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RESUMO

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

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

'Laboratério de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Goias.
2Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro (ToxIn), Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Goias.

O estagio embrio-larval de zebrafish (Danio rerio) oferece um sistema complexo e
multicelular que integra varios tecidos e processos de diferenciagdo. Além disso, os
embrides de zebrafish sdo estrutural e funcionalmente semelhantes aos vertebrados,
incluindo os humanos. O teste de toxicidade aguda com embrides e larvas de zebrafish ja
€ uma abordagem alternativa reconhecida mundialmente para a avaliagao
ecotoxicolégica, porém ndo esta incluido nas normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo 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
extrapolacdo de dados para humanos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade aguda de substancias com diferentes categorias no Sistema Global de
Harmonizagdo (GHS), usando o estagio embrio-larval de zebrafish para determinar os
valores de CLsg e compara-los com dados in vivo (DLsg) da literatura, a fim de gerar um
modelo alternativo para predicdo da toxicidade oral aguda em roedores. Este modelo de
predicédo foi avaliado pela aplicacdo de um candidato a farmaco (LQFM 021). Para tanto,
15 substancias foram avaliadas utilizando o Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test
(OECD 236). Os parametros avaliados foram os efeitos letais e subletais de cada
substancia e do LQFM 021, apos 96 h de exposicdo. Um modelo de regresséo linear
usando os valores na escala logaritmica de CLso e DLso foi gerado para a estimar a DLso a
partir dos valores CLsp do teste de toxicidade aguda com zebrafish. Este modelo resultou
na seguinte equacao: Log DLso (mg/kg) = 0,5749 x log CLso (mg/L) + 1,284. O dominio de
aplicagdo do método avaliado foi de 53,33% e o valor de R? foi de 0,66. Em relagéo aos
efeitos subletais, as substéncias categorizadas como mais toxicas no GHS foram as que
apresentaram mais anormalidades no desenvolvimento. A DLso de predicdo do protétipo a
farmaco LQFM 021, utilizando o teste FET, o qual é classificado como categoria 4 no
GHS para toxicidade sistémica oral aguda, foi de 408,52 mg/kg, ou seja, manteve-se
classificado como categoria 4. Nesse trabalho também foi desenvolvido modelos de
Relacdo Quantitativa Atividade-Atividade (QAAR), a partir dos dados obtidos no teste FET
com zebrafish. Esse modelo utilizando sete descritores toxicoldégicos gerou modelos
estatisticamente preditivos com valores de R? variando entre 0,80 a 0,95 e em
combinacdo com o meétodo Random Forest apresentou o melhor desempenho na
predicdo toxicidade oral aguda in vivo. Portanto nossos resultados sugerem que 0s
estagios embrio-larvais de zebrafish poderia ser pelo menos um refinamento no sentido
dos principios de 3R’s para predizer a toxicidade oral aguda in vivo, se apresentando
como um intermediario na avaliagao pré-clinica entre os ensaios in vitro e in vivo.

Palavras-Chave: Zebrafish, toxicidade oral aguda, DLsy, Sistema Global de
Harmonizagao, QAAR
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ABSTRACT

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

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

'Laboratério de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Goias.
2Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In Vitro (ToxIn), Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Goias.

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 LCsp values and compared with in vivo (LDso) 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 2306).
Parameter evaluated was lethal and sublethal effects after 96 h of exposure. A linear
regression-model using the log-transformed of the LCso values and LDso was generated for
the estimated of LDso from LCsp values. This model resulted in the following equation Log
LDso (mg/kg) = 0.5749 x log LCso (mg/L) + 1.284. The method domain of application was
53.33% and the R? was 0,66. Sublethal effects indicate that substances more toxic
presented more abnormalities. The DLso 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 R? 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, DLso, alternative-testing methods, Global
Harmonisation System, QAAR.
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1 INTRODUGAO

A anadlise da seguranga de substéncias quimicas, medicamentos e cosméticos,
vacinas e biofarmacos, alimentos e aditivos alimentares €& fundamental antes da
comercializagdo para uso humano. O avango da ciéncia e da tecnologia desencadeou em
um desenvolvimento significativo na area de avaliagcdo da toxicidade, por meio do
aprimoramento de métodos convencionais e da aplicagdo de novas técnicas. A
extrapolacado de dados de toxicidade obtidos com modelos animais ndo é completamente
segura para humanos, devido as variagbes na anatomia, fisiologia e bioquimica entre as
espéecies. No entanto, por razdes éticas, esses produtos quimicos devem ser testados em
diferentes modelos animais (ensaios pré-clinicos) antes de serem submetidos a testes em

humanos (ensaios clinicos) (Erhirhie; Ihekwereme; llodigwe, 2018).

O processo de selecdo das espécies, para os ensaios pré-clinicos in vivo, é
efetuado em funcdo das semelhangas existentes entre os humanos e os modelos
animais, e normalmente, s&o utilizadas duas espécies distintas, uma de roedor (e.g.,
ratos, camundongos, porquinho-da-india) e outra de nao-roedor (e.g., coelhos, caes),
obtendo-se assim informagdes sobre as semelhancas e diferencas em termos
toxicocinéticos (Lavandeira, 2014). Essas espécies, roedores e n&o-roedores, s&o
utilizadas na avaliagdo da toxicidade aguda pelo governo dos Estados Unidos, desde a
década de 1950 (Ducharme et al., 2015).

A maioria das agéncias regulatérias no mundo exigem o teste de toxicidade aguda
para rotulagem e classificagdo de substancias para uso humano de acordo com o Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos (GHS), a fim de
que os dados sejam harmonizados globalmente (Erhirhie; Ihekwereme; llodigwe, 2018).
Os produtos quimicos podem ser alocados em uma das cinco categorias de toxicidade
(Tabela 2) com base na toxicidade aguda pela via oral, dérmica ou inalatéria de acordo
com os critérios numéricos expressos como dose letal média (DLso) aproximada (GHS,
2017). As substancias com DLso abaixo de 5 mg/kg s&o classificadas como extremamente
toxicas, enquanto as substancias com DLsp acima de 5.000 mg/kg s&o consideradas
relativamente inofensivas (ndo toxicas) (Erhirhie; Inekwereme; llodigwe, 2018).

Considerando que, anualmente, até mil novos produtos quimicos sao introduzidos
no mercado, houve um acumulo de ensaios de toxicidade e, consequentemente, um
numero enorme de animais foram usados nessas avaliagdes. Assim, novos meéetodos de

triagem sao necessarios para acompanhar o desenvolvimento de novos produtos
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quimicos a fim de reduzir o numero de animais utilizados e proteger a saude humana e
ambiental (Ducharme et al., 2015; Brannen et al., 2016). Para a avaliacdo da toxicidade
oral aguda, nesse contexto, métodos in vitro e in silico tem sido introduzidos na avaliagéo

pré-clinica (Erhirhie; Inekwereme; llodigwe, 2018).

Nesse sentido, o estagio embrio-larval de zebrafish (Danio rerio) esta 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 ndo substitui os modelos de roedores, mas € complementar a eles, sendo
particularmente util em relagédo ao custo e na obtencdo de analises rapidas e de alto
rendimento, como por exemplo nos estagios iniciais (pré-regulatérios) de desenvolvimento

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

Entre as caracteristicas atrativas do modelo de embrido de zebrafish estdo seu
tamanho pequeno; desenvolvimento rapido, bem caracterizado e muito similar ao de
outros vertebrados (incluindo os humanos); desenvolvimento embrionario externo e
transparente protegido por um coérion também transparente, o que permite o facil
monitoramento das mudangas morfoldgicas por estereomicroscopia. A organogénese dos
orgaos principais € concluida em 5 dias apos a fertilizagao (dpf). Além disso, destaca-se o
baixo custo de manuteng¢ao dos animais, bem como a alta taxa de reprodug¢do, 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 quimicos ou ao
estresse sdo conservadas entre o zebrafish e os mamiferos. O genoma completamente
sequenciado do zebrafish, a similaridade genética a outras espécies de vertebrados
(incluindo os humanos) também se destacam quanto a possiveis extrapolagdes (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 substancias com diferente categorizagéo pelo GHS e determinar a
correlagdo entre a concentracdo média letal (CLsp), proveniente do teste de toxicidade
aguda com o estagio embrio-larval de zebrafish, e a DLsg de dados da literatura com
roedores. Essa analise de correlagdo da toxicidade oral aguda de roedores e zebrafish
também ira considerar os dados de subletalidade, como um parametro complementar que
acarreta a letalidade. Para tanto, esse modelo de predicdo da toxicidade oral aguda in
vivo obtido com dados letais e subletais sera aplicado a um protétipo a farmaco, o LQFM
021 (Martins et al. 2013).




2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O uso de animais na avaliagao da toxicidade

O uso de animais na experimentacéo cientifica é praticado desde a antiguidade e
0s primeiros registros foram encontrados na Grécia antiga. Em torno de 500 a.C,
Hipocrates relacionava o aspecto de érgdos humanos doentes com o de animais e,
Alcmaeon realizava estudos de natureza anatomofisiolégica. Aristoteles (384-322 a.C)
também realizou estudos comparativos e observou semelhangas e diferengcas na
anatomia e fisiologia entre 6rgdos humanos e animais (Miziara et al., 2012). Galeno (130-
210 d.C), em Roma, avaliou variaveis dos sistemas induzindo alteragbes organicas em
animais e a partir desses experimentos relatou importantes caracteristicas estruturais e

fisiologicas dos vasos sanguineos (Baeder et al., 2012).

Nos séculos seguintes, houve aumento na experimentacdo animal assistido por
diferentes vieses ideologicos. Na idade média, com o advento da tradicdo judaica-crista,
proibiu-se a dissecagao de cadaveres e 0s animais passaram a ser considerados seres
desprovidos de alma, o que levou ao aumentou do uso deles na experimentagdo. No
Renascimento, surgiu o movimento do antropocentrismo, o qual consolidou a ideia de que
todas as coisas existentes deveriam servir a espécie humana, o que sustentou a
experimentacdo animal como método padrdo de investigacdo cientifica (Guimaraes;
Freire; Menezes, 2016). Porém, o auge da experimentagdo animal s6 aconteceu no
século XVIl, quando o filésofo René Descartes (1596-1660) formulou a “teoria
mecanicista”, na qual indicava que os animais eram considerados maquinas e
desprovidos de sentimento e alma, portanto, incapazes de sentir dor. Desse modo, em
1638, William Harvey publicou um livro sobre a fisiologia da circulagdo com mais de 80
especies diferentes de animais, resultados obtidos em estudos experimentais utilizando a
dissecagao de animais (Baeder et al., 2012; Guimarées; Freire; Menezes, 2016).

Posteriormente, em 1789, o filosofo Jeremy Bentham contrapds essa teoria,
alegando que ha diferenga entre a capacidade de sofrer e a de n&o raciocinar, e que,
portanto, o uso de animais deveria ser revisto. Essa atitude deu origem a base para os
principios morais e para a legislagdo atualmente utilizada nas regulamentagdes éticas dos
procedimentos de experimentagao animal (Bhentam, 1981; Baeder et al., 2012; Miziara et
al., 2012; Guimaraes; Freire; Menezes, 2016). Charles Darwin publicou em 1859 o livro “A
Origem das Espécies”, no qual demonstrou a relagdo das diferentes espécies animais
dentro do processo evolutivo, 0 que possibilitou a extrapolacdo dos dados obtidos em
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modelos animais para seres humanos (Baeder et al., 2012). Deste modo, no século XIX
propagou-se principios morais e éticos com o crescimento do uso de animais em
laboratorios de pesquisa cientificas. 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 paises

(Cazarin; Corréa; Zambrone, 2004; Guimaraes; Freire; Menezes, 2016).

Ainda no século XIX, houve a ascensao da ciéncia biomédica moderna, o que
causou um aumento no numero de animais utilizados em experimentos cientificos e a
opinido 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 sifilis.
Pacientes que fizeram uso desse medicamento desenvolveram ictericia e, a partir desse
evento, os cientistas se uniram na crengca de que a experimentagdo em animais era
fundamental para a expansdo do conhecimento. Dessa forma, o uso de animais para
estudar os efeitos adversos de novos medicamentos, aditivos alimentares, praguicidas,
entre outras substancias quimicas para os seres humanos foi intensificado (Tagliati et al.,
2014).

Em 1927, o farmacologista J.W. Trevan introduziu o teste da DLso ou dose letal
50% para avaliar substancias que seriam utilizadas por seres humanos. Esse teste tinha o
objetivo de determinar a dose unica de uma substancia quimica suficiente para matar
metade dos animais expostos a ela (Valadares, 2006; Tagliati et al., 2014; Erhirhie;
Ihekwereme; llodigwe, 2018). Apesar da importancia desse teste, a experimentagéo
animal na toxicologia ainda era modesta, o que significa que medicamentos, por exemplo,
eram introduzidos na clinica sem que fossem adequadamente avaliados. Nesse cenario,
em 1937, ocorreu a tragédia do elixir de sulfanilamida, nos Estados Unidos. A
sulfanilamida era um antibidtico muito prescrito e vendido apenas em formulagdes solidas
até que a S.E. Massengil Company desenvolveu uma formulagado liquida com sabor de
framboesa utilizando como veiculo o dietilenoglicol, um solvente toxico que causou a
morte de mais de 100 pessoas, em sua maioria criangas. Evidentemente, tal fato ocorreu
em funcdo de testes de seguranga inadequados. Vale ressaltar que, até 1937, a lei norte-
americana ndo proibia a venda de medicamentos ndo testados, mas esse incidente
acelerou a promulgacgédo da Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, em
1938, iniciando um novo periodo de exigéncias para a avaliagdo da toxicidade de

produtos farmacéuticos, através de uso animais. Esse estatuto permanece como a base
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para a regulamentacdo da Agéncia americana de Administracdo Federal de Alimentos e
Medicamentos (do inglés, Food and Drug Administration; FDA) para medicamentos
(Kawano et al., 2006; Bansal et al., 2015; Tagliati et al., 2014).

Em 1947, foi criado o Codigo de Nuremberg com dez principios éticos, sendo que o
terceiro principio determina que “o experimento deve ser baseado em resultados de
experimentacdo em animais e no conhecimento da evolugdo da doenga ou outros
problemas em estudo; dessa maneira, os resultados ja conhecidos justificam a condigao
do experimento”. Esse marco foi decisivo para o desenvolvimento de novos
medicamentos e intensificou 0 uso de animais na experimentacéo cientifica, 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 predigdo de malformacgdes fetais induzidas pela Talidomida,
em milhares de criangas do mundo todo, entre 1956 e 1961 (Tagliati et al., 2014; Avila;
Valadares, 2019).

No inicio do século XX, a Associacao Médica Americana fez a primeira publicagao
acerca de aspectos éticos da experimentagao animal (Miziara et al., 2012) e em 1959, na
Inglaterra, o zodlogo William Russel e o microbiologista Rex Burch publicaram a obra The
Principles of Humane Experimental Technique, um marco historico na experimentagao
animal e para a avaliagado da toxicidade, no qual delinearam principios ao uso de animais
na pesquisa, conhecidos como o principio dos “3Rs”, da sigla do inglés Replace,
Reduction e Refinement (substituicdo, redugdo e refinamento). Replace (substituicdo)
refere-se a substituicdo dos ensaios in vivo por métodos alternativos como os testes in
vitro e in silico. Reduction (redug&o) indica usar o minimo de animais em um experimento
e Refinement (refinamento) significa minimizar o sofrimento, a dor e o desconforto dos
animais durante a experimentagdo, empregando meétodos adequados de analgesia,
sedacado e eutanasia (Russel; Burch, 1959; Cazarin; Corréa; Zambrone, 2004; Miziara et
al., 2012; Baeder et al., 2012; Araujo et al., 2014; Guimaréaes; Freire; Menezes, 2016;
Avila; Valadares, 2019).

Em 1969, foi realizada a primeira acdo em favor dos principios dos 3R’s com a
criacdo do Fundo de Substituicdo de Animais em Experiéncias Médicas (do inglés, Fund
of the Replacement of Animals in Medical Experiments; FRAME), 6rgao para promover
junto a comunidade cientifica 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 condigdes as quais 0s animais
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eram submetidos em industrias de cosméticos e alimentos. A partir de entdo, os aspectos
éticos envolvendo a experimentagdo animal passou a ser amplamente discutidos no meio
académico e cientifico. Em 1978, a Organizagcédo das Nagdes Unidas para a Educacéo, a
Ciéncia e a Cultura (Unesco), firmou a Declaracado Universal dos Direitos dos Animais, a
qual propds uma conduta humana com mais dignidade e respeito frente aos animais
(Baeder et al., 2012).

