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RESUMO 

MARINO, R. V. Avaliação de múltiplos parâmetros em zebrafish (Danio 
rerio) para a toxicidade de retardantes de chama: alterações no 
desenvolvimento e alterações neurocomportamentais. 2022. 76f. Dissertação 
(Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 
de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022.  

 

Os retardantes de chama são compostos que envolvem um grupo diversificado de 
produtos químicos adicionados a materiais manufaturados, como plásticos, 
acabamentos de revestimento e têxteis. Estes compostos previnem que incêndios se 
alastrem rapidamente, salvando vidas e diminuindo os danos causados. A falta de 
regulamentação em muitos países abre espaço para que retardantes como os  
Éteres difenílicos bromados (BDEs), sejam utilizados. Os BDEs revelaram várias 
preocupações relacionadas à sua persistência e toxicidade, resultando em uma 
necessidade crescente de substituição devido a seus mecanismos tóxicos tanto para 
humanos, quando para o ambiente. O uso de retardantes de chama livres de 
halogênio (HFFR) aumentou como uma alternativa mais segura, porém poucas 
informações estão disponíveis sobre o potencial tóxico da classe. Neste estudo, o 
retardante de chamas alternativo dietil fosfinato de alumínio (ALPI) foi analisado e 
comparado diretamente com um dos congêneres dos BDEs, o BDE-47, conhecido 
por sua alta toxicidade e potencial bioacumulativo. Os ensaios conduzidos buscaram 
comparar e avaliar diversos parâmetros entre estes dois retardantes, utilizando  
peixe-zebra (Danio rerio) em sua fase inicial de desenvolvimento, como organismo 
modelo e método alternativo ao uso de animais adultos. Ensaios de toxicidade 
aguda até 96hpf (horas pós fertilização) demostraram efeitos sub-letalidade para 
para o BDE-47 e, em contrapartida, não foram observados efeitos para o ALPI. Para 
os ensaios comportamentais e neurotóxicos foi realizado um teste de movimentação 
espontânea embrionária e avaliação da atividade da acetilcolinesterase (AchE), 
respectivamente. Tanto ALPI quanto BDE-47 não apresentaram variações 
significativas. Por fim, foi realizado a avaliação de biomarcadores de estresse 
oxidativo, com objetivo de identificar efeitos precoces. Foram analisados as ativides 
das enzimas glutationa s-transferase (GST) e catalase (CAT) e também a 
peroxidação lipídica (LPO). Foi observado que ambos retardantes aumentam a 
produção de espécies reativas de oxigênio, devido a um aumento na atividade da 
CAT, porém, nas concentrações testadas, não houve aumento da peroxidação 
lipídica, sendo o sistema antioxidante do organismo suficiente para impedir danos 
celulares. Este estudo pode concluir que o ALPI se mantém como um bom candidato 
à substituição de retardantes de chama mais tóxicos. 

 
 
 

Palavras-chave: Retardantes de chama, dietil fosfinato de alumínio, éteres difenílicos 
bromados, zebrafish, avaliação toxicológica. 
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ABSTRACT 

MARINO, R. V. Evaluation of multiple parameter in zebrafish (danio 
rerio) for the assessment of the toxicity of flame retardants: developmental 
changes, oxidative stress induction and neurobehavioral changes 2022. 76f. 
Dissertation (Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Flame retardants subsumes a diverse group of chemicals which are added to 
manufactured materials, such as plastics,  surface finishes and textiles. These 
compounds prevent fires from spreading quickly, saving lives and reducing damage. 
The lack of regularity in many countries makes room for retardants such as 
brominated diphenyl ethers (BDEs) to be used. The BDEs reveal several concerns 
related to their persistence and toxicity, resulting in an increasing need for 
substitution due to their toxic mechanisms for both humans and environment. The 
use of halogen-free flame retardants (HFFR) has increased as a safer alternative, but 
little information is available about the toxic potential of this chemicals. In this study, 
the alternative flame retardant aluminum diethyl phosphinate (ALPI) was analyzed 
and compared directly with one of the BDE congeners, BDE-47, known for its high 
toxicity and bioaccumulative potential. The tests carried out sought to compare and 
evaluate several parameters between these two retardants, using zebrafish (Danio 
rerio) in their initial stage of development, as a model organism and an alternative 
method to the use of animals. Acute toxicity assays at 96hpf (hours post fertilization) 
showed significant sub-lethal effects for samples exposed to BDE-47, nothing was 
observed for ALPI. For behavioral and neurotoxic assays, a spontaneous embryo 
movement test and evaluation of acetylcholinesterase (AchE) activity were 
performed. Both ALPI and BDE-47 did not show significant variations. Finally, the 
evaluation of biomarkers of oxidative stress was carried out, in order to identify early 
effects. The activities of glutathione s-transferase (GST) and catalase (CAT) 
enzymes and also lipid peroxidation (LPO) were analyzed. It was observed that both 
retardants increase the production of reactive oxygen species, due to an increase in 
CAT activity, however, at the concentrations tested, there was no significant effect on 
lipid peroxidation, due to the body's antioxidant system being sufficient to prevent cell 
damage. This study can conclude that ALPI remains a good candidate to replace 
other toxic flame retardants. 

