * * * 

* Característica morfológica/função não afetada 
 

A Figura 11 demonstra a frequência dos efeitos subletais, considerando os valores 

de CE50, por categoria, de acordo com o GHS. A substância de categoria 1 avaliada 

apresentou 6 efeitos significativos das 7 anormalidades morfológicas. As substâncias de 

categoria 2 apresentaram em comum as anormalidades de deformidade de cauda, 

ausência de equilíbrio e má absorção de cauda. As substâncias de categoria 3 

desenvolveram em comum a ausência de equilíbrio e a má absorção de saco vitelínico. 

As de categoria 4 desenvolveram em comum apenas a ausência de equilíbrio. Já na 

categoria 5 apenas uma substância desenvolveu anormalidades significativas, 

apresentado deformidade de cauda, ausência de equilíbrio e pigmentação corporal. E por 

fim as substâncias não categorizadas não apresentaram anormalidade morfológicas 

significativas. 
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Figura 11.  Frequência de distribuição das malformações nos estágios embrio-larvais de 
zebrafish, considerando os valores na escala logarítmica da concentração média de efeito 
(CE50), nas diferentes categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o Sistema 
Global de Harmonização (GHS). 

 

Pode-se observar que as substâncias mais tóxicas classificadas pelo GHS 

apresentaram maior frequência de efeitos subletais quando comparados às substâncias 

menos tóxicas e as anormalidades morfológicas mais frequentes se apresentaram em 

comum em todas as categorias avaliadas. Dessa forma, esses dados confirmam que a 

associação da análise dos parâmetros subletais na avaliação da toxicidade aguda com o 

estágio embrio-larval de zebrafish pode fornecer um modelo pré-clínico de avaliação da 

toxicidade oral aguda in vivo, pelo menos como uma etapa intermediária entre os testes in 

vitro e in vivo. 

 

5.3 Avaliação da aplicabilidade do modelo de regressão linear, utilizando um 
protótipo a fármaco, LQFM 021 

A avaliação da aplicabilidade do modelo pré-clínico proposto foi realizado a partir 

do modelo de regressão linear (Fig. 7) utilizando um protótipo a fármaco, denominada 

LQFM 021, o qual se apresenta como um agente promissor anti-inflamatório, analgésico e 

antinoniceptivo.  

Os embriões e larvas de zebrafish foram expostos ao LQFM 021 por 96 h para 

avaliação de segurança do protótipo a fármaco. Os parâmetros letais e subletais foram 

avaliados durante todo o período de exposição (dados parcialmente publicados em Moura 

et al., 2017; Anexo B). Os valores de CL50 de 24 h a 96 h de exposição estão 
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apresentados na Tabela 11, mas para avaliar a aplicabilidade do modelo foi utilizado 

apenas o valor de CL50-96h. 

 

Tabela 11. Valores estimados da concentração média letal (CL50) do candidato a fármaco 
LQFM 021, obtidos após 96 h de exposição aos estágios embrio-larval de zebrafish e seu 
intervalo de confiança (IC). 

LQFM021 CL50 (mg/L) IC 95% (mg/L) 
24 h 881,50 497 – 2.751 
48 h 767,7 430,2 – 2.378 
72 h 767,7 430,2 – 2.378 
96 h 203,5 129 – 365,2 

 

O protótipo a fármaco apresentou CL50-96h de 203,5 mg/L e esse valor foi aplicado à 

equação (5) do modelo de regressão linear a fim de predizer a DL50. A DL50 estimada a 

partir do modelo pré-clínico de predição da toxicidade oral aguda utilizando os estágios 

embrio-larvais de zebrafish foi de 408,52 mg/kg o que o categoriza, de acordo com o 

GHS, como uma substância de categoria 4 (DL50 entre 300 - 2000 mg/kg), um composto 

levemente tóxico. 

Martins e colaboradores (2013) avaliaram a toxicidade oral aguda do LQFM 021 

utilizando o teste de classe tóxica aguda (OECD TG 423), com camundongos fêmeas 

Swiss. Nesse estudo, o protótipo a fármaco foi categorizado como categoria 4 de acordo 

com o GHS (300 < DL50 < 2000 mg/kg) o que corrobora com os resultados obtidos através 

do modelo pré-clínico de predição da DL50 utilizando os estágios embrio-larvais de 

zebrafish apresentados nesse trabalho. 