No Brasil, a primeira lei especifica quanto ao uso de animais na experimentagao
cientifica foi a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979, o qual estabeleceu normas para a
pratica didatico-cientifica da vivissecgao de animais (Brasil, 1979; Guimaraes, Freire,
Menezes, 2016). Anos depois, em 1998, a Lei de Crimes Ambientais, Lei n® 9.605, de 12
de fevereiro de 1998, passou a considerar a pratica de abuso, maus-tratos, ferimentos ou
mutilagdo de animais domésticos ou de uso para fins didaticos ou cientificos, como crime
contra 0 meio ambiente (Brasil, 1998; Avila, Valadares, 2019). O marco nos aspectos
éticos e legais na experimentag&do animal ocorreu com a publicagdo da Lei Arouca (Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008), que dispde sobre os procedimentos para o uso
cientifico de animais e revoga a Lei n° 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
avaliacao da toxicidade durante o século XX.

1922: Toxicidade do

medicamento Salvarsan® 1998: Lei n® 9.605:
Vel i Lei de Crimes
1927: Teste da DL, 1947: Codigo de Nuremberg 1969: FRAME Ambientais

1930

1937: Tragédia do elixir de 1956 - 1961: Desastre da 1978: Declaragdo Universal dos
sulfanilamida Talidomida Direitos dos Animais

1938: Lei Federal de 1959: Principios dos 3R's 1979: Lei n® 6.638: Normas para
Alimentos, Medicamentos e (Russel e Burch) a pratica didatico-cientifica da
Cosméticos (FDA) vivissecgao de animais

Fonte: A propria autora.

2.2 Avancgos no teste de toxicidade oral aguda in vivo

A avaliagdo da seguranga de substéncias quimicas para a saude humana e para o
meio ambiente envolvem a identificacdo e a quantificacdo dos riscos inerentes a esse

agente quimico, através de uma analise quantitativa combinada tanto da exposi¢cao
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quanto do perigo, incluindo a estimativa das incertezas associadas a esses fatores
(Lavandeira, 2014; Sturla et al., 2014). Essa avaliagao de risco € solicitada pelas agéncias
regulatorias nos processos investigativos desde o desenvolvimento de um produto até o
seu registro e a sua comercializagao, incluindo seu descarte (Cazarin; Corréa; Zambrone,
2004).

A avaliacdo de seguranga inicia-se com o0s ensaios pré-clinicos utilizando
metodologias in vitro e in vivo. Esses ensaios definem indicadores de toxicidade
decorrentes da exposicdo aguda e cronica. A dose letal mediana (DLsg) ou a
concentracdo letal mediana (CLsp) sdo frequentemente indicadores de toxicidade aguda.
O menor nivel de efeito adverso observado (Lowest Observed Adverse Effect Level;
LOAEL) e o nivel de nenhum efeito adverso observavel (No Observed Adverse Effect
Level; NOAEL) caracterizam o perfil toxicolégico da substancia. Esses indicadores e os
fatores de incertezas derivados empiricamente, estabelecem diferentes valores de
referéncia de risco, como o nivel derivado sem efeito (Derived No-Effect Level; DNEL),
que aponta o nivel de exposi¢cédo abaixo dos quais uma substancia ndo prejudica a saude
humana ou ambiental (Lavandeira, 2014; Sturla, et al., 2014).

Os testes toxicologicos pré-clinicos harmonizados e normalmente requeridos para
fins regulatérios na avaliagdo de seguranca sdo os estudos de toxicidade aguda, de
toxicidade sub-crénica, de toxicidade cronica, de toxicidade reprodutiva, de toxicidade
sobre o desenvolvimento, de genotoxicidade, de carcinogenicidade, de tolerancia local e
de toxicocinética (Brasil, 2012; Brasil, 2012a; Brasil, 2013; Brasil, 2019). Esses testes
geram diversas informagdes fundamentais para a seguranga dos produtos, tais como os
indicadores de toxicidade, a relagdo dose-reposta, 0 mecanismo de toxicidade nos érgéos
alvos, o potencial téxico em orgaos especifico 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 toxicoldgicos pré-clinicos harmonizados
para avaliagdo de seguranga de substancias e suas principais caracteristicas, contudo
considerando o objetivo do presente estudo, adiante sera abordado mais detalhadamente
apenas o teste de toxicidade aguda.




Tabela 1. Teste toxicologicos pré-clinicos harmonizados para avaliagdo da seguranca e
suas principais caracteristicas.

Teste toxicolégico

Principais caracteristicas

Toxicidade aguda

Teste utilizado na avaliagdo da toxicidade provocada por uma exposi¢cao a
uma substancia-teste por um periodo curto (ndo superior a 24 h) a fim de
determinar o grau de toxicidade da substancia. Esse teste permite
determinar a DLso e contribui para o planejamento de estudo de toxicidade
subcrdnica.

Toxicidade sub-crénica

Teste utilizado para determinar o NOAEL e identificar 6rgdos-alvo de
toxicidade e o modo como esses sdo afetados. Além disso, auxilia no
desenho de estudos de toxicidade crénica.

Toxicidade cronica

Teste utilizado para estabelecer o NOAEL e caracterizar a toxicidade de
uma substancia-teste, apds a exposi¢ao prolongada (um ano) e repetida.

Toxicidade reprodutiva
sobre o desenvolvimento

Teste utilizado para identificar algum efeito de uma substancia-teste na
reproducdo de mamiferos. Deve contemplar a fertilidade e o
desenvolvimento embrionario inicial, o desenvolvimento pré e pds-natal e o
desenvolvimento embrio-fetal. Fornece sobre gametogénese, ciclo estral,
comportamento de acasalamento, concepg¢ao, manutencdo e duragcdo da
gestagdo, parto, tamanho da ninhada, morbidade neonatal, mortalidade,
lactagdo, desmame, desenvolvimento da prole e 6rgéos-alvo na prole, morte
e reabsorgdo do embrido ou do feto, efeitos teratogénicos (malformagoes),
retardo no crescimento ou atrasos especificos sobre o desenvolvimento e
diminuicdo de capacidades funcionais pés-natal.

Genotoxicidade

Teste utilizado para avaliar o potencial de uma substancia-teste causar
mutacdes génicas e alteragcbes cromossbmicas. Fornecem dados que
auxiliam na identificagdo da necessidade de estudos de carcinogenicidade.

Carcinogenicidade

Teste utilizado para avaliar o potencial de uma substancia-teste gerar o
desenvolvimento de tumores como consequéncia da exposig¢do, durante um
tempo consideravel de sua vida, por varias doses da substancia-teste e por
uma via de administracéo apropriada.

Tolerancia local

Teste utilizado para conhecer se as substancias testes séo toleradas em
locais especificos do corpo no qual o produto podera entrar em contato. Os
estudos a serem realizados s&o os testes de tolerdncia no local de
administracdo, teste de toxicidade sistémica, testes de tolerancia para vias
especificas de administragcéo e potencial de sensibilidade.

Toxicocinética

Teste utilizado para descrever a exposicdo sistémica a uma substancia
teste, obtida em animais, e a sua relagdo com o nivel de dose e o tempo.
Além disso, os dados podem contribuir para a seguranga clinica, dar suporte
a escolha de espécies e regimes de tratamento em estudos de toxicidade
ndo clinica e fornecer informagbes que em conjunto com achados
toxicologicos contribuam para o desenho de estudos ndo clinicos de
toxicidade subsequentes.

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

Os testes de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos apds a exposi¢cado do

organismo a uma unica ou multipla dose da substancia em 24 h por uma rota conhecida

(oral, dérmica ou inalatéria) e sao utilizados para determinar o potencial de letalidade,

estabelecendo o valor da DLsp, € 0 grau de toxicidade das substéncias, principalmente,

para atender as agéncias regulatérias quanto a classificagdo de risco e rotulagem das

8




substancias na industria quimica, agroquimica e farmacéutica (Valadares, 2006; Scholz et
al., 2014; Erhirhie; Ihekwereme; llodigwe, 2018).

Como citado anteriormente, em 1927, foi introduzido o primeiro teste de toxicidade
oral aguda, conhecido como teste classico da DLso, no qual eram usados mais de 100
animais (geralmente ratos e camundongos) para cada substancia-teste, divididos em 5
grupos de doses (Valadares, 2006; Erhirhie; Inekwereme; llodigwe, 2018). Esse teste foi
amplamente utilizado na década de 70 apds as agéncias regulatérias, como por exemplo,
o FDA, exigirem essa avaliagdo como pré-requisito na aprovagdo de novos produtos
(Valadares, 2006).

A Organizagao para Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (Organizantion for
Economic Cooperation and Development, OECD) inseriu em suas diretrizes, em 1981, o
teste da DLso 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 calculos
estatisticos, a DLsp (Valadares, 2006; Erhirhie; Ihekwereme; llodigwe, 2018). Em 1983, o
FDA anunciou que n&o exigiria mais o teste da DLsg para os procedimentos regulatorios, o
que ocasionou uma reducgao significativa no uso de animais. Em 1987, a OECD iniciou
alteragdes no protocolo de toxicidade aguda, reduzindo o numero de animais de 30 para
20 (Cazarin, Corréa, Zambrone, 2004).

A partir de 1992, novos protocolos foram incorporados a OECD para avaliagéo da
toxicidade oral aguda, visando além de determinar o potencial toéxico das substancias, a
redugdo do numero e do sofrimento dos animais, s&o eles: teste de doses fixas (OECD
TG 420), teste de classe téxica 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 substancia avaliada é
administrada em um grupo de cinco animais de um unico sexo, normalmente fémeas,
para cada dose investigada, em um procedimento gradual usando as doses fixas de 5, 50,
300 e 2000 mg/kg. A selegcado da dose é feita através de um estudo de observacéo da
dose que se espera produzir alguns sinais de toxicidade sem causar efeitos toxicos
graves ou mortalidade (OECD, 2001; Erhirhie; Inekwereme; llodigwe, 2018).

O teste de classe toxica aguda (OECD TG 423) consiste em obter informagdes
suficientes sobre a toxicidade aguda da substancia em estudo (mortalidade ou sinais de

toxicidade) para permitir sua classificagdo, com a utilizagdo de um numero minimo de
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animais por etapa. O procedimento é realizado utilizando trés animais de um unico sexo,
geralmente fémeas, por meio de um processo sequencial usando as doses de 5, 50, 300
ou 2.000 mg/kg de peso corporal. A auséncia ou presenga de mortalidade relacionado a
substancia determinara a proxima etapa do teste, ndo excedendo seis animais por nivel
de dose (OECD, 2001a).

O teste “Up and Down” (OECD TG 425) tem como objetivo estimar o valor de DLso
de uma substancia 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 decisdo para definir se € necessario dosar no préximo animal e determinar a
dose, utilizando um maximo de cinco animais (OECD, 2008; Erhirhie; lhekwereme;
llodigwe, 2018).

Em dezembro de 2001, essas trés diretrizes foram revisadas e atualizadas e,
passaram entdo, a serem recomendadas e adotadas para avaliagdo da toxicidade oral
aguda. Com isso, a OECD 401 foi oficialmente banida dos procedimentos regulatérios no
ano seguinte (Cazarin, Corréa, 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 queratindcitos epidérmicos
humanos normais (NHK) sdo avaliados pelo teste de captagdo de vermelho neutro para
determinar o valor de concentragdo media inibitéria (Clso) e estimar o valor de DLsg [log
DLso (mg/kg) = 0,372 log Clso (ug/mL) + 2,024], o qual sera usado para determinar a dose
inicial para o teste de doses fixas, teste de classe tdxica aguda ou o teste “Up and Down”.
A aplicacdo dos dados de citotoxicidade por meio dessa OECD acarretou a redugao de
até 40% no uso de animais (Spielmann et al., 1999; Valadares, 2006; OECD, 2010;
Scholz et al., 2014).

As diretrizes de avaliacdo da toxicidade oral aguda in vivo apresentam como
objetivo a classificacdo das substancias avaliadas em categorias de toxicidade sistémica
aguda de acordo com o GHS (OECD, 2001; OECD, 2001a; OECD, 2008). As substancias
podem ser alocadas a uma das cinco categorias de toxicidade, descritas na Tabela 2,
com base nos valores estimados de DLso ou como estimativa de toxicidade aguda (ETA),
que pode ser obtida usando a relagado DLso/CLso, quando disponivel (GHS, 2017).




Tabela 2. Valores da dose média letal (DLso) e os critérios para categorias de toxicidade
oral aguda in vivo.

Categoria de DLso (mg/kg peso Classificagao

toxicidade corporal)

Categoria 1 Dlso < 5 Extremamente toxico

Categoria 2 5 < DLso < 50 Altamente toxico

Categoria 3 50 < DLsp < 300 Moderadamente tdxico

Categoria 4 300 < DLso < 2.000 Levemente toxico

Categoria 5 2.000 < DLso < 5.000 Praticamente ndo toxico
N&o Categorizado DLso > 5.000 Relativamente inofensivo

Fonte: GHS, 2017; Erhirhie; Ihekwereme; llodigwe, 2018.

A categorizagdo de substancias quimicas de acordo com o GHS visa garantir a
seguranga dos seres humanos e € baseada em resultados experimentais geralmente
obtidos por exposi¢ao oral, dérmica ou inalatéria de roedores (GHS, 2017). Porém, o uso
de animais na experimentagao cientifica apresenta inumeras desvantagens como o custo
elevado, a duracgédo do teste, a baixa capacidade preditiva e a baixa reprodutibilidade (Ball
et al., 2014; Avila; Valadares, 2019).

Dessa forma, ha uma forte demanda da sociedade e dos setores industriais pela
substituicdo de experimentos com animais durante a avaliagcdo de seguranga. As
industrias farmacéuticas, por exemplo, reduziram os testes de toxicidade oral aguda pois
as informacdes obtidas por esse estudo, durante o processo de desenvolvimento de
medicamento, tém pouco valor. (Scholz et al., 2014). Além disso, os érgéos regulatorios
de diferentes paises, como Estados Unidos, Reino Unido, Alemanha, Brasil entre outros,
ja aprovaram a utilizagdo de métodos alternativos ao uso de animais no processo de
registro de novos produtos quimicos (Cazarin, Corréa, Zambrone, 2004; Brannen et al.,
2016).

2.3 Métodos alternativos ao uso de animais na avaliagao da toxicidade de

novas substancias

O marco inicial da mudanga na experimentagdo animal foi o principio dos 3R’s,
discutidos por Russel e Burch (1959). A partir de entdo, foram criados diversos centros
com a finalidade de desenvolvimento, avaliacdo e validacado de métodos alternativos ao
uso de animais, como o Centro Nacional de Documentacdo e Avaliagdo de Alternativas
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para Métodos de Experimentagcdo Animal (do alemao, Zentrealstelle ErfassungBewertung
von zur Ersatz und zum Erganzungsmethoden Tierversuch; ZEBET) na Alemanha, o
Centro Europeu para Validagdo de Métodos Alternativos (do inglés, European Center for
the Validation of Alternative Methods; ECVAM) na Unido Européia, o Centro de
Coordenacédo Interagéncias para a Validacdo de Métodos Alternativos (do inglés,
Interagency Coordinating Center for the Validation of Alternative Methods; ICCVAM) nos
Estados Unidos, o Centro Japonés para Validagdao de Métodos Alternativos (do inglés,
Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM) no Japao, e o Centro
Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos (do inglés, Brazilian Center fot the
Validation of Alternative Methods; BraCVAM) no Brasil (Araudjo, et al., 2014; Avila;
Valadares, 2019).

Esses centros sdo instituicbes governamentais que d&o suporte aos oOrgaos
regulatérios, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil e o FDA
nos Estados Unidos, com o foco principal da substituicdo do uso de animais em testes
regulatorios para identificar as propriedades toxicas de substancias quimica (Araujo, et al.,
2014).

A mudanca quanto ao uso de animais na experimentacao cientifica foi acentuado
pela toxicologia do século XXI, a qual passou a se dedicar na promogao de testes in vitro
centrados na biologia humana. Seu marco inicial foi em 2007, apds a publicacdo do
relatério do Conselho Nacional de Pesquisa, Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision
and Strategy (Avila; Valadares, 2019).

No Brasil com a publicagcdo da Lei Arouca (Lei n° 11.794/2008) foi estabelecido a
criacdo das comissdes de ética no uso de animais (CEUAs), que s&o responsaveis por
fazer a revisao ética de procedimentos de ensino e pesquisa que envolvam a utilizagao de
animais, e do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que
€ o0 responsavel por estabelecer normas para a experimentagdo animal e estimular a
implantacdo de ensaios alternativos ao uso de animais para fins cientificos e didaticos
(Brasil, 2008; Guimaraes, Freire, Menezes, 2016; Avila, Valadares, 2019).

O CONCEA através da Resolugdo n°® 17, de 03 de julho de 2014 reconheceu os
meétodos alternativos validados (Tabela 3) ao uso de animais em atividade de pesquisa no
Brasil e a partir de entdo a substituicdo do método original pelo método alternativo passou
a ser obrigatorio no pais (Brasil, 2014; Avila, Valadares, 2019).