 

 

 

 

 

Keywords: Flame retardants, aluminum diethyl phosphinate, brominated diphenyl 
ethers, zebrafish, toxicological evaluation. 
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1. Introdução 

1.1 Contaminantes de preocupação emergentes  

Nas últimas décadas, houve o vertiginoso desenvolvimento da indústria, 

transporte, agricultura e urbanização, melhorando sem dúvida, os padrões de vida 

da sociedade, porém à custa de elevada demanda de consumo, que trouxe 

consequências para a qualidade ambiental. Dentre os impactos decorrentes da vida 

moderna, destacamos a contaminação/poluição do ar, água e solo, devido ao 

descarte inadequado de resíduos, assim como a utilização de bens descartáveis ou 

materiais não biodegradáveis, além da utilização exagerada de recursos naturais 

(GAVRILESCU et al., 2015).  

Entre os poluentes ambientais, um grupo de substâncias é classificado como 

contaminantes emergentes, mais recentemente denominados de “contaminantes de 

preocupação emergente”. A Agência de Proteção Ambiental dos EUA (EPA) define 

"contaminante de preocupação emergente" como um produto químico ou material 

caracterizado por uma ameaça percebida, potencial ou real à saúde humana ou ao 

meio ambiente (US EPA, 2019). A emissão dos chamados contaminantes 

emergentes começou como um problema ambiental e existe um senso comum em 

que este tipo de contaminação requer uma intervenção legislativa. Para Petrovic & 

Barceló o termo “contaminantes emergentes” não significa necessariamente novas 

substâncias (isto é, introduzidas recentemente), mas também pode incluir compostos 

com efeitos adversos previamente não reconhecidos nos ecossistemas. Assim 

sendo, “contaminantes emergentes” ou “contaminantes de preocupação emergente” 

podem ser definidos como contaminantes que não estão inclusos na rotina dos 

programas regulatórios e que devem ser candidatos para futura regulamentação. 

Para tanto, se faz necessária a pesquisa ecotoxicológica (BARCELÓ et al., 2008). 

Os contaminantes emergentes podem se bioacumular e/ou persistir no meio 

ambiente. A exposição a longo prazo a poluentes emergentes ou a absorção de 

quantidades vestigiais destes compostos por meio de contato dérmico, inalação ou 

ingestão pode causar efeitos adversos à saúde em diferentes organismos não alvo 

em concentrações tão baixas quanto alguns nanogramas por litro. Além disso, 
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efeitos aditivos ou sinérgicos são possíveis. Adicionalmente, a persistência os 

permite se difundirem no ambiente e alcançarem todos os compartimentos 

ambientais, se movendo de suas áreas de produção/liberação até áreas rurais e 

remotas, elevando a contaminação pontual para uma escala regional e global de 

poluição (BALDUCCI et al., 2012). No entanto, a falta de dados toxicológicos, 

principalmente relacionados à efeitos nocivos para a saúde humana e os danos 

potenciais ao meio ambiente também são uma preocupação relacionada a esses 

compostos.  

Neste trabalho estudos dos representantes de substâncias conhecidas como 

retardantes de chama foram conduzidos. Considerados como contaminantes de 

preocupação emergente, estes compostos sempre estão em pauta em questões 

ambientais e de saúde humana. 

 

1.2 Retardantes de Chama 

Em 2020, os bombeiros locais responderam a cerca de 1,4 milhões de 

incêndios nos Estados Unidos. Esses incêndios causaram 3.500 mortes civis e 

15.200 feridos. Os danos a propriedades foram estimado em US$21,9 bilhões 

(AHRENS; EVARTS, 2021). A incidência de incendios caiu em parte por conta de 

políticas de prevenção que exigem a presença de produtos químicos, os retardantes 

de chama, presentes em muitos produtos industriais, como materiais construtivos, 

mobílias e equipamentos eletroeletrônicos. Portanto, não só os retardantes de 

chama salvam vidas e previnem danos, mas também reduzem o custo econômico de 

incêndios. Além de seu impacto prejudicial imediato, os incêndios também podem 

gerar contaminantes ambientais, como dibenzo-p-dioxinas poli-halogenadas e poli-

halogenadas dibenzo-p furanos, que são conhecidos por terem o potencial para 

afetar negativamente os seres humanos e o meio ambiente (BIRNBAUM et al., 2003; 

BIRNBAUM; STAKAL, 2004). 