Além dos efeitos letais do LQFM 021 também foram observados os efeitos 

subletais durante o período de exposição. Considerando o objetivo desse trabalho, só 

serão apresentados os efeitos subletais após 96 h de exposição. As larvas após 96 hpf 

apresentaram ausência de equilíbrio, má absorção do saco vitelínico e edema de 

pericárdio. Os valores da CE50 desses efeitos estão apresentados na Tabela 12. 
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Tabela 12. Valores estimados da concentração média de efeito (CE50) dos efeitos 
subletais em larvas de zebrafish após 96 h de exposição ao LQFM 021 e seu intervalo de 
confiança (IC) 

Efeitos subletais CE50-96h (mg/L) IC 95% (mg/L) 
Ausência de equilíbrio 77,27 35,38 – 168,80 
Má absorção do saco vitelínico 77,68 35,59 – 169,50 
Edema de pericárdio 71,28 33,47 – 151,80  

 

 As anormalidades observadas nas substâncias de categoria 4 foram deformidade 

de cauda, ausência de equilíbrio e má absorção de cauda, sendo a segunda a única 

apresentada em comum para todas as substâncias avaliadas dessa categoria. Dessa 

forma, as malformações apresentadas pelo LQFM 021 se correlacionam com as avaliadas 

pelas substâncias de categoria 4. Por fim a avaliação dos parâmetros letais e subletais do 

LQFM 021 utilizando o estágio embrio-larval de zebrafish apresentaram uma similaridade 

de resposta entre zebrafish e roedores. 

 

5.4. Modelos de QAAR gerados para predizer a toxicidade oral aguda in vivo 

Antes de desenvolver a modelagem QAAR, uma matriz de correlação de Pearson 

foi usada como um modelo qualitativo, a fim de identificar descritores altamente 

correlacionados com o pDL50 de ratos e para remover descritores colineares (inter-

correlacionados). O uso de variáveis independentes não relacionadas pode melhorar o 

desempenho preditivo de modelos contínuos, pois apresentam efeitos diferentes sobre a 

variável dependente.  

A Figura 12 apresenta a matriz de correlação entre os descritores toxicológicos e o 

pDL50 de ratos. Não foi observado colinearidade (R2 > 0,85) entre os descritores 

toxicológicos de zebrafish, porém observou-se que os descritores “pCL50-96h” e “má 

absorção de saco vitelínico” apresentaram considerável correlação (R2 = 0,81) e 

dependência com a variável dependente, pDL50 (p < 0,001), o que sugere que ambos os 

descritores podem ser importantes na predição do pDL50. Por outro lado, alguns 

descritores apresentaram correlação negativa, como a “categoria GHS predita com 

zebrafish no modelo de regressão linear” e “ausência de equilíbrio” (R2 = -0,82; p < 

0,001). 

 



45 
 

Figura 12. Matriz de correlação entre os descritores toxicológicos (efeitos letais e 
subletais) e a variável dependente (pDL50). O valor de medida varia de -1 (correlação 
negativa forte) a 1 (correlação positiva forte). Um valor de 0 representa nenhuma 
correlação linear. *valor de p < 0,001. A análise estatística foi realizada por meio do teste 
qui-quadrado de Pearson na matriz do descritor de contingência.  

 

 

O uso dos descritores toxicológicos gerou modelos estatisticamente preditivos com 

valores de 𝑅!"#$  variando entre 0,80 e 0,95, 𝑄!"#$ 	 de 0,69 a 0,92, MAE de 0,18 a 0,44 e 

RMSE de 0,25 a 0,52, apresentados na Tabela 13.  
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Tabela 13. Desempenho externo dos modelos QAAR desenvolvidos para predizer a 
toxicidade oral em ratos. 

Método Descritores selecionados 𝑅$%&' 	 MAE RMSE 𝑄$%&' 	

Regressão linear simples pCL50-96h 0,76 0,66 0,49 0,50 

Regressão polinomial pCL50-96h, atraso na eclosão, má absorção 
do saco vitelínico e pigmentação corporal 

0,86 0,34 0,40 0,82 

Regressão linear múltipla Edema de pericárdio, pigmentação corporal 
e categoria GHS zebrafish 

0,80 0,44 0,52 0,69 

Regresão Isotônica Deformidade de cauda, edema de saco 
vitelínico, edema de pericárdio, 
pigmentação corporal e categoria GHS 
zebrafish 

0,90 0,24 0,28 0,90 

Gradient Boosted Tress Deformidade de cauda, categoria GHS 
zebrafish e pigmentação corporal  

0,92 0,25 0,30 0,89 

Random Forest* pCL50-96h, atraso na eclosão, edema de 
saco vitelínico, ausência de equilíbrio, má 
absorção de saco vitelínico, pigmentação 
corporal e categoria GHS zebrafish 

0,95 0,18 0,25 0,92 

*Melhor modelo QAAR 
𝑅!"#$ : coeficiente de correlação do conjunto de teste; MAE: erro absoluto médio (do inglês, mean 
square error); RMSE: erro quadrático médio (do inglês, root mean square error); (𝑄!"#$ ): coeficiente 
de correlação quadrático preditivo para o conjunto de teste;  