Tabela 3. Métodos alternativos ao uso de animais em atividade de pesquisa no Brasil,
reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Avaliagao

Guidelines | Testes

Potencial de irritacido e corrosao da pele

OECD TG 430 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste de
Resisténcia Elétrica Transcutanea

OECD TG 431 — Corrosdo dérmica in vitro: Teste da
Epiderme Humana Reconstituida

OECD TG 435 — Teste de Barreira de Membrana in vitro
OECD TG 439 — Teste de Irritacdo Cutanea in vitro

Potencial de irritagdo e corrosao ocular

OECD TG 437 — Teste de Permeabilidade e Opacidade de
Cédrnea Bovina

OECD TG 438 — Teste de Olho Isolado de Galinha

OECD TG 460 — Teste de Permeacao de Fluoresceina

OECD TG 491 — Teste in vitro de Curta Duragdo para Danos
Oculares

OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstituido

Potencial de fototoxicidade

OECD TG 432 — Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

Potencial de sensibilizagdo cutanea

OECD TG 429 - Sensibilizagéo cutanea: Ensaio do Linfonodo
Local

OECD TG 442A e 442B - Versbdes nao radioativas do Ensaio
do Linfonodo Local

OECD TG 442C - Sensibilizagao Cutanea in chemico

OECD TG 442D - Sensibilizagao Cutanea in vitro

Absorcao cuténea

OECD TG 428 — Absorcao Cutanea método in vitro

Contaminagdo pirogénica em produtos
injetaveis

Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira)

Genotoxicidade

OECD TG 487 — Teste do Micronucleo em Célula de
Mamifero 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 Toxica
OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral — Procedimento “Up
and Down”

OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de
toxicidade aguda oral sistémica

Fonte: Resolugdo Normativa CONCEA n° 18 de 24 de setembro de 2014 e n° 31 de 18 de agosto

de 2016

OECD TG: Diretrizes da Organizagédo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (do
inglés, Organisation for the Economic Co-operation and Development Test Guideline).

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

experimentacdo animal reconhecidos pelo CONCEA para fins regulatérios mediante a

publicacdo da Resolugdo do Conselho de Administracdo Colegiado (RDC) n° 35, de 7 de
agosto de 2015 (Brasil, 2015; Avila, Valadares, 2019).




Nesse contexto, alternativas ao uso de animais vém ganhando for¢ca para a
avaliacdo da toxicidade, como ensaios in vitro, com culturas de células e tecidos de
mamiferos; testes in silico, que usam informagdes da estrutura molecular das substéancias
quimicas para a predicdo da toxicidade; testes in chemico, que avaliam a reatividade de
uma substéncia quimica na auséncia do sistema biologico; e ensaios baseados em
organismos inteiros, como o uso do estagio embrio-larval de zebrafish (Brannen et al.,
2016; Lammer et. al., 2009).

De acordo com um relatério divulgado pela Comissao Europeia no inicio de 2020
sobre as estatisticas da utilizagdo de animais para fins cientificos nos estados membros
da Unido Europeia (UE) no periodo de 2015 a 2017, o numero total de animais usados em
pesquisas basicas e aplicadas pelo setor regulatorio foi inferior a 10 milhdes por ano
desse periodo e, quando comparados com os anos de 2008 e 2011, que tiveram em torno
de 11,5 milhdes de animais, sugere que o numero total de animais usados em pesquisas
cientificas esta diminuindo consideravelmente. Dos 9,39 milhdes de animais usados em
2017, 61% eram camundongos, seguidos por peixes (13%) e ratos (12%). Este relatorio
também apresenta dados sobre a criacdo e reproducdo de animais geneticamente
modificados e, em 2017, foram registrados 2,59 milhdes de usos de animais
geneticamente modificados para fins cientificos, sendo o peixe zebrafish e os

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

Considerando os ensaios de seguranga que as agéncias regulatérias exigem para
o registro de novas substancias quimicas, os testes de toxicidade pré-clinicos visam
prever e prevenir efeitos toxicos que podem ocorrer na clinica. Assim, 0s ensaios prée-
clinicos sdo usados na triagem de novas substancias com objetivo de identificar ja nas
primeiras fases de estudo os seus provaveis efeitos tdxicos, o que determinara se o

desenvolvimento dessa substancia podera prosseguir (Brannen et al., 2016).

Embora os ensaios convencionais com linhagens celulares sejam amplamente
utilizados na avaliagao pré-clinica da toxicidade, os resultados nem sempre sao preditivos
de efeitos in vivo, pois ndo permitem a analise da cinética de absorg¢ao, distribuigao,
metabolismo e excregdo de certos compostos. Dessa forma, testes de triagem usando o
estagio embrio-larval de zebrafish estdo se tornando cada vez mais populares para
otimizar o tempo de desenvolvimento de produtos, priorizar candidatos a farmacos para
ensaios in vivo, projetar estudos mais especificos na avaliagdo com animais, reduzindo o
numero de animais na experimentacdo e, consequentemente, os custos desnecessarios

com esses ensaios (Parng et. al., 2002; Cassar et al., 2019).




O teste de toxicidade aguda com embrides e larvas de zebrafish (D. rerio) - Fish
Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD TG 236, 2013) ja € uma abordagem alternativa
reconhecida na avaliagdo ecotoxicoldgica, uma vez que os resultados como os estagios
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 nao faz parte das normativas do CONCEA citadas acima, as quais reconhecem o
uso de métodos alternativos em atividades de pesquisa validados no pais. Portanto, esse
modelo pode servir como um passo intermediario entre a avaliagdo 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 estagio embrio-larval de zebrafish como modelo preditivo na
avaliagao da toxicidade

O zebrafish (D. rerio), também conhecido como peixe-zebra e, popularmente, como
paulistinha (Figura 2), € um peixe teledsteo tropical de agua doce, que foi descrito pela
primeira vez em 1822 por Francis Hamilton no livro “Um relato dos peixes encontrados no
rio Ganges e seus bragos”. Ele pertence a familia Cyprinidae, subfamilia Rasborinae e
subgénero Brachydanio. E caracterizado pelo pequeno tamanho, ja que quando adulto
mede em torno de 40 mm de comprimento total, possui corpo fusiforme e comprimido
lateralmente, e um padrao 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 posicdo lateral do zebrafish (Danio rerio) evidenciando seu
tamanho, coloracédo e nadadeiras.

Fonte: Adpatado de Dammski et al. (2011).




Seu habitat natural é distribuido por todo o sul e sudeste da Asia, com a maior
diversidade de espécies no nordeste da india, Bangladesh, Nepal, Mianmar e Paquistao.
O sul da Asia é caracterizado pelo clima de mongdes com ampla variacdo sazonal,
marcado por um periodo do ano de intensas chuvas e outro periodo de secas rigorosas.
Devido ao periodo de intensas chuvas essas regides apresentam planicies de
inundacgdes, lagos artificiais, lagoas e canais de irrigagdo, os quais sao construidos para o

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

O zebrafish tem preferéncia por aguas rasas, sem sombra, com vegetagao
aquatica e seus achados estdo, geralmente, associados aos corpos d’agua de cultivo de
arroz. Nesses corpos d’agua s&o encontrados zooplanctos, principal constituinte da dieta
do zebrafish, muito provavelmente relacionados aos fertilizantes utilizados nesse cultivo,

0S quais promovem o crescimento desses organismos (Spence et al., 2008).

Essa espécie pode ser encontrada em valas de irrigagdo, tanques de peixes
artificiais, cursos superiores de rios e até mesmo riachos de colinas de fluxo rapido. Essa
variedade de tipos de habitat em que o zebrafish pode ser encontrado podem variar em
suas propriedades fisico-quimicas, o que qualifica a sua tolerdncia a alteracbes
ambientais (pH, temperatura e salinidade) em cativeiro. Contudo, essas variagdes nas
condigdes ambientais podem gerar gastos energéticos, a fim de manter a homeostase, o
que pode prejudicar o crescimento, a fungdo imunolégica e a reprodugdo (Lawrence,
2007).

O zebrafish tem sido largamente utilizado em estudos comportamentais, genéticos,
toxicolégicos e de desenvolvimento de vertebrados, para desvendar as vias de eventos
adversos (do inglés, Adverse Outcome Pathways; AOP) bem como os mecanismo de
acdes de diversas doengas humanas e para desenvolver novos agentes terapéuticos. Seu
amplo uso €& proveniente do trabalho de George Streisinger, que €& considerado o
introdutor do zebrafish como modelo animal na pesquisa cientifica e na aplicagcdo 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 descricbes detalhadas de diferenciagao celular do zebrafish e da organizagao
dos seus principais 6rgdos e seus sistemas de funcionamento (Kimmel et al., 1995;
Spence et al., 2008).

Sendo assim, nos ultimos anos esse modelo vem atraindo a atencdo da
comunidade cientifica. As principais justificativas para isso estdo relacionadas as

vantagens de utilizagdo desse peixe, como o pequeno porte, facilidade e baixo custo de
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manutengdo, alta taxa reprodutiva e rapido desenvolvimento (Kimmel et al., 1995;
Lawrence, 2007; Scholz et al., 2008; Cassar et al., 2019). Para tanto, é fundamental
conhecer algumas caracteristicas do zebrafish (anatdémicas e fisioldgicas), assim como os
principais parametros de qualidade da agua, para a adequada criagdo, manutencgéo e
reproducao desse peixe em biotério (Dammski et al., 2011).

A temperatura € o parametro fisico que o zebrafish apresenta maior tolerancia,
podendo variar dentro da faixa de 6,7°C a 41,7°C, sendo a temperatura de manutengao
otima para o zebrafish pode variar de 24°C a 30°C (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008).
O pH da agua desempenha um papel importante no controle da comunidade microbiana,
que é fundamental na metabolizagdo dos residuos nitrogenados excretados pelos peixes,
além de influenciar nos processos biologicos. A faixa de pH ideal para peixes de agua
doce e para a manutengao da microbiota bacteriana é entre 7 e 8. Ja a salinidade da agua
influenciara no gasto energético para manter o equilibrio interno de agua e sais e, quando
se apresenta fora da faixa ideal pode influenciar no crescimento, na sobrevivéncia e na
reproducdo, sendo apropriado manter esta estavel, em manutencao, dentro da sua faixa
de 0,25-0,75 ppt (Lawrence, 2007).

Outros fatores importantes na manutencdo e sobrevivéncia do zebrafish sdo a
dureza da agua, o oxigénio dissolvido e a concentracdo de amoénia e nitrito. A dureza da
agua pode afetar a osmorregulagdo relacionado a capacidade tampdo da agua e
influenciar a patologia de algumas doencgas, sendo o zebrafish uma espécie de “agua
dura” no qual valores superiores a 100 mg/L CaCOs sao preferidos. Ja o oxigénio
dissolvido, a concentracdo de aménia e de nitrito influenciam diretamente na taxa de
mortalidade dos peixes. Os niveis de oxigénio dissolvido ideal é de aproximadamente 8
ppm e sua disponibilidade sera determinada pela temperatura, salinidade e qualidade da
agua. A ambnia é toxica para animais aquaticos assim como o nitrito, um produto
intermediario da oxidagdo da aménia em nitrato, realizada por bactérias nitrificantes, e
portanto, precisam ser eliminados em sistemas fechados de recirculagdo (Lawrence,
2007).

O zebrafish € uma espécie gregaria e nadam em pequenos cardumes (5-20
individuos). Demonstram padrdes de hierarquia de dominio, a qual ndo esta relacionada
ao sexo, podendo ambos os sexos estabeleceram esses padrdes, e até que as relacbes
de dominéncia sejam estabelecidas podem apresentar interagdes agressivas. O individuo
dominante pode apresentar cores mais fortes, enquanto os subordinados mais palidos e,




além disso, o dominante ocupa areas maiores que os subordinados (Lawrence, 2007;
Spence et al., 2008).

Apresenta habito diurno sincronizado com os ciclos claro/escuro, e por isso a
importancia do fotoperiodo em biotério, principalmente para a desova, que ocorre tanto
naturalmente quanto em peixes em cativeiro, no primeiro pico de atividade, ou seja, no
inicio da iluminagdo, podendo continuar por cerca de uma hora. O acasalamento do
zebrafish inicia com o macho perseguindo a fémea para conduzi-la ao local de desova,
onde ele nadara ao lado da fémea, estendendo suas nadadeiras dorsais e caudal ao
redor dela, alinhando seus poros genitais, 0 que desencadeia a oviposigao e a liberagao
do esperma simultaneamente. As fémeas liberam de 5 a 20 ovos por vez e a densidade
de peixes pode afetar a desova, caracterizado pela competicdo entre machos e fémeas
(Lawrence, 2007; Spence et al., 2008; Lammer, et al. 2009).

Os ovos apresentam 0,7 mm de didametro, sdo ndo adesivo e demersais e seu
desenvolvimento depende da qualidade da agua. Os évulos quando em contato com a
agua sao ativados e mesmo na auséncia de espermatozoides podem desenvolver um
espacgo perivitelinico, mas ndo conseguem se desenvolver além das primeiras clivagens
(Spence et al., 2008). Quando fertilizados se apresentam no estagio de zigoto, por cerca
de 40 min apds a fertilizagdo, até que ocorra a primeira clivagem, iniciando assim o
periodo de clivagem com as divisbes mitéticas no polo animal a cada 15 min. Esse
periodo finaliza cerca de 2 horas pos fertilizagdo (hpf) no estagio de divisédo de 64 células
(Kimmel et al, 1995).

Em seguida, inicia-se o estagio de blastula que é caracterizado pelo aspecto de
esfera e ocorre até pouco mais de 5 hpf, no qual ocorre a formacgao da blastoderma e as
clivagens prosseguem em ciclos prolongados e assincronos até o inicio do estagio de
epibolia, que so é finalizado no periodo de gastrulagdo, evidenciando os movimentos
morfogenéticos de involugdo, convergéncia e extensdo para a origem das camadas

germinativas primarias e o eixo embrionario (Kimmel et al, 1995).




Figura 3. Ciclo de vida do zebrafish (Danio rerio).
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Fonte: Adpatado de D’Costa; Shepherd (2009).

Os embrides apresentam todo o plano corporal ja nas primeiras 24 horas pos-
fertilizagao (hpf), s&o protegidos pelo cérion, com poros de 0,5 ym de didmetro e 2 ym de
espacamento, por até 2 ou 3 dias pos-fertilizacdo (dpf), além disso as células e tecidos
precursores do cérebro, olho e coragdo sao facilmente observados nesse periodo. Os
orgaos internos, incluindo intestino, figado, rim, coragdo, cérebro e pancreas sao
desenvolvidos em 120 hpf e nesse mesmo periodo a embriogénese ja esta completa. Os
nutrientes sdo fornecidos pelo saco vitelinico 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 estagios embrionarios apresentam uma similaridade filogenética com os

humanos mais ampla que os peixes adultos. Muitos genes padrdes s&o conservados, e
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apresentam 86% de ortélogos dos alvos de substancias e 70% dos genes humanos
(Gunnarsson et al., 2008, Howe et al., 2013; Garcia; Noves; Tanguay, 2016).

O rapido desenvolvimento do zebrafish equivale ao periodo gestacional do
desenvolvimento embrionario humano (Tabela 4), e mesmo com a distancia evolutiva
entre eles, algumas caracteristicas anatdbmicas e fisioldogicas sdo funcionalmente
conservadas, como o cérebro e 0s neurotransmissores, a barreira hematoencefalica, o
figado 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. Comparagcdo do desenvolvimento nos estagios iniciais da vida do zebrafish,
ratos e humanos.

Estagio do Zebrafish Ratos Humanos
desenvolvimento (horas) (dias) (dias)
Nidagao NA 6 8-10
Blastula 2-5 3-5 4-6
Formacao da pleura neural 10 9,5 17-19
Inicio da organogénese 10 5 21
Primeiro somito 10-11 9-10 19-21
Formacéao do tubo neural 18-19 9-12 22-30
Primeiro batimento cardiaco 24 10,2 22
Nascimento/eclosao 48-72 21 253

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

Assim, comparado com outros organismos experimentais existe uma forte
conservagao entre zebrafish e humanos, o que o torna um excelente organismo modelo
para avaliar processos bioloégicos complexos e respostas relevantes sobre o risco de
desenvolvimento de mamiferos (Parng et al., 2002; Garcia; Noves; Tanguay, 2016;
Cassar et al., 2019). O estagio embrio-larval de zebrafish fornece um sistema multicelular,
com a complexidade de um organismo completo, integrando varios tecidos e processos
de diferenciagdo, o que permite desde abordagens mais tradicionais, como mortalidade,

até técnicas em niveis moleculares, bioquimicos e comportamentais (Scholz et al., 2014).

Além disso, o zebrafish é considerado um sistema de analise em pequena escala,
adequado para experimentos de alta performance e eticamente aceitavel em alguns
paises (Scholz et al., 2008; Strahle et al., 2012; Scholz et al., 2014), ja que de acordo com
a comissao de regulamentagdo da Unido Europeia (Diretriz 2010/63/EU), os ensaios com

0os estagios embrionarios de vertebrados, como o zebrafish, ndo estdo sujeitos as
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regulamentag¢des de bem-estar animal, porque os estagios iniciais apresentam menos ou
nenhuma dor ou desconforto durante as experimentagdes e, portanto, sdo aceitos como
alternativa aos experimentos com animais mais complexos (Driessen et al., 2013; Scholz,
2013). Por essas razdes, 0s ensaios com os estagios embrio-larvais de zebrafish foram
aceitos pelo FDA para avaliagbes de toxicidade e seguranga de novas substancias (He et
al., 2014; Garcia; Noves; Tanguay, 2016).

Os modelos classicos de ensaios pré-clinicos para avaliagao da toxicidade oral
aguda, utilizando mamiferos, considerados padrao-ouro para avaliagdo de seguranga de
novas substancias, tém sido substituidos na fase de estudo pré-clinica por modelos de
manutengao mais faceis e mais baratos (Garcia, Noyes, Tanguay, 2016). Desse modo, os
embrides de zebrafish, os quais inicialmente eram utilizados apenas na avaliacédo de risco
quimico em ambientes aquaticos, emergiram nas ultimas décadas como modelo de
vertebrado na avaliagdo de toxicidade e seguranga de novos compostos e na triagem de
candidatos a farmacos, 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-clinico, utilizando o

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

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

avaliagdo in vitro e os testes convencionais in vivo, por meio das analises da letalidade

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

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

Os objetivos especificos séo:

Avaliar os efeitos toxicos letais de 15 substancias com diferente
categorizagdo no GHS sobre os embrides e larvas de zebrafish e obter os

valores de CLso-96h;

Determinar a correlagcéo entre a CLso-96n Obtida nos ensaios com os estagios
embrio-larvais de zebrafish e a DLso proveniente de dados da literatura
referentes a avaliagao da toxicidade oral aguda em ratos;

Avaliar o dominio de aplicacdo do modelo pré-clinico para estimar a
toxicidade oral aguda;

Avaliar os efeitos subletais de 15 substancias com diferente categorizagéo
no GHS, como um parametro complementar para estimar a toxicidade oral

aguda in vivo;

Avaliar a aplicabilidade do modelo de correlagcado utilizando um protétipo a
farmaco, o LQFM 021, determinando sua categorizagdo no GHS;

Determinar a Relagdo Quantitativa Atividade-Atividade (QAAR) a partir dos
dados obtidos de 15 substancias sobre os embrides e larvas de zebrafish.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Substancias

Foram selecionadas 15 substancias com diferente categorizagdo no GHS,
conforme representado na Tabela 5 juntamente com a formula estrutural. As substancias
utilizadas para o modelo pré-clinico utilizando embrides e larvas de zebrafish para estimar
a toxicidade oral aguda foram selecionadas a partir da lista de substancias utilizadas no
estudo de validagdo do método de citotoxicidade basal in vitro (OECD TG 129),
considerando a categorizagédo dessas para a toxicidade oral aguda de acordo com o GHS.
As substancias foram doadas pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em Toxicologia in
vitro (ToxIn), da Faculdade de Farmacia (FF) e pelo almoxarifado do Instituto de Quimica
(1Q), ambos da Universidade Federal de Goias (UFG).
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Tabela 5 — Substéncias selecionadas para a avaliagdo da toxicidade aguda utilizando
embrides e larvas de zebrafish, as férmulas estruturais, as categorias de acordo com o
Sistema Global de Harmonizagcdo (GHS) e a faixa de concentragdo utilizada para
avaliagao da substéncia utilizando os estagios embrio-larvais de zebrafish.

A A Categoria Faixa de concentracao
o
Substancia n° CAS Férmula estrutural (GHS) (mgL)
Cicloheximida 66-81-9 Categoria 1 0,625-10
(0]
Sulfato de Talio | 7446-18-6 o—_g_o— Categoria 2 62,5 — 1000
I
Cloreto de Mercdrio Il 7487-94-7 cl e cl Categoria 2 0,0625 — 1
H!C—O\ o cl
Diclorvos 62-73-7 "N \=< Categoria 3 6,25 - 100

Verapamil HCI 152-11-4 @v:jv—Q Categoria 3 6,25 100

Cloreto de Cadmio I 101028'64' e Categoria 3 6,25 — 100
N
|
CI. HO. /(
Propranolol 3506-09-0 ' \//\0 U Categoria 4 6,25 - 100
HN™
o O Na
Oxalato de Sdédio 62-76-0 }——{ Categoria 4 62,5 —-1000
Na o o 9
Sulfato de Atropina 5908-99-6 Cb )\\(O B Categoria 4 62,5 — 1000
HO,
(o]
. O 0
Acido Acetilsalicilico 50-78-2 t Categoria 4 62,5 -1000
Acetaminofeno 103-90-2 \©\ /CJQ Categoria 5 62,5 -1000
Cloreto de Sédio 7647-14-5 Na—~CI Categoria 5 62,5-1000
H,C OH N&o
Alcool Isopropilico 67-63-0 i 62,5 — 1000
" Categorizado
3
Nao
el H,C OH _
Etanol 64-17-5 N Categorizado 62,5 - 1000
Glicerol 56-81-5 A Nao 62,5 — 1000
OH Categorizado
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O protétipo a farmaco, LQFM 021 [5-(1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-4-il)-2H-tetrazol]
(Figura 4), foi utilizado na aplicacdo do modelo pré-clinico utilizando embrides e larvas de
zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda. O composto foi sintetizado pelo
Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da FF da UFG, sob supervisao
do Prof°. Dr. Ricardo Menegatti, obtido através da hibridizagdo molecular da milrinona e
cilostazol, inibidores da fosfodiesterase 3 (PDE-3) (Martins et al., 2013).

Figura 4. Estrutura quimica do protétipo a farmaco, LQFMO021.
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Fonte: Adaptado de Moura et al. (2017)

4.1.2. Preparo das solugoes

As solugdes-estoques das 15 substancia foram preparadas no momento do uso,
utilizando agua deionizada para dissolugdo. As substancias que nao obtiveram completa
dissolugdo com agua deionizada, como a cicloheximida e o acido acetilsalicilico, foram
solubilizadas em 1% v/v de etanol (CAS: 64-17-5) ou de dimetilsulfoxido (DMSO; CAS:
67-68-5), respectivamente, ndo extrapolando 0,5% v/v na maior concentragdo avaliada.
Em seguida, realizaram-se as diluigbes das concentragdes testadas (fator: 2), as quais
foram definidas a partir de ensaio preliminar (0,1; 1; 10; 100 e 1000 mg/L; Apéndice A),
em agua de manutencgao (descrita no subtopico 4.3.1.1). A faixa de concentracao utilizada
para cada substancia avaliada esta apresentado na Tabela 5.

A solucao estoque do protétipo a farmaco LQFM 021 também foi preparada antes
do uso, em agua de manutengado e foi avaliada nas concentragdes de 1; 2,5; 6,3; 15,8;
39,8 e 100 mg/L.

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

Os valores estimados de DLso das substancias avaliadas foram obtidos do estudo
de validacdo da citotoxicidade basal in vitro realizado pela Avaliacdo de Métodos
Toxicologicos Alternativos juntamente com o Centro Europeu para Validagdo de Métodos
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Alternativos (NICEATM-ECVAM). Esses valores foram baseados na média geométrica

dos valores aceitaveis de DLsg em ratos adultos, apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores estimados da dose meédia letal (DLso) em roedores.
Substancia-teste DLso (mg/kg)

Cicloheximida 2
Sulfato de talio | 25
Cloreto de Mercurio Il 40
Diclorvos 59
Verapamil HCI 111
Cloreto de Cadmio Il 135
Propranolol 466
Oxalato de Sédio 633
Sulfato de Atropina 819
Acido Acetilsalicilico 1.506
Acetaminofeno 2.163
Cloreto de Sddio 4.046
Alcool Isopropilico 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 embridao de peixe (FET) utilizando

zebrafish (D. rerio)

4.3.1.1. Manutengéo dos peixes adultos

Os peixes adultos machos e fémeas de zebrafish foram adquiridos em pet shop
local e mantidos em quarentena dentro de aquario de vidro considerando 1 peixe para
cada 1 L do volume do aquario, respeitando todos os parametros de manutencao,
descritos abaixo. Apds esse periodo foram transferidos e mantidos em sistema de
recirculagdo Hack Hydrus (Alesco®, Sdo Paulo, Brasil; Fig. 5A) usando agua de osmose
reversa (comité de ética aprovado — PROTOCOLO No. 072/2020; Anexo A). A agua
passa por diferentes niveis de filtragem (filtro mecénico, quimico e bioldgico) a fim de reter

particulas grandes (excretas e excesso de ragdo) e particulas pequenas (odores e metais
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pesados) e eliminar a presengca de compostos nitrogenados provenientes da
decomposicdo de matéria organica. Além disso, a agua é desinfetada por luz UV em
ciclos de 12 h e os parametros de temperatura, pH e condutividade sao regulados
automaticamente (Fig. 5B). Essa agua é denominada de agua de manutencao e ela foi
utilizada no preparo das diluicbes das substancias avaliadas para a exposicdo dos

embrides de zebrafish.

A temperatura foi monitorada diariamente e mantida a 26 £ 2°C, pH a 7,5 + 0,5,
condutividade a 0,70 + 0,1 mS/cm e oxigénio dissolvido a 8 ppm, com ciclo claro:escuro
de 12:12h, mantido por temporizador. Os peixes adultos foram alimentados duas vezes ao
dia com ragdo comercial (TetraColor®) e trés vezes ao dia com organismo vivo (Artemia
salina). O excesso de alimentag&o foi rigorosamente evitado e o restante dos alimentos e

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

Figura 5. (A) Hack de recirculagédo utilizada para manutencdo dos peixes adultos de
zebrafish e obtengcdo dos embrides. (B) Painel de monitoramento da hack para controle
dos parametros pH, temperatura e condutividade. (C) Criadeiras utilizadas para obtencao
dos ovos de zebrafish.
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Fonte: A propria autora

4.3.1.2. Obtencéao dos ovos

Machos e fémeas de zebrafish podem ser distinguidos, para obtengdo dos ovos,

principalmente pela tonalidade e forma do corpo. Os machos apresentam uma tonalidade
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laranja-avermelhada enquanto as fémeas se apresentam mais acizentada. Quanto a
forma do corpo os machos s&o mais esguios quando comparados as fémeas, as quais,
devido ao grande numero de ovos produzidos se apresentam com abddbmen mais
distendido.

Considerando essas diferencas, no dia anterior ao teste, machos e fémeas em
proporcao de 2:1, foram colocados, imediatamente antes do inicio da escuridao artificial,
em criadeiras nos aquarios ZebClean na Hack Hydrus (Fig. 5C), as quais possuem
suporte para proteger os ovos dos peixes adultos. O acasalamento, a desova e a
fertilizacdo ocorrem dentro de 30 minutos apds o inicio da luz artificial. Cerca de 30
minutos apds a desova, os ovos foram coletados, lavados com agua de manutengédo e
entdo transferidos para uma placa de Petri. Todos os ovos foram analisados em
estereomicroscopio (Leica S9i, Heerbrugg, Suica) e os néo fertilizados foram descartados.
Para os experimentos, foram selecionados ovos que alcangaram o estagio de blastula.

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

O teste de toxicidade aguda com embrides 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 substancia avaliada utilizando 5
concentragdes (0,1; 1; 10; 100 e 1000 mg/L), a fim de definir as concentragdes para os
ensaios definitivos, considerando a toxicidade individual delas. As concentragcbes foram
definidas a partir da menor concentragdo que apresentou > 90% de letalidade. As
substancias que nao apresentaram essa letalidade nas 5 concentragdes testadas apds 96
h de exposi¢cdo, considerou-se a maior concentracdo (1000 mg/L) utilizada no ensaio

preliminar como concentracdo maxima para o ensaio definitivo.

Os ensaios preliminares foram realizados em placas com 96 pocos, nos quais 0s
ovos fertilizados, selecionados previamente, foram dispostos individualmente em pogos
com 200 uL de cada concentracdo das substancias avaliadas assim como para o controle
negativo (CN: agua de manuteng&o). Ja os ensaios definitivos foram realizados em placas
com 24 pocgos dispondo os ovos fertilizados em 2,0 mL por pogo das diferentes
concentragdes de cada substancia 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 necessario.
O experimento preliminar foi realizado em uma unica réplica enquanto os experimentos

definitivos foram realizados em triplicata. Cada réplica foi constituida por 24 embrides
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para o controle negativo (CN), 20 embrides para cada concentracdo testada de cada
substancia (Cx), 20 embrides para o controle de solvente (se necessario; CS) e 20
embrides para o controle positivo (CP), com seu respectivo controle interno da placa (Cl),
apresentado na Figura 6.

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

Fonte: A prépria autora

Apos a exposicao dos embrides de zebrafish as substancias avaliadas, as placas
foram incubadas a 26 £+ 1°C e em ciclo claro:escuro de 12:12h. A exposicéo foi realizada
de forma estatica, ou seja, durante todo o teste ndo houve troca de solugdo. Foram
considerados os pocgos individuais para avaliacdo do desenvolvimento embrio-larval

durante 96 h de exposicao.

A cada 24 h foram avaliados os parametros letais e subletais dos embrides de
zebrafish, utilizando estereomicroscopio (Leica S9i, Heerbrugg, Suiga). Foram
considerados como parametros letais a coagulagdo do ovo, a auséncia da formagao dos
somitos, o ndo descolamento da cauda a partir do saco vitelinico e a auséncia de
batimento cardiaco. Os parametros subletais foram avaliados considerando a distingao
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entre o desenvolvimento normal e anormal dos embrides e larvas descrito por Kimmel et
al (1995), como por exemplo a taxa de eclos&o, a formacédo dos olhos, a pigmentagao
corporal e dos olhos, a absor¢cédo do saco vitelino, as deformidades da coluna vertebral, a
presenca de edemas, entre outros.

4.3.1.4. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®
(versdo 7.0, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). As comparagbes entre os
diferentes grupos de exposigao (por experimento) foram realizadas por meio da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de multipla comparagao de Dunnett, o qual foi
comparado ao seu controle negativo correspondente. Os valores estimados de ClLso e
CEso foram obtidos da analise de regressdo nao linear (curva sigmoidal dose-resposta)
com intervalo de confianga de 95%. A significancia estatistica foi aceita quando os
resultados apresentaram uma probabilidade sob a hipétese nula (p) inferior a 0,05.

O modelo de regresséo linear para avaliar a correlagado entre os valores de CLsyo,
obtidos apds 96 h de exposicao de embrides e larvas de zebrafish e os valores de DLsg
obtidos através de estudos de toxicidade oral aguda em ratos (dados da literatura) foi
obtido utilizando o software GraphPad Prism® utilizando a correlagéo pelo coeficiente de

correlacdo nao parameétrica de Spearman e de Pearson.

4.3.2. Relacao Quantitativa Atividade-Atividade

4.3.2.1. Curadoria dos dados

Os modelos de Relagdo Quantitativa Atividade-Atividade (do inglés, Quantitative
Activity-Activity Relationship; QAAR) foram desenvolvidos para predizer a toxicidade
aguda em ratos (DLso mg/Kg) e a categorizagado de acordo com o GHS de novos produtos
quimicos a partir de descritores toxicologicos (efeitos letais e subletais) experimentais
obtidos dos ensaios utilizando os estagios embrio-lavais de zebrafish. Inicialmente, os
dados obtidos na avaliagdo das 15 substancias utilizando os embrides e larvas de
zebrafish, foram importados para o espago 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 DLs (ratos) e CLso.96n (estagio embrio-larval de zebrafish) foram convertidos
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em unidades logaritmicas negativas (-log), pDLso e pCLso, respectivamente. Em paralelo,

os descritores toxicologicos experimentais (malformagdes) com valores de CEsg

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

4.3.2.2. Selecéo do descritor

A selecéo de descritores é uma abordagem proeminente em estudos QAAR para
escolher o numero minimo de descritores com alta capacidade de predicdo para o
modelo. Portanto, os descritores foram selecionados por meio de algoritmo (GA), uma
abordagem de otimizagdo estocastica que baseia sua otimizagcdo na mecanica da
evolugcdo biolégica e genética. Semelhante a selegdo natural, diferentes solugdes
(combinagdes de descritores) sao transportadas e transformadas de geragdo em geragao
com base em seu desempenho (aptiddo) (Sukumar; Prabhu; Saha, 2014). Os descritores
selecionados pelo GA foram pCLso.96n, atraso na eclosdo, edema de pericardico, edema
de saco vitelino, auséncia de equilibrio, ma absor¢ao do saco vitelino, deformidade de
cauda, pigmentagdo corporal e categoria GHS predita com zebrafish. Esse conjunto de
descritores foram usados como entrada para a construcdo do modelo. O valor do

coeficiente de correlagdo R_ext”2 (RZ,.) foi usado como fungao de aptiddo do GA.

4.3.2.3. Modelagem QAAR

Inicialmente, o conjunto de dados completo foi dividido em subconjuntos de
treinamento (50% das substancias) e de teste (50% das substéncias) usando a
abordagem de distribuicao aleatoria. Os dados de treinamento foram usados para gerar
modelos QAAR, através da técnica de validagcdo cruzada com particionamento dos dados
por leave-one-out, enquanto os subconjuntos externos (dados de validagdo ou de teste)
foram usados para avaliar o poder preditivo dos modelos.