 

O modelo de regressão linear simples (pDL50 = 0,75 x pCL50-96h + 0,75) mostrou 

desempenho estatístico insatisfatório (𝑅!"#$  = 0,76, 𝑄!"#$  = 0,50, MAE = 0,66 e RMSE = 

0,49), indicando que o pCL50-96h por si só, não é suficiente para prever os valores de 

pDL50 de novos produtos químicos, diferente do que foi observado no modelo de 

correlação apresentado anteriormente em que a correlação foi estatisticamente 

significativa. O gráfico de dispersão dos valores de pDL50 experimental vs. preditos 

obtidos a partir do modelo de Regressão Linear Simples está apresentado na Figura 13a. 

 Como a seleção do descritor é um problema proeminente no desempenho de 

QAAR, foi aplicado um GA para escolher o conjunto ideal de descritores com alta 

capacidade de predição do pDL50. Como pode ser observado na Tabela 13 e na Figura 

13b, o modelo construído usando sete descritores toxicológicos (pCL50, atraso na eclosão, 

edema de saco vitelino, ausência de equilíbrio, má absorção do saco vitelino, 

pigmentação corporal e categoria GHS predita com zebrafish) em combinação com o 

método Random Forest demonstrou o melhor desempenho entre todos os outros modelos 

(𝑅!"#$  = 0,95, 𝑄!"#$  = 0,92, MAE = 0,18, e RMSE = 0,25). 
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Figura 13. Gráfico de dispersão dos valores de pDL50 observados vs. preditos para as 
substâncias do conjunto de teste. (a) Modelo de regressão linear simples utilizando a 
variável independente pCL50-96h e (b) Modelo Random Forest utilizando as variáveis 
independentes pCL50-96h, atraso na eclosão, edema de saco vitelino, ausência de 
equilíbrio, má absorção de saco vitelino, pigmentação corporal e categoria GHS predita 
com zebrafish. 

 

 

De maneira geral, os modelos QAAR gerados neste estudo apresentaram 

desempenho superior quando comparados aos modelos de regressão publicados por Ali e 

colaboradores (R2 = 0,78) e Scholz e colaboradores (R2 = 0,20). Consequentemente, as 

malformações observadas nos estágios embrio-larvais de zebrafish podem ser 

adicionados com sucesso na predição do pDL50 de toxicidade oral aguda para novos 

produtos químicos. Apesar disso, mais dados toxicológicos de zebrafish ainda são 

necessários para melhorar a relação química-biológico e, assim, aumentar a 

confiabilidade nas predições. 

As representações esquemáticas das árvores (Trees) de regressão, obtidas com o 

método Random Forest e que foram usadas para construir o melhor modelo QAAR, estão 

apresentados no Apêndice B. Random Forest é um método de aprendizado de máquina 

que aprende com os dados do descritor usando um conjunto de árvores de regressão. 

Cada um dos modelos de árvore de regressão é aprendido em um conjunto diferente de 

produtos químicos e/ou um conjunto diferente de descritores. O modelo de saída 

descreve um conjunto de modelos de árvore de regressão e é aplicado no preditor 

correspondente usando uma média simples das previsões individuais (Breiman, 2001). 
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6 CONCLUSÃO 

Nossos resultados sugerem que os estágios embrio-larvais de zebrafish podem ser 

utilizados como modelo pré-clínico para estimar/predizer a toxicidade oral aguda, 

apresentando como um modelo intermediário na avaliação pré-clínica entre os ensaios in 

vitro e in vivo. Portanto podemos concluir que: 

● Na avaliação dos efeitos tóxicos letais das 15 substâncias houve 

similaridade de resposta entre o estágio embrio-larval de zebrafish e 

roedores;  

● A correlação entre a CL50-96h obtida nos ensaios com o estágio embrio-larval 

de zebrafish e a DL50 proveniente de dados da literatura referentes à 

avaliação da toxicidade oral aguda em roedores foi estatisticamente 

significativa; 

●  O modelo pré-clínico para estimar a toxicidade oral aguda apresentou um 

domínio de aplicação de 53.33%. 