Em seguida, modelos QAAR continuos foram desenvolvidos usando combinag¢des
pareadas de descritores e os seguintes métodos estatisticos: Regressao Linear Simples,
Regresséo Linear Multipla, Regressao Polinomial, Regresséo Isoténica (Best; Chakravarti,
1990), Arvores de Decisdo Aumentada (Gradient Boosted Trees) (Friedman, 2001) e
Métodos Random Forest (Breinman, 2001).
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4.3.2.4. Validagéo Estatistica

O desempenho preditivo dos modelos QAAR foi avaliado usando o coeficiente de
correlagdo (RZ,.), erro absoluto médio (do inglés, mean square error; MAE), erro
quadratico médio (do inglés, root mean square error; RMSE) e coeficiente de correlagao
quadratico preditivo para o conjunto de teste (QZ2,;) (Consonni; Ballabio; Todeschini, 2009)

as meétricas foram calculadas da seguinte forma:

Z?:teft (Yobs - Ypred)2

ex Z?:teft (Yobs - Xobs)2
MAE = Z?:teft |Yobs - Ypred' (2)
Niest
RMSE = Z:Zeft (Yobs - Ypred)z (3)
Niest
Ntest 2
L Y. — Y,
ngt -1 — 21_1 ( obs pred) (4)

Z?ieft (Yobs - Xtrain)2

Nas equagbes acima, Y,,s; representa pDLso experimental, V.., indica o valor
predito de pDLso, Ntpqin € Nies: S€ referem ao numero de substéncias do subconjunto de
treinamento e de teste, respectivamente. O Y,,; e Y,.n € @ média dos valores

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

4.3.2.5. Implementagdo do modelo

Foi desenvolvido um fluxo de trabalho (workflow) semiautomatico usando o espago
de trabalho KNIME (Aguiar-Pulido et al., 2013; Berthold et al., 2009) para predizer pDLso,
DLso e a categoria de acordo com o GHS de novas substancias com base nos descritores
toxicologicos de zebrafish. O fluxo de trabalho desenvolvido foi subdividido em trés
etapas: (i) insercdo manual dos descritores toxicologicos e curadoria automatizada dos

dados; (ii) previsdo do modelo QAAR,; e (iii) visualizagao e analise dos resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Correlagao dos efeitos letais para o estagio embrio-larval de zebrafsh
(CLso) e os dados em roedores (DLso) para estimar a toxicidade oral aguda in vivo

Inicialmente, o presente estudo avaliou os efeitos letais (mortalidade) induzidos
pelas substéncias testadas sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish apos 96
horas de exposicdo. A Tabela 7 apresenta os valores de ClLso.9en das 15 substancias
investigadas.

Tabela 7. Valores de concentragdo meédia letal (CLsp) das substancias apos 96 h de
exposicéo ao estagio embrio-larval de zebrafish e seu intervalo de confianga (IC).

Substancia C:';"jf)h IC 95% (mgL)
Cicloheximida 5,56 3,19 -10,05
Sulfato de Talio | 88,98 46,51 — 158,60
Cloreto de Mercurio Il 0,14 0,06 — 0,27
Diclorvos 18,34 11,10 — 29,85
Verapamil HCI 46,67 27,65 - 81,01
Cloreto de Cadmio I 14,35 12,44 — 16,45
Propranolol 34,23 17,21 — 69,65
Oxalato de Sédio 755,80 697,80 — 829,80
Sulfato de Atropina 1.983,00 1.384 — 3.064
Acido Acetilsalicilico 159,70 74,88 — 326,60
Acetaminofeno 343,80 ??—-389,70
Cloreto de Saodio 31.065,00 15.397 — 895.385
Alcool Isopropilico 74.539,00 30.362 — ?7?
Etanol 10.298,00 6.059 — 28.087
Glicerol 9.556,00 3.914 - 7?7

Como pode ser observado, a substédncia com maior toxicidade aguda para o
estagio embrio-larval de zebrafish foi o cloreto de mercurio || e a menos toxica foi o alcool
isopropilico. Como base na categorizagdo do GHS para toxicidade aguda in vivo, essas
substancias s&o classificadas como categoria 2 (altamente téxico) e n&o categorizado
(relativamente inofensivo), respectivamente (Tabela 3; GHS, 2017; Erhirhie; Ihekwereme;

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

Em seguida, os valores de ClLso-96h de zebrafish também foram comparados com os
valores de DLso de ratos, obtidos do NICEATM-ECVAM (Tabela 6). A correlagao foi obtida
utilizando a escala logaritmica desses valores, a partir do modelo de regresséo linear,

apresentado na Figura 7, o qual resultou na equacgéo (5).
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mg\ mg
Log DLy (7] = 05749 = Log Clsg (T) +1,284  (5)

Figura 7. Correlagdo entre os valores na escala logaritmica da concentracdo meédia letal
(CLsp) obtidos a partir do ensaio de toxicidade aguda com os estagios embrio-larvais de
zebrafish e os valores na escala logaritmica da dose média letal (DLso) provenientes da
literatura obtidos da toxicidade oral aguda em ratos. Foram avaliadas 15 substéncias: (1)
Cloreto de Mercurio I, (2) Cicloheximida, (3) Cloreto de Cadmio Il, (4) Diclorvos, (5)
Propranolol, (6) Verapamil, (7) Sulfato de Talio |, (8) Acido Acetilsalicilico, (9)
Acetaminofeno, (10) Oxalato de Saodio, (11) Sulfato de Atropina, (12) Glicerol, (13) Etanol,
(14) Cloreto de Sadio e (15) Alcool Isopropilico.

6= LOg DL, (mg/kg) = 0,5749 * Log CL, (mg/L) + 1,284
R2 = 0,6607

Log DL, (mg/kg)

o) =

Log CL,,(mg/L)

O modelo de regresséo linear apresentou um coeficiente angular de 0,5749 e linear
de 1,284. Além disso, gerou a correlagdo de Spearman de 0,8607 (p<0,0001) e uma
correlagdo de Pearson de 0,8129 (p=0,0002) entre os valores de DLso e de CLsp, 0 que

indica que esse valores co-variam.

Estudos anteriores também sugeriram os estagios embrio-larvais de zebrafish
como modelo de avaliagdo pré-clinica. Parng e colaboradores (2002) fizeram a triagem de
varios farmacos, utilizando embrides e larvas de zebrafish, como modelo preditivo para
testes de toxicidade em mamiferos. Os autores avaliaram 18 substancias e os valores de
ClLso obtidos foram comparados com os valores de DLso de mamiferos também
provenientes de dados da literatura. Os resultados indicaram que a toxicidade de
farmacos em zebrafish foram comparaveis as respostas em mamiferos. Em outro estudo,
Ali e colaboradores (2011) analisaram 60 compostos e também correlacionaram os

valores de CLso obtidos com os valores de DLso de roedores (ratos e camundongos),
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obtidos da literatura e obtiveram uma correlagdo de Spearman de 0,7688 (p<0,0001) e
uma colerragdo de Pearson de 0,7832 mostrando que as variaveis avaliadas sao bem
correlacionadas. Entretanto, vale ressaltar que ambos os estudos iniciaram a exposi¢ao
aos embrides de zebrafish apenas apos 24 hpf e avaliaram até 120 hpf em placas de 96
pocos, 0 que pode gerar falhas na investigagcdo, uma vez que a ndao exposigdo dos
embrides ja nas primeiras horas da embriogénese (estagio de blastula), conforme
indicado na OECD 236, pode influenciar em resultados ndo confiaveis em relagédo ao

desenvolvimento embrio-larval.

Scholz e colaboradores (2014) fizeram um levantamento bibliografico considerando
trabalhos publicados com os estagios embrionarios de peixes de diferentes espécies (D.
rerio, Clarius gariepinus, Pimephales pamela, Oryzas latipes e Psefta maxima), em
diferentes tempos de exposicdo (48 e 96 hpf), expostos a diferentes substancias.
Considerando os valores de ClLso de 326 substancias e os valores de DLso (também
obtidos da literatura) a correlagao desses parametros foi considerada fraca pelos autores,
no qual apresentaram um coeficiente linear de 0,84 e R? igual a 0,20. Neste estudo a ndo
padronizacado da espécie avaliada e do tempo de exposi¢cao podem terem influenciado na
baixa correlagao.

Embora haja uma distancia evolutiva entre zebrafish e mamiferos, o
sequenciamento gendémico 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 exposi¢cdo quimica ou ao estresse (Al,

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

Como citado anteriormente, os dados de citotoxicidade (com células 3T3 e NHK) ja
tém sido aplicados para reduzir o numero de animais na avaliacdo da toxicidade oral
aguda in vivo (OECD, 2010; Spielmann et al., 1999; Valadares, 2006; Scholz et al., 2014)
e o estagio embrio-larval de zebrafish poderia ser proposto como uma etapa intermediaria
entre os ensaios in vitro e os testes convencionais in vivo, pois fornecem um sistema de
analise em pequena escala, mas com a complexidade de um organismo completo (Ali,
van Mil, Richardson, 2011; Scholz et al., 2014).

35




5.1.1 Avaliacao do dominio de aplicagao do modelo pré-clinico utilizando os
estagios embrio-larvais de zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda

A avaliagdo do dominio de aplicacdo do modelo pré-clinico para estimar a
toxicidade oral aguda foi realizada utilizando os valores de CLso-96n das 15 substancias
apresentados na Tabela 7. Esses valores foram aplicados na equacgao (5) do modelo de
regressao linear obtido (Fig. 7), a fim de se obter os valores estimados da DLso. A partir
desses valores estimados da DLso as substancias foram classificadas de acordo com o
GHS (Tab. 2), conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Valores estimados de dose média letal (DLsg) e a categorizagdo das
substancias estimada a partir dos valores de concentracdo média letal (CLso) obtidos no
ensaio de toxicidade aguda com os estagios embrio-larvais de zebrafish, apdés 96 h de
exposicao, utilizando o modelo pré-clinico para estimar a toxicidade oral aguda.

A s ClLso9sn  DLso (mg/kg) Categoria
Substancia (mg/L) estimada estimada*
Cloreto de Mercurio Il 0,1422 6,27 Categoria 2#
Cicloheximida 5,562 51,57 Categoria 3
Cloreto de Cadmio |l 14,35 88,95 Categoria 3*
Diclorvos 18,34 102,35 Categoria 3*
Propranolol 34,23 146,52 Categoria 3
Verapamil HCI 46,67 175,19 Categoria 3*
Sulfato de Talio | 88,98 253,79 Categoria 3
Acido Acetilsalicilico 159,7 355,23 Categoria 4#
Acetaminofeno 343,8 552,01 Categoria 4
Oxalato de Sadio 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 Sodio 31.065 7.352,77 N&o Categorizado
Alcool Isopropilico 74.539 12.159,42 Nao Categorizado®

* Categoria de acordo com o Sistema Global de Harmonizacao (GHS).
# Capacidade de predicéo

Desse modo, observa-se que das 15 substancias aplicadas ao modelo pré-clinico
de regresséo da toxicidade oral aguda utilizando embrides e larvas de zebrafish, 8 delas
(indicadas na Tabela 8) apresentaram categorizagdo semelhante ao preconizado pelos
ensaios de toxicidade oral aguda em ratos (Tabela 5). Estes resultados indicam que o
ensaio de toxicidade aguda com o estagio 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 frequéncia das 15 substancias nas diferentes categorias de
toxicidade oral aguda apds a categorizagdo de acordo com a DLsg estimada, utilizando o
estagio embrio-larval de zebrafish.

Figura 8. Frequéncia das diferentes categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o
Sistema Global de Harmonizagédo (GHS), determinado a partir dos valores estimados na
escala logaritmica da dose média letal (DLsg) utilizando o modelo pré-clinico utilizando os
estagios embrio-larvais de zebrafish para estimar a toxicidade oral aguda. Barras
representam média + SEM.
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Pode-se observar que o modelo pré-clinico proposto apresentou maior tendéncia
de predigdo nas categorias intermediarias (3 e 4) e de baixa toxicidade do GHS (5 e ndo
categorizado) diferente do que pode ser observado para as categorias de alta toxicidade

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

O numero de substéncias avaliadas das categorias mais toxicas (1 e 2) foi baixo,
apenas 3 substancias (cicloheximida, sulfato de talio | e cloreto de mercurio ll),
representando 20% de todas as substancias, o que pode ter influenciado no
deslocamento da categorizagdo para as categorias intermediarias e de baixa toxicidade
(3, 4, 5 e ndo categorizado).
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5.2 Andlises dos efeitos subletais para o estagio embrio-larval de zebrafish

como um parametro complementar para predizer a toxicidade oral aguda in vivo.

Em relagdo aos efeitos subletais, todas as substancias induziram anormalidades
morfolégicas significativas, exceto o acido acetilsalicilico, cloreto de sddio, alcool
isopropilico, etanol e glicerol, como indicadas na Tabela 9.

Tabela 9. Malformagdes observadas no desenvolvimento embrionario dos estagios
iniciais de zebrafish expostos as substancias apés 96 h.

Substancia

Deformidade
de cauda
Atraso na

eclosao
Edema de
Pericardio
Edema de
saco vitelinico

Auséncia de
equilibrio

saco vitelinico

Pigmentacao

Corporal

Cicloheximida
Sulfato de Talio |
Cloreto de Mercurio Il
Diclorvos
Verapamil HCI
Cloreto de Cadmio Il
Propranolol
Oxalato de Sédio
Sulfato de Atropina
Acido Acetilsalicilico
Acetaminofeno
Cloreto de Sadio
Alcool Isopropilico
Etanol
Glicerol

X: Caracteristica morfologica/fungéo afetada

*. Caracteristica morfologica/fungéo nao afetada

* XX X X X
* D+ * X
* X

* % ok & % & % ok ox o+ x DX x * X
FX XXX XX X X X

% ox x4 XX X X X X X x| Ma absorcao do

* % ok & % ok * ok x X
ok o+ # DX F * % % % % % % % *

% ok & % ok x kx> X X

EEE D (G I 4
* % ok x X

O desenvolvimento embrionario de zebrafish apresenta uma alta conservacédo nas
interagcdes e respostas biolégicas humanas (McGrath; Li, 2008; Garcia, Noyes, Tanguay,
2016; Brannen et al., 2016), por isso a importancia desse modelo para avaliagao pré-
clinica, pois ele permite fazer além da determinagao de parametros letais, a avaliagao de
parametros subletais, que precedem a letalidade e somados podem evidenciar melhor a
toxicidade de compostos (Braunbeck et al. 2015; Hedgpeth et al., 2019).

As malformag¢des mais comuns identificadas nos estagios embrio-larvais expostos
as 15 substancias foram: deformidade de cauda, auséncia de equilibrio e ma absorcao de

saco vitelinico, conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Fotomicroscopia representativa das principais malformacdes identificadas nos
estagios embrio-larvais de zebrafish apds 96 h de exposi¢cao a diferente substancias: (A)
Controle Negativo (2x); (B) Diclorvos 25 mg/L (2x) apresentando deformidade de cauda
(seta preta), edema de pericardio (seta vermelha) e ma absorgédo de saco vitelinico (seta
azul); (C) Cloreto de Mercurio Il 0,125 mg/L (2x) apresentando deformidade de cauda
(seta preta ), edema de pericardio (seta vermelha) e ma absorgao de saco vitelinico (seta
azul); (D) Controle Negativo (2x); (E) Cicloheximida 5 mg/L (2x) apresentando
deformidade de cauda (seta preta), edema de saco vitelinico (seta cinza) e ma absorgao
de saco vitelinico (seta azul); (F) Propranolol 25 mg/L (2x) apresentando deformidade de
cauda (seta preta) e ma absorg¢ao de saco vitelinico (seta azul).

(A) R ©

(F)

A Figura 10 apresenta a frequéncia de distribuicdo dessas anormalidades
morfoldégicas mais persistentes, nas diferentes categorias de toxicidade oral aguda,

utilizando o estagio embrio-larval de zebrafish.
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Figura 10. Frequéncia de distribuicdo das malformag¢des mais persistentes nas diferentes
categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o Sistema Global de Harmonizacéo
(GHS), utilizando o estagio embrio-larval de zebrafish.
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Portanto, € possivel observar que avaliacdo de parametros subletais no FET
(OECD 236) agrega valor significativo aos dados de toxicidade aguda com o estagio
embrionario de zebrafish em confiabilidade e robustez para um teste ja validado e
padronizado internacionalmente. O acumulo de hemacias e a formacéo de edemas, como
os de pericardio, saco vitelinico e cauda, quando n&do muito grave, sdo anormalidades que
podem ser reversiveis no desenvolvimento do embrido. Ja a deformidade de cauda,
malformacao de olho e de otdlito e malformagdo craniofacial sdo anormalidades que
raramente se recuperam. Outros efeitos subletais como ma absor¢cdo ou alteracbes
morfolégicas de saco vitelinico e redugdo na pigmentagdo corporal ou de o6rgéos
especificos podem ser observados, porém as informacdes de reversibilidade ainda sao
limitadas quanto a essas anormalidades. Além desses efeitos, pode-se observar
alteragdes no comportamento como tremor e auséncia de equilibrio, os quais geralmente

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

As alteragdes no comportamento das larvas de zebrafish sdo mais bem avaliadas
com o auxilio de hardware e software especifico (Hellfeld et al., 2020). Nesse estudo a

avaliacao de auséncia de equilibrio foi feita através do estimulo das larvas.

Com base nos valores de CEso apresentados na Tabela 10, p6de-se observar que
a substancia de maior toxicidade, em relacéo a subletalidade, foi o cloreto de mercurio Il e
a menos toxica para esse parametro foi o sulfato de atropina. De acordo com o GHS, elas
séo classificadas como categoria 2 (altamente toxica) e categoria 4 (levemente toxica),
respectivamente, ou seja, assim como na avaliagdo dos parédmetros letais, houve uma

similaridade de resposta entre zebrafish e roedores.

40




Tabela 10. Valores estimados da concentragdao média de efeito (CEso) em miligrama por
litro (mg/L) dos efeitos subletais nos estagios embrio-larvais de zebrafish apdés 96 h de
exposigcao as substancias.

% © o O (] % o 18 ‘8 —_
88 <& s .8 e 2838 ST
Substancia ES wd EF EQ=s = 23S S 2
o o £ 8T go2 Q3 © 92 €0
‘s © Z° §8& 4 F R w TS 590
(=] < = o
Cicloheximida 4,64 4,02 2,75 5,79 1,27 0,24 *
Sulfato de Talio | 53,31 * * * 1,25 4,73 *
Cloreto de Mercurio Il 0,06 * 0,18 * 0,02 0,05 *
Diclorvos 32,2 17,78 25,05 29,43 9,76 1,59x10* *
Verapamil HCI 17,18 * 15,97 * 14,93 13,81 *
Cloreto de Cadmio Il * 1,75 * * 2,08x10* 6,23 *
Propranolol 85.38 * * * 6,91 21,28 *
Oxalato de Sdédio * * * * 885,50 791,30 *
Sulfato de Atropina * * * * 861,70 * *
Acido Acetilsalicilico * * * * * * *
Acetaminofeno 482,30 * * * 384,00 * 480,80
Cloreto de Sdédio * * * * * * *
Alcool Isopropilico * * * * * * *
Etanol * * * * * * *
Glicerol * * * * * * *

* Caracteristica morfolégica/fungdo nao afetada

A Figura 11 demonstra a frequéncia dos efeitos subletais, considerando os valores
de CEsp, por categoria, de acordo com o GHS. A substéncia de categoria 1 avaliada
apresentou 6 efeitos significativos das 7 anormalidades morfologicas. As substancias de
categoria 2 apresentaram em comum as anormalidades de deformidade de cauda,
auséncia de equilibrio e ma absor¢do de cauda. As substéncias de categoria 3
desenvolveram em comum a auséncia de equilibrio e a ma absor¢ao de saco vitelinico.
As de categoria 4 desenvolveram em comum apenas a auséncia de equilibrio. Ja na
categoria 5 apenas uma substancia desenvolveu anormalidades significativas,
apresentado deformidade de cauda, auséncia de equilibrio e pigmentagéo corporal. E por
fim as substéncias ndo categorizadas nado apresentaram anormalidade morfologicas

significativas.
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Figura 11. Frequéncia de distribuicdo das malformagdes nos estagios embrio-larvais de
zebrafish, considerando os valores na escala logaritmica da concentracdo média de efeito
(CEso0), nas diferentes categorias de toxicidade oral aguda, de acordo com o Sistema
Global de Harmonizagao (GHS).
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Pode-se observar que as substancias mais toxicas classificadas pelo GHS
apresentaram maior frequéncia de efeitos subletais quando comparados as substancias
menos toxicas e as anormalidades morfologicas mais frequentes se apresentaram em
comum em todas as categorias avaliadas. Dessa forma, esses dados confirmam que a
associagado da analise dos parametros subletais na avaliagdo da toxicidade aguda com o
estagio embrio-larval de zebrafish pode fornecer um modelo pré-clinico de avaliagdo da
toxicidade oral aguda in vivo, pelo menos como uma etapa intermediaria entre os testes in

vitro e in vivo.

5.3 Avaliagao da aplicabilidade do modelo de regressao linear, utilizando um
protétipo a farmaco, LQFM 021

A avaliagdo da aplicabilidade do modelo pré-clinico proposto foi realizado a partir
do modelo de regresséo linear (Fig. 7) utilizando um prototipo a farmaco, denominada
LQFM 021, o qual se apresenta como um agente promissor anti-inflamatorio, analgésico e

antinoniceptivo.

Os embrides e larvas de zebrafish foram expostos ao LQFM 021 por 96 h para
avaliacdo de seguranga do protoétipo a farmaco. Os parédmetros letais e subletais foram
avaliados durante todo o periodo de exposi¢ao (dados parcialmente publicados em Moura
et al.,, 2017; Anexo B). Os valores de CLso de 24 h a 96 h de exposicdo estdo
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apresentados na Tabela 11, mas para avaliar a aplicabilidade do modelo foi utilizado

apenas o valor de CLso-gen.

Tabela 11. Valores estimados da concentragdo média letal (CLso) do candidato a farmaco
LQFM 021, obtidos apds 96 h de exposigao aos estagios embrio-larval de zebrafish e seu
intervalo de confianga (IC).

LQFM021  CLs (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 protétipo a farmaco apresentou ClLso-gen de 203,5 mg/L e esse valor foi aplicado a
equacao (5) do modelo de regressao linear a fim de predizer a DLso. A DLso estimada a
partir do modelo pré-clinico de predigdo da toxicidade oral aguda utilizando os estagios
embrio-larvais de zebrafish foi de 408,52 mg/kg o que o categoriza, de acordo com o
GHS, como uma substancia de categoria 4 (DLso entre 300 - 2000 mg/kg), um composto

levemente toxico.

Martins e colaboradores (2013) avaliaram a toxicidade oral aguda do LQFM 021
utilizando o teste de classe toxica aguda (OECD TG 423), com camundongos fémeas
Swiss. Nesse estudo, o prototipo a farmaco foi categorizado como categoria 4 de acordo
com o GHS (300 < DLsg < 2000 mg/kg) o que corrobora com os resultados obtidos através
do modelo pré-clinico de predicdo da DLsg utilizando os estagios embrio-larvais de
zebrafish apresentados nesse trabalho.

Além dos efeitos letais do LQFM 021 também foram observados os efeitos
subletais durante o periodo de exposigado. Considerando o objetivo desse trabalho, s6
serdao apresentados os efeitos subletais apds 96 h de exposi¢do. As larvas apos 96 hpf
apresentaram auséncia de equilibrio, ma absor¢cdo do saco vitelinico e edema de

pericardio. Os valores da CEso desses efeitos estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Valores estimados da concentracdo média de efeito (CEso) dos efeitos
subletais em larvas de zebrafish apds 96 h de exposi¢cao ao LQFM 021 e seu intervalo de
confianga (IC)

Efeitos subletais CEso-96n (Mg/L) IC 95% (mg/L)
Auséncia de equilibrio 77,27 35,38 — 168,80
Ma absorc¢éo do saco vitelinico 77,68 35,59 — 169,50
Edema de pericardio 71,28 33,47 — 151,80

As anormalidades observadas nas substancias de categoria 4 foram deformidade
de cauda, auséncia de equilibrio e ma absor¢do de cauda, sendo a segunda a unica
apresentada em comum para todas as substancias avaliadas dessa categoria. Dessa
forma, as malformagdes apresentadas pelo LQFM 021 se correlacionam com as avaliadas
pelas substancias de categoria 4. Por fim a avaliagdo dos parametros letais e subletais do
LQFM 021 utilizando o estagio 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 correlagdo de Pearson
foi usada como um modelo qualitativo, a fim de identificar descritores altamente
correlacionados com o pDLsg de ratos e para remover descritores colineares (inter-
correlacionados). O uso de variaveis independentes nao relacionadas pode melhorar o
desempenho preditivo de modelos continuos, pois apresentam efeitos diferentes sobre a

variavel dependente.

A Figura 12 apresenta a matriz de correlagédo entre os descritores toxicologicos e o
pDLso de ratos. N&o foi observado colinearidade (R?> > 0,85) entre os descritores
toxicolégicos de zebrafish, porém observou-se que os descritores “pCLlso.96n” € “ma
absorgdo de saco Vvitelinico” apresentaram consideravel correlagdo (R?> = 0,81) e
dependéncia com a variavel dependente, pDLso (p < 0,001), 0 que sugere que ambos 0s
descritores podem ser importantes na predicdo do pDLso. Por outro lado, alguns
descritores apresentaram correlagdo negativa, como a “categoria GHS predita com
zebrafish no modelo de regresséo linear” e “auséncia de equilibrio” (R? = -0,82; p <
0,001).
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Figura 12. Matriz de correlagédo entre os descritores toxicolégicos (efeitos letais e
subletais) e a variavel dependente (pDLsg). O valor de medida varia de -1 (correlagéo
negativa forte) a 1 (correlagdo positiva forte). Um valor de 0 representa nenhuma
correlagao linear. *valor de p < 0,001. A analise estatistica foi realizada por meio do teste
qui-quadrado de Pearson na matriz do descritor de contingéncia.

PClsggen

Deformidade de cauda
Atraso na eclosdo
Edema de pericardio
Edema de saco vitelinico
Auséncia de equilibrio
Mé absor¢édo de saco vitelinico

Pigmentacéo corporal

Categoria GHS zebrafish

O uso dos descritores toxicoldgicos gerou modelos estatisticamente preditivos com
valores de RZ,, variando entre 0,80 e 0,95, Q2,, 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 R2, MAE RMSE (@2,
Regresséo linear simples pCLso-96h 0,76 0,66 0,49 0,50
Regresséo polinomial pCLso-96h, atraso na eclosdo, ma absorcao 0,86 0,34 0,40 0,82

do saco vitelinico e pigmentacao corporal

Regresséo linear multipla Edema de pericardio, pigmentagao corporal 0,80 0,44 0,52 0,69
e categoria GHS zebrafish

Regreséo Isotbnica Deformidade de cauda, edema de saco 0,90 0,24 0,28 0,90
vitelinico, edema de pericardio,
pigmentacao corporal e categoria GHS
zebrafish

Gradient Boosted Tress Deformidade de cauda, categoria GHS 0,92 0,25 0,30 0,89
zebrafish e pigmentagéo corporal

Random Forest* pCLso-96h, atraso na eclosdo, edema de 0,95 0,18 0,25 0,92
saco vitelinico, auséncia de equilibrio, ma
absorcao de saco vitelinico, pigmentacéo
corporal e categoria GHS zebrafish

*Melhor modelo QAAR

RZ,,: coeficiente de correlagdo do conjunto de teste; MAE: erro absoluto médio (do inglés, mean
square error); RMSE: erro quadratico médio (do inglés, root mean square error); (Q2,,): coeficiente
de correlagédo quadratico preditivo para o conjunto de teste;

O modelo de regresséo linear simples (pDLso = 0,75 x pCLso-9en + 0,75) mostrou
desempenho estatistico insatisfatério (RZ,, = 0,76, Q% = 0,50, MAE = 0,66 e RMSE =
0,49), indicando que o pCLsp.9en por si sO, ndo é suficiente para prever os valores de
pDLso de novos produtos quimicos, diferente do que foi observado no modelo de
correlacdo apresentado anteriormente em que a correlagdo foi estatisticamente
significativa. O grafico de dispersdo dos valores de pDLsy experimental vs. preditos
obtidos a partir do modelo de Regressao Linear Simples esta apresentado na Figura 13a.

Como a selecao do descritor € um problema proeminente no desempenho de
QAAR, foi aplicado um GA para escolher o conjunto ideal de descritores com alta
capacidade de predicdo do pDLsp. Como pode ser observado na Tabela 13 e na Figura
13b, 0 modelo construido usando sete descritores toxicoldgicos (pCLso, atraso na ecloséo,
edema de saco vitelino, auséncia de equilibrio, ma absorgcdo do saco vitelino,
pigmentagcdo corporal e categoria GHS predita com zebrafish) em combinagdo com o
método Random Forest demonstrou o melhor desempenho entre todos os outros modelos
(RZ,; = 0,95, Q%,; = 0,92, MAE = 0,18, e RMSE = 0,25).
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Figura 13. Grafico de dispersao dos valores de pDLsg observados vs. preditos para as
substancias do conjunto de teste. (a) Modelo de regresséo linear simples utilizando a
variavel independente pClLso.gsn € (b) Modelo Random Forest utilizando as variaveis
independentes pCLso9sh, atraso na eclosdo, edema de saco vitelino, auséncia de
equilibrio, ma absor¢do de saco vitelino, pigmentagédo corporal e categoria GHS predita
com zebrafish.
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De maneira geral, os modelos QAAR gerados neste estudo apresentaram
desempenho superior quando comparados aos modelos de regressao publicados por Ali e
colaboradores (R? = 0,78) e Scholz e colaboradores (R? = 0,20). Consequentemente, as
malformagbes observadas nos estagios embrio-larvais de zebrafish podem ser
adicionados com sucesso na predicdo do pDLsg de toxicidade oral aguda para novos
produtos quimicos. Apesar disso, mais dados toxicoldégicos de zebrafish ainda sao
necessarios para melhorar a relagdo quimica-biolégico e, assim, aumentar a

confiabilidade nas predi¢des.

As representacdes esquematicas das arvores (Trees) de regresséo, obtidas com o
método Random Forest e que foram usadas para construir o melhor modelo QAAR, estao
apresentados no Apéndice B. Random Forest € um método de aprendizado de maquina
que aprende com os dados do descritor usando um conjunto de arvores de regressao.
Cada um dos modelos de arvore de regresséo é aprendido em um conjunto diferente de
produtos quimicos e/ou um conjunto diferente de descritores. O modelo de saida
descreve um conjunto de modelos de arvore de regressado e € aplicado no preditor

correspondente usando uma média simples das previsdes individuais (Breiman, 2001).
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que os estagios embrio-larvais de zebrafish podem ser
utilizados como modelo pré-clinico para estimar/predizer a toxicidade oral aguda,
apresentando como um modelo intermediario na avaliacdo pré-clinica entre os ensaios in

vitro e in vivo. Portanto podemos concluir que:

e Na avaliagdo dos efeitos toxicos letais das 15 substéncias houve
similaridade de resposta entre o estagio embrio-larval de zebrafish e

roedores;

e A correlacdo entre a CLso-9en Obtida nos ensaios com o estagio embrio-larval
de zebrafish e a DLso proveniente de dados da literatura referentes a
avaliacdo da toxicidade oral aguda em roedores foi estatisticamente

significativa;

e O modelo pré-clinico para estimar a toxicidade oral aguda apresentou um

dominio de aplicagao de 53.33%.

e Os efeitos subletais observados nas 15 substancia apresentam uma
tendéncia de anormalidades de acordo com a categorizacdo das
substancias, em que as substancias mais toxicas classificadas pelo GHS
apresentaram maior frequéncia de efeitos subletais quando comparados as
substancias menos toxicas e as anormalidades morfolégicas mais

frequentes se apresentaram em comum em todas as categorias avaliadas;

e O protétipo a farmaco, LQFM 021, foi classificada pelo modelo proposto
como categoria 4, de acordo com o GHS, conforme os estudos in vivo da

literatura;

e O modelo de Relacdo Quantitativa Atividade-Atividade utilizando sete
descritores toxicologicos (pCLso, atraso na eclosdo, edema de saco vitelino,
auséncia de equilibrio, ma absor¢ao do saco vitelino, pigmentagédo corporal
e categoria GHS predito com zebrafish) em combinacdo com o método
Random Forest apresentou o melhor desempenho na predi¢cao da toxicidade

oral aguda in vivo.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA UFG

TERMO DE ATENDIMENTO DE PENDENCIAS

USO EXCLUSIVO DA CEUA
PROTOCOLO Nt
RECEBIDOEM: /|

1. TITULO:
| Os estigios embrio-larvais de zebrafish para predizer a toxicidade oral aguda e teratogenicidade em mamiferos

2. RESPOSTA AS PENDENCIAS
Pendéncia 1;

No item 12.1. “Tipo ¢ caracteristica do modelo animal”, os pesquisadores afirmam que pretendem utilizar 160 peixes
adultos com 3 meses de idade (90M/70F). Mas no item 12.5 “Plancjamento estatistico™ os pesquisadores afirnam que irdo
utilizar 70M/50F para acasalamento, salientando a propor¢do 2M/1F. Ainda no item 12.5, os pesquisadores afirmam que
serd utilizado 3 aqudrios por substincia teste, com 9 peixes em cada um (6M/3F), o que totaliza 27 peixes. Também
relatam que scrdo testadas 25 substincias. Isso totalizaria 675 peixes (450M/225F — considerando 25substincias teste
multiplicada por 27peixes). Isso, sem considerar as 5 doscs a serem testadas para cada substiincia testes. Portanto, essa
comissio solicita esclarecimentos do total de animais a serem utilizados como progenitores, sendo discriminada a
propor¢do/sexo (respeitando a relagio 2M/1F), ou como serd feito o plancjamento de acasalamento de 160 animais
(90M/70F), os quais ndo atendem a relagdo de 2M/IF. Além disso, solicitamos também, descrever como csse
plancjamento deverd atender a proporgdo de 9 peixes (6M/3F) por substincia teste, com capacidade de produgio de
60ovos/ciclo reprodutivo, para a produgdo de 500ovos/tratamento, respeitando a semana de descanso no acasalamento,
como relatado no item 12.5