● Os efeitos subletais observados nas 15 substância apresentam uma 

tendência de anormalidades de acordo com a categorização das 

substâncias, em que as substâncias mais tóxicas classificadas pelo GHS 

apresentaram maior frequência de efeitos subletais quando comparados às 

substâncias menos tóxicas e as anormalidades morfológicas mais 

frequentes se apresentaram em comum em todas as categorias avaliadas; 

● O protótipo a fármaco, LQFM 021, foi classificada pelo modelo proposto 

como categoria 4, de acordo com o GHS, conforme os estudos in vivo da 

literatura; 

● O modelo de Relação Quantitativa Atividade-Atividade utilizando sete 
descritores toxicológicos (pCL50, atraso na eclosão, edema de saco vitelino, 

ausência de equilíbrio, má absorção do saco vitelino, pigmentação corporal 

e categoria GHS predito com zebrafish) em combinação com o método 

Random Forest apresentou o melhor desempenho na predição da toxicidade 

oral aguda in vivo.  
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ANEXOS  
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Anexo B - Artigo publicado: Moura et al., 2017  
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a b s t r a c t

Scientific evidences have highlighted 5-(1-(3-fluorophenyl)-1H-pyrazol-4-yl)-2H-tetrazole (LQFM021) as
a promising anti-inflammatory, analgesic and antinociceptive agent due to its effects on peripheral
opioid receptors associated with activation of the nitric oxide/cGMP/KATP pathway. Despite these
important pharmacological findings, toxicity data of LQFM021 are scarce. Thus, this study investigated
the in vitro genotoxicity of LQFM021 through cytokinesis-block micronucleus assay (OECD Nº 487/2014).
Moreover, zebrafish model was used to assess the embryotoxicity potential of LQFM021 using fish em-
bryo toxicity test (OECD Nº 236/2013) with extended exposure to evaluate subchronic larval develop-
ment. In vivo subchronic toxicity of LQFM021 in rats (OECD Nº 407/2008) was also conducted. This
compound at the lower concentrations tested (3.1 and 31 mg/mL) did not promote changes in micronuclei
frequency in HepG2 cells. However, in the higher concentrations of LQFM021 (310 and 620 mg/mL)
triggered a significant increase of micronucleated HepG2 cells, showing an alert signal of potential
genotoxicity. Regarding the oral treatment of rats with LQFM021 (62.5, 125 or 250 mg/kg) for 28 days, the
main findings showed that LQFM021 promoted renal and liver changes in a dose-dependent manner,
being irreversible damage for kidneys while liver tissue showed a recovery after 14 days post treatment.
Regarding embryotoxicity, although the lower concentrations used did not show toxicity, the concen-
tration of LQFM021 (39.8 and 100 mg/L) promoted malformations in zebrafish embryo-larvae stage, in
especial cardiac tissue changes. In conclusion, anti-inflammatory compound LQFM021 seems to have
some limiting factors as a new therapeutic option to be used orally and in high repeated doses, related to
those found in the non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs).

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Pyrazole derivatives, which containing an aromatic five
membered heterocyclic ring with two nitrogen atoms [19], have

gained attention due to their wide applications in several research
fields, in especial in drug discovery and development [18].

The broad range of biological activities of pyrazole analogs has
allowed the development of several pharmacological agents,
including molecules with antibacterial [6], anticancer [21,29],
analgesic [1,27], anti-inflammatory [1,6,7] and cardiovascular
[10,16] potential. In fact, several anti-inflammatory drugs carrying
pyrazole scaffold are already commercially available, such as cele-
coxib, deracoxib and dipyrone [19]. However, some pyrazole de-
rivatives have been withdrawal from clinical practice or used with
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APÊNDICES 

Apêndice A - Taxa de mortalidade induzida pelas diferentes concentrações das 
substâncias-teste após 96 h de exposição ao estágio embrio-larval de zebrafish.  

Concentração (mg/L) CN 0,1 1 10  100  1000  
Cicloheximida 5% 5% 5% 90%* 100% 100% 
Sulfato de tálio I 0% 40% 0% 15% 0% 55%* 
Cloreto de Mercúrio II 0% 0% 100%

* 
100% 100% 100% 

Diclorvos 5% 20% 5% 10% 100%* 100% 
Cloreto de Cádmio II 0% 0% 10% 10% 100%* 100% 
Verapamil HCl 5% 5% 0% 20% 100%* 100% 
Propranolol 0% 5% 0% 0% 100%* 100% 
Oxalato de Sódio 5% 0% 5% 10% 5% 65%* 
Sulfato de Atropina 0% 5% 5% 10% 10% 5%* 
Ácido Acetilsalicílico 10% 15% 50% 50% 35% 100%* 
Acetaminofeno 10% 40% 55% 55% 50% 100%* 
Cloreto de Sódio 10% 0% 0% 5% 0% 10%* 
Álcool Isopropílico 5% 0% 0% 0% 5% 5%* 
Etanol 5% 5% 15% 5% 5% 25%* 
Glicerol 5% 10% 15% 10% 20% 5%* 

*Maior concentração utilizada no ensaio definitivo. 
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Apêndice B – Informações de suporte 
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