Resposta i pendéncia 1:

- A informagdo presente no item 12.1 “Tipo ¢ caracteristica do modelo animal” de 160 peixes ¢ uma estimativa do niimero
total de peixes adultos que serdo necessirios para obtermos cerca de 500 oves fertilizados por substincia-teste (30
substincias no total) ¢ para um projeto que devera ser excecutado até margo de 2022. Essa cestimativa do nimero total de
peixes ¢ feita considerando 5 a 6 peixes por substiincia-quimica analisada ¢ também pelo tempo de capacidade reprodutiva
do peixe, que ¢ cerca de 1 ano. A proporgido de machos ¢ fémeas dos peixes adultos a serem adquirido ndo precisa ser,
necessariamente 2M/1F como utilizamos nos acasalamentos, devido a dificuldade de se obter peixes em idade reprodutiva
¢ o intervalo de descanso que precisa ser dado ds fémeas entre as reprodugdes. Como relatado na ficha de protocole, nés
compramos os peixes adultos em petshops, ¢ a maioria dos fornecedores ndo possuem  esse tipo  de
informag¢do/conhecimento. Na maioria das vezes, durante a compra dos peixes adultos, fazemos uma andlise visual do
tamanho do peixe, de forma a adquirir peixes adultos jovens (em idade reprodutiva), que apresentem 2 a 3 cm de
comprimento. No entanto, essa avaliagio do tamanho durante a compra dos peixes ndo ¢ algo ficil de se fazer, devido a
intensa ¢ constante movimentagio dos peixes na dgua, o que significa que, juntamente com os peixes adultos jovens (em
fase reprodutiva) sdo adquiridos peixes em fase juvenil, cspccnalmcntc machos, sem maturidade sexual. Nés também
temos dificuldades em obter fémeas, ja que a grande maioria dos peixes adultos que sdo fornecidos por petshops ¢ macho.
Além disso, podemos ter o fracasso na reprodugdo, por usar peixes adultos (machos ¢ fémeas) no acasalamento sem
maturidade reprodutiva, sendo necessdrio separd-los para ocorrer o amadurecimento sexual ¢ acompanhar outros fatores
que possam estar influenciando no sucesso da obtengdo dos ovos fecundadoes. A redugdo, especialmente no nimero de
fémcas, para considerar a proporgio 2M ¢ IF, pode ter impacto negativo no nimero de reprodugbes realizadas e,
consequentemente, no tempo de execugdo do projeto.

- Ja em relagio ao o item 12.5 "Plancjamento estatistico”, ha algumas informagbes incocrentes, como indicado por essa
comissio, que provavelmente ocorreram pela construgdo da ficha protocolo desse projeto ter sido bascada em outro
comité de ética aprovado ¢, também por ter sido considerado o plancjamento para andlise de 25 substincias ¢ ndo 30,
como secrd definitivamente realizado. Eu pego desculpas pelas falhas em informagdes de extrema importincia para a

Comirsio de Btica no Uso de Animais’'CEUA
Pro-Remocia de Pesquisa ¢ Bovagho/PRPI-UFG, Caixa Postal 131, Prédio da Reioria, Piso 1, Campus Samasshaia (Campes 1) - CEP: 74001970, Godlinm — Goads,
Foae: (55-62) 3521-1876,
Email: ccua.ufpilgmed cons

55




UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA UFG

MINISTERIO DA EDUCACAO .. 1
9

condugio desse projeto ¢ solicito a reconsideragdo da comissio, com base nas modificagdes ¢ esclarecimentos em relagdo
a esse item. O plancjamento estatistico do niimero de animais usados nesse projeto ¢ determinado por uma estimativa do
nimero de ovos fertilizados obtidos por ciclo reprodutivo. Os peixes adultes serdo usados apenas para o acasalamento, ou
scja, para a obtengdo dos oves, ndo sendo expostos a qualquer substincia-teste. Para a avaliagio dos efeitos toxicos (letais,
subletais, citotoxicos ¢ bioquimicos) de cada substincia-teste (30 substincias no total) serdo necessdnios, pelo menos 480
ovos fecundados (cada substincia-teste serd avaliada em 5 concentragbes ¢ com 3 controles, ou scja, o controle negativo,
positivo ¢ o de solvente, quando necessério, em triplicata, com 20 embrides para cada concentragdo ou controle por
réplica) que serdo obtidos durante o acasalamento entre machos ¢ fémeas. Considerando que cada fémea desova cerca de
60 ovos por reprodugio, precisamos, no minimo, de 8 fémeas ¢l6 machos em fases reprodutivas para obter 480 ovos
fertilizados. A distribui¢do desses 24 peixes por agquario pode variar, mas iremos usar 2 aqudrios de reprodugdo de 15 L,
com 4 fémeas ¢ 8 machos cada um. Vale ressaltar que muitas vezes ndo conscguimos obter essa quantidade necessdria
para cada substincia-teste (480 ovos), fazendo uma Gnica reprodugdo em 2 aquirios. Ji tivemos experiéncias bem
negativas durante semanas de ensaios que podem variar desde a obtengdo de um nimero muito baixo de ovos fertilizados,
insuficientes para realizar uma réplica do experimento, ou ensaios em que os controles negativos nio atingem o critério de
validagio de 80% de viabilidade até 96 horas de pos-fertilizagdo. Nesses momentos fazemos a rotatividade dos peixes
durante os acasalamentos ¢ analisamos minunciosamente cada pardmetro de qualidade da dgua de manutencdo dos peixes
adultos, como também o comportamento didrio dos peixes frente a alimentagio ¢ niveis de atividade ao longo de cada dia.
E importante comentar dependendo das resposta de toxicidade aguda, algumas substincias necessitario de uma nova
exposigdo em concentragbes subletais para a obtengdo dos dados de citotoxicidade ¢ parimetros bioguimicos ¢, talvez,
isso amplic o niimero de ovos necessiries por substiincia-teste. Entdo na ficha protocolo foi descrito o uso de cerca de 500
ovos para todas as substiincias-testadas, porque ndo sabemos qual serd a resposta toxica da grande maioria delas. Além
disso, tivemos dificuldades em adquirir as substincias-quimicas mais toxicas de acordo com o GHS (toxicidade oral
aguda para roedores), devido ao alto custo, mas recentemente, conseguimos algumas doagdes ¢ iremos cumprir o projeto
aprovado pelo CNPq, testando 30 substincias quimicas ao invés das 25 substiincias, como foi relatado na ficha protocolo.
- Sobre o esclarecimento do total de animais a serem utilizados como progenitores, gostaria de explicar que ndo ha uma
relagdo direta entre o grupe de 24 peixes adultos (16M ¢ 8F, como esclareci/corrigi acima) por acasalamento ¢ por
substincia-teste analisada, j& que 0s mesmos peixes adultos poderdo ser utilizados para a obtengdo de outros ovos a serem
expostos as demais substincias-testes, sempre promovendo, pelo menos, uma semana de intervalo para as fémeas que ja
participaram da reproducdo. Considerando os 160 peixes, serdo quase 7 grupos distintos de 24 peixes (16M ¢ 8F) para
fazermos a rotatividade entre os grupes, que pela nossa experiéncia com outros projetos de pesquisa que executamos
desde 2014, serd suficiente para realizar as reprodugdes ¢ obter cerca de 500 oves por substincia-teste. Ainda vale lembra
que, como os peixes adultos serdo utilizados, exclusivamente, para a obtengdo dos ovos, ou seja, ndo serdo utilizados
experimentalmente, apos cada reprodugdo, cles retormardo para os aquirios de manutengido ¢ os grupos poderdo ser
repetidos ou ndo, sempre respeitando os intervalos das fémeas.

_Pendéncia 2:

Esclarccer qual serd o modelo experimental utilizado, se ¢ o peixe adulto, 0s ovos, 0s embrides ou as larvas, com a
respectiva discriminagdo do niimero de individuos para cada tratamento ¢ o nimero total de cada um (adulto, ovo,
embrido ou larva)

Resposta & pendéncia 2:

Nés avaliaremos apenas a fase embrio-larval de zebrafish, ou seja, inicialmente, os ovos fertilizados, contendo o embrido,
serdo expostos as substincias-testes ¢ como a duragdo do teste serd realizado até 168h, isso significa que iremos utilizar
como modelo experimental os embrides ¢ larvas de zebrafish, ja que de 0 a 48 h de desenvolvimento, o zebrafish estard na
fasc cmbriondria ¢ apbs a cclosdo (em até 50h) até 168 h, cle cstard na fase larval. Para cada tratamento (cada
concentragio das substincias-testes ¢ controles) serdo utilizados cerca de 60 ovos (20 ovos por réplica), ou scja, 60
embrides ¢ 60 larvas (caso o desenvolvimento da fase larval ocorra, o que dependera da toxicidade das substiincias-testes).
Esse nimero poderd ser ampliado a depender da toxicidade das substincias-testes, ou scja, da necessidade de se realizar o
experimento preliminar (para a definicio das concentragdes definitivas dos testes) ou experimentos com concentragics
subletais (para avaliar o efeito citotxico c/ou parimetros bioquimicos). Esse fato dependerd da resposta de cada
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substincia ¢ serd avaliado caso a caso essa necessidade de se ampliar o nimero de embrides ¢ larvas expostos. Ndo iremos
usar os peixes adultos como modelo experimental, j& que em momento algum, cles serdo expostos ds substincias-testes,
apenas serdo utilizados no acasalamento para a obtengdo dos ovos (embrides ¢ larvas).

P ncia 3:

Essa comissio solicita que scja esclarecido o total de substincias teste a ser utilizada, pois no item 12.5 da ficha de
protocolo os pesquisadores afirmam que serdo utilizadas 25 substancias quimicas (substincia teste) ¢ em outro paragrafo
deste mesmo item ¢ no projeto, afirmam que serdo avaliados cerca de 30 compostos teste. Essa comissdo entende que a
diferenga de apenas 5 compostos no teste implicaria em mais 135 peixes ¢ 2500 ovos (500ovos/tratamento), considerando
que sdo 3 aquérios/substincia teste, 9 peixes/aquério, totalizando 27 peixes/substincia teste

Resposta & pendéncia 3:

Como esclarecido na Pendéncia 1, inicialmente, nds tivemos dificuldades em obter as substincias de maior toxicidade, de
acordo com o GHS para toxicidade oral aguda em roedores, principalmente devido ao alto custo ¢ pequenas quantidades,
mas no més passado (inicio de novembro), conseguimos algumas doagdes ¢ iremos cumprir na integra o projeto aprovado
pelo CNPgq, testando 30 substincias quimicas ao invés das 25 substincias, como foi relatado na ficha protocolo. Por favor,
considere o total de substincias-teste a ser utilizada como 30. Como citado anteriormente, manutengdo de 5 a 6 peixes
adultos por substincia-teste (total 160 peixes) ¢ a rotatividade dos grupos de peixes na proporgdo 2M ¢ 1F, durante os
acasalamentos, serio suficientes para obter cerca de 500 ovos por substincia-quimica.

_Pendéncia 4:

Na descrigdo da metodologia no projeto ¢ no item 18 da ficha de protocolo, os pesquisadores relatam vérias técnicas em
que embrides ¢ larvas serio homogencizados para as referidas dosagens bioguimicas, ou que serdo corados, ou ainda,
fixados ¢ emblocados em parafina para andlises morfologicas. Nio foi encontrado relato do que serd feito dos
progenitores, uma vez que ndo serdo utilizados experimentalmente, ¢ sim para fomecer ovos/embrides (vide 1° pardgrafo
do item 12.5). Porém, nos itens 13.1, 17.1 ¢ 17.3 da ficha de protocolo, 0s pesquisadores afirmam que apds overdose de
ancstesia os embrides ¢ larvas serdo descartados em lixo hospitalar para incineragdo. Portanto, essa comissdo solicita
esclarecimento do correto destino dos embrides ¢ larvas, ¢ dos animais adultos utilizados como progenitores; ¢

Resposta a pendéncia 4:

Os animais adultos utilizados como progenitores serdo devolvidos para os aquirios de manutengdo, apds cada
acasalamento. Os peixes adultos jovens de zebrafish se reproduzem continuamente durante a maturidade sexual ¢ o tempo
de manutencdo deles no biotério ird depender dessa capacidade reprodutiva ¢ do estigio de maturidade sexual em que
foram obtidos. Nos temos observado que, em média, cles permanccem sexualmente ativos por 1 ano ¢ apds esse periodo
cles serdo doados aos petshops ou trocados por algum insumo como ragdo, cerimica, ou seja, como ndo sdo expostos a
qualquer substiincia quimica, cles ndo sdo sacrificados ap6s a inatividade sexual.

Pendéncia S:

No item 17.2 da ficha de protocolo “Descrigio de método de cutandsia” os pesquisadores afirmam que serd realizada a
cutandsia por “hipéxia em solugio tamponada de sulfonato metano de tricaina (MS222)". Nio foi encontrada na
bibliografia citada nenhuma recomendacio de uso de hipdxia para cutandsia:

1. Diretrizes da Pritica de Eutandsia do CONCEA - Tabela 1: Agentes ¢ métodos de cutandsia por grupo taxondmico,
Classe Osteichthyes;

2. Guia Brasileiro de Boas Priticas para Futanisia em Animais do CRMV - pdgina 38 — Peixes ¢ anfibios, item c.
Imersdo;

3. Diretrizes para Uso de Zebrafish do NIH;

Portanto, essa comissdo solicita maiores esclarecimentos sobre o uso de hipdxia associada ao anestésico MS222 como
método de cutandsia.

Resposta & pendéncia 5:
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A tricaina (MS222) ¢ um dos anestésicos mais utilizados na cutandsia de peixes dsscos, como o zebrafish, por imersdo em
solugdo tamponada até o pH 7, devido ao scu cardter dcido. Esse anestésico inibe a propagagio de potenciais de agdo,
bloqueando os canais de sddio, resultando na cessagio dos movimentos operculares, que pode ser visualizada no peixe
adulto de zebrafish, mas n3o nas fases embriondrias desse peixe. Para as formas embrio-larvais, a visualiza¢do dos
batimentos cardiacos pode ser usada como uma forma mais direta de avaliar o potencial anestésico ¢ como um indicador
de morte tecidual, devido a falta de oxigénio.

Dessa forma, considerando as dificuldades em avaliar a anestesia nas formas embriondrias de zebrafish, a cutandsia de
peixes adultos doentes ¢ embrides/larvas (modelos experimentais) serd realizada de acordo com as diretrizes para o uso do
zcbrafish do NIH (2009), atualizado em 26 de fevereiro de 2020.

- Para peixes adultos de zebrafish doentes (=15 dpf): serd realizada a imersdo prolongada (por até 30 min) em solugdo de
MS-222 a 200 a 300 mg/L tamponada com bicarbonato de sédio (pH 7,0 - 7,5).

- Para formas embrio-larvais de zebrafish (< 7 dpf): serd realizada a imersio em hipoclorito de sodio a 6,15% por 5§
minutos.

Todas as ctapas de cutandsia serdo realizadas em tanques isolados, ou scja, fora do sistema de manutengio dos peixes.
Guidelines for Use of Zcebrafish in the NIH Intramural Rescarch Program (2009).

Caple, cole e preencha as tabelas, guantas vezes forem necessdrias, até gue todos as pemdéncias sejam lad

3. ADEQUACAO DO CRONOGRAMA

O cronograma de atividades desse projeto foi claborado para o periodo de 12 meses, com data de encerramento em 03 de
margo 2022, como demonstrado a seguir (ver tabela):

(i) Revisar a literatura pertinente ao assunto do projeto de pesquisa.

(i1) Fazer a manutengio dos peixes adultos de zebrafish no periodo de quarentena;

(ii1) Realizar a criagdo ¢ manutengdo dos peixes adultos de zebrafish apés o periodo de quarentena;

(iv) Promover o acasalamento ¢ a colhcita dos ovos de zebrafish;

(v) Avaliar a toxicidade aguda de cerca de 30 substincias quimicas com diferente categonizagio no GHS (categoria 1 a 5)
sobre embrides ¢ larvas de zebrafish, analisando indicadores toxicologicos de letalidade (CL50), subletalidade (CES0) ¢
teratogenicidade (IT50);

(vi) Implantar ¢ realizar os ensaios de citotoxicidade, marcadores bioquimicos ¢ de outras alteragbes morfologicas com
larvas de zebrafish;

(vii) Aplicar os modclos classificatirios gerados (toxicidade aguda ¢ teratogenicidade) para uma nova molécula ou
principio ativo (ex. firmaco, repelente, extrato vegetal);

(viii) Elaborar relatérios ¢ resumos cientificos; trabalhos de conclusio de curso, dissertagdes ¢ teses

TABELA. Distribuigiio das atividades em 12 meses.

Comisnio de Etica no Uso de Animais’'CEUA
Pro-Resocia de Pesquisa ¢ BovaghoPRPI-UFG, Caixa Postal 131, Prédio da Reorie, Piso 1, Campus Samasshala (Campes 1) - CEP:74001-970, Gotlina - Goads,
Foae: (55-62) 2521-1876,
Email: ccua. ulipilgmed cons

58



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA U FG

MINISTERIO DA EDUCACAO ‘.‘
9

“Atividudes [Jun Fev Mar [Abr [Mai Jun [Jul [Ago Set [Out|Nov Des |

2021 |
i I [ |

2022

Este campo deverd ser preenchido somente quando mecessdrio e independente de constar a solicitagdo mas pendéncias. Caso tenha pendéncia sobre
o cromograma, ndo hd necessidade de preenchimento deste campo novamente, basta constar no ITEM 2.

O cranograma de execugdo deverd ser reprogramado caso o tempo para o atend. da pendéncia ultrapasse os 60 dias requeridos pela CEUA
no momento da swhmissdo do projeto.

4. TERMO DE RESPONSABILIDADE (LEIA CUIDADOSAMENTE ANTES DE ASSINAR)

Eu,  Gisele Augusto Rodngues de Oliveira (nome do responsivel), certifico que:

a) I o disposto na Lei n* 11,794, de 8 de outubro de 2008, ¢ nas demais normas apliciveis 4 utilizagio de animais em ensino e/ou
pesquisa, especialmente as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal - CONCEA;
b) este estudo nio é desnecessariamente duplicativo, possuindo mérito clentifico ¢ a equipe participante deste projetovaula foi treinada
¢ & compelente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;
¢} ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.

Assmatura do Responsivel pela Pesquisa:

Dats: 10 /12 /2020

Comisnio de Etica no Uso de Animais CEUA
Pro-Resocia de Pesquisa ¢ Bovagho/PRPI-UFG, Caixa Postal 131, Prédio da Reoria, Piso 1, Campus Samasshala (Campes 1) - CEP:74001-970, Godlinsa - Gosds,
Foae: (55-62) 2521-1876,
Emall: ocua ulpilgmed coms
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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/Karp pathway. Despite these
important pharmacological findings, toxicity data of LQFMO021 are scarce. Thus, this study investigated
the in vitro genotoxicity of LQFM021 through cytokinesis-block micronucleus assay (OECD N° 487/2014).
Moreover, zebrafish model was used to assess the embryotoxicity potential of LQFM021 using fish em-
bryo toxicity test (OECD N° 236/2013) with extended exposure to evaluate subchronic larval develop-
ment. In vivo subchronic toxicity of LQFM021 in rats (OECD N° 407/2008) was also conducted. This
compound at the lower concentrations tested (3.1 and 31 pg/mL) did not promote changes in micronuclei
frequency in HepG2 cells. However, in the higher concentrations of LQFM021 (310 and 620 pg/mL)
triggered a significant increase of micronucleated HepG2 cells, showing an alert signal of potential
genotoxicity. Regarding the oral treatment of rats with LQFMO021 (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

* Corresponding author. Faculdade de Farmdcia — Universidade Federal de Goids,
Rua 240 esquina com 5 Avenida, s/n, Setor Universitario, Goiania, GO 74605.170,
Brazil.

E-mail addresses: marizecv@ufg.br, marizeufg@gmail.com (M.C. Valadares).

https://doi.org/10.1016/j.cbi.2017.09.004
0009-2797/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

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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APENDICES

Apéndice A - Taxa de mortalidade induzida pelas diferentes concentragdes das
substancias-teste apos 96 h de exposi¢cao ao estagio embrio-larval de zebrafish.

Concentragao (mg/L) CN 0,1 1 10 100 1000
Cicloheximida 5% 5% 5% 90%* 100% 100%
Sulfato de talio | 0% 40% 0% 15% 0% 55%*
Cloreto de Mercurio Il 0% 0% 100% 100% 100% 100%
Diclorvos 5% 20% 5% 10% 100%* 100%
Cloreto de Cadmio |l 0% 0% 10% 10% 100%* 100%
Verapamil HCI 5% 5% 0% 20% 100%* 100%
Propranolol 0% 5% 0% 0% 100%* 100%
Oxalato de Sodio 5% 0% 5% 10% 5% 65%*
Sulfato de Atropina 0% 5% 5% 10% 10% 5%*
Acido Acetilsalicilico 10% 15% 50% 50% 35% 100%*
Acetaminofeno 10% 40% 55% 55% 50% 100%*
Cloreto de Sédio 10% 0% 0% 5% 0% 10%*
Alcool Isopropilico 5% 0% 0% 0% 5% 5%*
Etanol 5% 5% 15% 5% 5% 25%*
Glicerol 5% 10% 15% 10% 20% 5%*

*Maior concentragao utilizada no ensaio definitivo.
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Apéndice B - Informagoes de suporte

[ Tree:1 |

3,5234(7/7)
w Table:

Category % n
3,5234 100,0 7
Total 100,0 7

Zebrafish GHS

4,3756 (4/9)
w Table:
Category % n

4,3756
Total

Zebrafish pLCsgy

e

<5.049

3,9344 (3/3)
w Table:

Category % n
39344 1000 3
Total 42,9 3

Delay in hatching

2,387 (3/3)

©
I ]
>3.5
W Table:
Category
100,0 4 2,387
57,1 4 Total
>5.049

ol
<0.5 >0.5
3,9668 (2/2) 3,8697 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
3,9668 100,0 2 3,8697 100,0 1
14,3 1

Total 28,6 2 Total

5,699 (1/1)
w Table:
Category % n
5,699 100,0 1
Total 143 1

% n

100,0 3
42,9 3

62



Tree: 2 ]

3,5234 (7/7)
w Table:

Category % n
3,523¢  100,0 7
Total 100,0 7

Yolk sac edema

ol

3,1607 (6/6)
W Table:

Category % n
3,1607  100,0 6
Total 857 6

Lack of balance

ol

2,387 (3/3)
w Table:

Category % n
2,387 100,0 3
Total 42,9 3

3,9344 (3/3)
w Table:

Category % n

3,9344 1000 3

Total 42,9 3

Zebrafish pLCsg,
ol

[
<4.258

4,6021 (1/1)
w Table:

Category
4,6021  100,0 1
Total 14,3 1 Total

>4.258

3,6006 (2/2)
w Table:

% n Category % n

3,6006 100,0 2
28,6 2

Zebrafish pLCsg,

ol
| ]

< 4.|554 > 4.|G54

3,3316 (1/1) 3,8697 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
3,3316 100,0 1 3,8697 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1

5,699 (1/1)

W Table:

Category
5,699
Total

% n
100,0 1
143 1
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3,5234(7/7)

[ Tree: 3 ]

w Table:
Category

% n
3,5234 100,0 7
Total 100,0 7

Zebrafish GHS
S)

4,3756 (4/4)

w Table:

Category % n
43756  100,0 4
Total 57,1 4

2,387
Total

2,387 (3/3)

w Table:
Category

% n
100,0 3
429 3

Zebrafish GHS

ol

2,8222(1/1)
w Table:
Category % n
2,8222 100,0 1
Total 143 1

2,1695 (2/2)
w Table:
Category
2,1695
Total

% n
100,0 2
28,6 2

Zebrafish GHS

el
[ |
<55 >5.5
| |
1,9% (1/1) 2393(1/1)
w Table: a4 Td*:
Category % n Category % n
1,946 100,0 1 2,393 100,0 1
Total 14,3 1 Total 143 1
[ Tree:4 | Sz
w Table:
Category % n
3,523¢  100,0 7
Total 100,0 7
Zebrafish GHS
ol
( |
<35 >3.5
| |
4,3756 (4/4) 2,387(3/3)
w Table: v Table:
Category % n Category % n
4,3756  100,0 4 2,387 100,0 3
Total 57,1 4 Total 42,9 3
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3,5234(7/7)

Tree: 5 ] o

Category % n
3,5234 100,0 7
Total 100,0 7

Zebrafish pLCsg,

ol
[ |
<3.923 >3.923
2,387 (3/3) 4,3756 (4/4)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
2,387 100,0 3 4,3756  100,0 4
Total 42,9 3 Total 57,1 4
Zebrafish pLCsg,
ol
|
<2.892 >2.892

2,1695 (2/2) 2,8222(1/1)
w Table: w Table:

Category % n Category % n
2,1695 100,0 2 2,8222 100,0 1
Total 28,6 2 Total 143 1

Zebrafish pLCsg,

el
[ !
<1.747 >1.747
| I
2,393 (1/1) 1,946 (1/1)
w Table: w Table:

Category % n Category % n
2,393 100,0 1 1,946 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1

[ Tree: 6 ] e

Category % n
3,5234 1000 7
Total 100,0 7

Lack of balance

SOI.S >(;.5

2,387 (3/3) 4,3756 (4/4)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
2,387 100,0 3 4,375  100,0 4
Total 42,9 3 Total 57,1 4
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[ Tree: 7 ]

3,5234(7/7)

W Table:
% n

Category
3,5234 1000 7
Total 100,0 7

Delay in hatching
el

3,019 (5/5)
w Table:
Category
3,019 100,0 5
Total 71,4 5

% n

Zebrafish pLCsg,
ol

<3.923

2,387 (3/3)

w Table:
% n

2,387 100,0 3
Total 42,9 3

Category

>3.923

Zebrafish pLCsg,

el
[ |
<4.258 >4.258
| I
4,6021 (1/1) 3,3316 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
46021 1000 1 3,336  100,0 1
Total 143 1 Total 143 1

4,7843 (2/2)

w Table:
% n

4,7843 100,0 2
Total 28,6 2

Category

Zebrafish pLCsg,

ol
[
<5.049 >5.049
I |
3,8697 (1/1) 5,699 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
3,8697 100,0 1 5,699 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1
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[ Tree: 7 ]

3,5234(7/7)

W Table:
% n

Category
3,5234 1000 7
Total 100,0 7

Delay in hatching
el

3,019 (5/5)
w Table:
Category
3,019 100,0 5
Total 71,4 5

% n

Zebrafish pLCsg,
ol

<3.923

2,387 (3/3)

w Table:
% n

2,387 100,0 3
Total 42,9 3

Category

>3.923

Zebrafish pLCsg,

el
[ |
<4.258 >4.258
| I
4,6021 (1/1) 3,3316 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
46021 1000 1 3,336  100,0 1
Total 143 1 Total 143 1

4,7843 (2/2)

w Table:
% n

4,7843 100,0 2
Total 28,6 2

Category

Zebrafish pLCsg,

ol
[
<5.049 >5.049
I |
3,8697 (1/1) 5,699 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
3,8697 100,0 1 5,699 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1
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Tree: 8 ] - :;fom

Category % n
3,523¢  100,0 7
Total 100,0 7

Lack of balance

ol
|
< 0!5 >0.5
2,387 (3/3) 4,3756 (4/4)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
2,387 100,0 3 4,3756 100,0 4
Total 29 3 Total 57,1 4
Zebrafish pLCsg, Delay in hatching
ol ol
[ | [
T <72.892 >2.892 <05 >0.5
| | |
2,1695 (2/2) 2,8222(1/1) 3,9668 (2/2) 4,7843 (2/2)
w Table: w Table: w Table: w Table:
Category % n Category % n Category % n Category % n
2,1695 100,0 2 2,8222 100,0 1 3,9668 100,0 2 4,7843 100,0 2

Total 28,6 2 Total 143 1 Total 28,6 2 Total 28,6 2




3,5234 (7/7)
w Table:

Tree: 9 ]

Category % n
3,523¢  100,0 7
Total 100,0 7

Zebrafish pLCsg
ol

[
£3.923 >3.923

4,3756 (4/4)

2,387 (3/3)
W Table:

w Table:

Category % n
4,3756 100,0 4
Total 57,1 4

Category % n
2,387 100,0 3
Total 42,9 3

Zebrafish GHS Delay in hatching

© ol
[ | [ |
<45 >4.5 <0.5 >0.5
2,8222(1/1) 2,1695 (2/2) 3,9668 (2/2) 4,7843 (2/2)
w Table: w Table: w Table: w Table:
Category % n Category % n Category % n Category % n
2,8222 100,0 1 2,1695 100,0 2 3,9668 100,0 2 4,7843 100,0 2
Total 143 1 Total 28,6 2 Total 28,6 2 Total 28,6 2
Zebrafish pLCg Zebrafish pLCg
S ol
[ | [ |
<1.747 >1.747 <5.049 > 5.049
I I I I
2,393 (1/1) 1,946 (1/1) 3,8697 (1/1) 5,699 (1/1)
w Table: w Table: w Table: w Table:
Category % n Category % n Category % n Category % n
2,393 100,0 1 1,946 100,0 1 3,8697 100,0 1 5,699 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1 Total 143 1 Total 143 1




Tree: 10 ]

Delay in hatching
ol

4,7843 (2/2)
w Table:

3,019 (5/5)

w Table:

Category % n
3,019 100,0 S
Total 71,4 5

Category % n
4,7843  100,0 2
Total 28,6 2

Zebrafish GHS
©

2,387 (3/3)
w Table:

3,9668 (2/2)
w Table:
Category % n
2,387 100,0 3
Total 42,9 3

Category % n
3,9668  100,0 2
Total 28,6 2

Zebrafish pLCs,
ol

£2.982 >2.892

2,1695 (2/2) 2,8222 (1/1)
w Table: w Table:

Category % n Category % n
2,1695  100,0 2 2,8222 100,0 1
Total 28,6 2 Total 14,3 1

Zebrafish pLCsg,

ol
[ ]
<1.747 >1.747
I |
2,393(1/1) 1,946 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n

2,393 100,0 1 1,946 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1




[ Tree:11 | S0

w Table:

Category % n
3,5234 1000 7

Total

100,0 7

Zebrafish pLCs,

S
<3.923 >3.923
2,387 (3/3) 4,3756 (4/4)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
2,387 100,0 3 4,3756 100,0 4
Total 429 3 Total 57,1 4
Zebrafish GHS Delay in hatching
ol ol
<45 >4.5 <0.5 >0.5
I I I
2,8222(1/1) 2,1695 (2/2) 3,9668 (2/2) 4,7843 (2/2)
w Table: w Table: w Table: w Table:
Category % n Category % n Category % n Category % n
2,8222 100,0 1 2,1695 100,0 2 3,9668 100,0 2 4,7843 100,0 2
Total 143 1 Total 28,6 2 Total 28,6 2 Total 28,6 2
Zebrafish pLCsg,
el
|
<5.049 > 5.049
|
3,8697 (1/1) 5,699 (1/1)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
3,8697 100,0 1 5,699 100,0 1
Total 14,3 1 Total 143 1
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[ Tree:12 |

Lack of balance

el

4,3756 (4/4)
w Table:

2,387 (3/3)

w Table:
Category % n

4,3756 100,0 4
Total 57,1 4

Category % n
2,387 100,0 3
Total 42,9 3

Zebrafish pLCg,
S

<5.049 >5.049

3,9344 (3/3) 5,699 (1/1)
v Table: v Table:
Category % n Category % n
5699 1000 1
Total 143 1

3934 1000 3
Total 2,9 3 Total

Delay in hatching

el
( |
<05 >05
| |
3,9668 (2/2) 3,8697 (1/1)
w Table: v Table:

Category % n Category % n
3,9668 100,0 2 3,8697 100,0 1
Total 28,6 2 Total 143 1




Tree: 13 ]
Malabsorption of the yolk sac
ol
[ |
<0.5 >0.5
2,387 (3/3) 4,3756 (4/4)
w Table: w Table:
Category % n Category % n
2,387 100,0 3 4,3756 100,0 4
Total 29 3 Total 57,1 4
Zebrafish GHS Delay in hatching
S S
[ | [ |
<45 >4.5 <0.5 >0.5
2,8222(1/1) 2,1695 (2/2) 4,7843 (2/2)
w Table: w Table: ¥ Table:
Category % n Category % n Category % n
2,8222 100,0 1 2,1695 100,0 2 4,7843 100,0 2
Total 143 1 Total 28,6 2 Total 28,6 2
Zebrafish GHS Zebrafish pLCs,
ol el
[ | (
<55 >5.5 <4.258 >4.258
| | |
1,946 (1/1) 2,393 (1/1) 4,6021 (1/1) 3,3316 (1/1)
w Table: w Table: w Table: w Table:
Category % n Category % n Category % n Category % n
1,946 100,0 1 2,393 100,0 1 4,6021 100,0 1 3,3316 100,0 1
Total 143 1 Total 143 1 Total 143 1 Total 143 1
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