O tamanho do mercado global de retardantes de chama foi avaliado em 

US$7,46 bilhões em 2020 e deve crescer a uma taxa de de 8% anualmente entre o 

período de 2021 a 2028. O segmento de eletro eletrônicos domina o mercado, com 
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uma parcela de 38,15%. Com a o crescimento deste mercado, diversas classes e 

novas moléculas são produzidas, entre as classes estão os halogenados orgânicos 

(bromados e clorados), compostos de fósforo, nitrogênio, inorgânicos e os novos 

livres de halogênio (BIRNBAUM; STAKAL, 2004; BOTARO; TORRES, 2007; 

GRAND VIEW RESEARCH, 2021). 

Países como Estados Unidos possuem um grande mercado para os 

retardantes, além de legislações e orgãos reguladores que garantem a aplicação 

destes produtos em diversos setores industriais. Apesar da grande importância que 

os retardantes de chama desempenham, tanto para salvar vidas, quanto 

economicamente, outros países, como o Brasil, ainda não possuem uma legislação 

específica que garante a utilização dos retardantes de chama, apenas normas 

técnicas da ABNT, como a NBR 16405:2015 que avalia ignitabilidade em assentos 

estofados. Muitas destas normas surgiram principalmente depois do desastre 

ocorrido em 2013 na boate Kiss, na cidade de Santa Maria – RS. Apesar de pouco 

empregado, o mercado e a indústria de retardantes de chama vem crescendo no 

Brasil. Organizações como ABICHAMA (Associação Brasileira da indústria dos 

retardantes de chama) procuram conscientizar e informar, promovendo discussões 

acerca do assunto e inclusive salientando os impactos ambientas que alguns destes 

compostos podem causar (SANTOMAURO, 2016). 

 

1.2.1 Retardantes de Chama Bromados (BFRs) 

Uma das classes mais utilizadas de retardantes são os bromados, conhecidos 

por BFRs (do inglês brominated flame retardants), uma classe de compostos usada 

para retardar a propagação das chamas em residências e estabelecimentos 

comerciais, sendo utilizado em tecidos de uso interno, espuma e produtos 

eletrônicos (ALAEE et al., 2003). A maioria dos BFRs são "aditivos" e são, portanto, 

misturados diretamente a materiais, sem ocorrer reação entre eles durante a 

produção. Com isso são facilmente emitidos para o meio ambiente durante 

fabricação, uso e descarte (EUR, 2001). Devido a sua alta lipofilicidade e 

estabilidade química, podem ser encontrados em diversos compartimentos 
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ambientais e em fluidos biológicos humanos, tais como tecido adiposo, leite materno 

e sangue humano; além de peixes, pássaros, animais marinhos, sedimentos, 

alimentos, poeira doméstica e no ar presente dentro e fora de domicílios (PESTANA 

et al., 2008). Como resultado, os BFRs foram observados em matrizes ambientais 

em muitas partes do mundo, incluindo o Ártico, onde nunca foram produzidos e 

usados, demonstrando sua persistência, capacidade de bioacumulação e transporte 

(WIT, 2002). 

 Os difenil éteres polibromados (PBDEs) são os retardantes mais 

empregados dentro da classe dos bromados, muito utilizados em alguns países da 

América do Sul, África e Ásia, devido ao seu menor custo e maior eficiência quando 

comparados a outros retardantes (BOTARO; TORRES, 2007; PESTANA et al., 

2008). Devido a preocupações relacionadas à persistência, biodisponibilidade e 

toxicidade de BDEs, em 2004, penta e octa BDEs foram banidos na Europa e 

descontinuados nos E.U.A, em 2009, foram incluidos como poluentes orgânicos 

persistentes na Convenção de Estocolmo (BETTS, 2007; UNEP, 2009). 

Esta classe de compostos químicos é formada por dois anéis benzênicos 

ligados por um átomo de oxigênio. A estes anéis podem estar ligados de 1 a 10 

átomos de bromo. Sua fórmula molecular, C12 H(10-n) O(n) sendo 1 ≤ n ≥ 10 

(Figura 1). Cada congênere de PBDE varia pelo número de átomos de bromo e pela 

disposição destes átomos, sendo possível, em teoria, a existência de 209 

congêneres (EPA 2006). Existem três produtos comercializados: (i) 

pentabromodifenil éter (pentaBDE), (ii) octabromodifenil éter (octaBDE), e (iii) 

decabromodifenil éter (decaBDE). Cada um destes produtos é formado por uma 

mistura de congêneres, sendo o decaBDE o composto mais produzido no mundo 

(ALAEE et al., 2003; EPA, 2006). A grande maioria dos PBDEs apresenta baixa 

pressão de vapor, alta estabilidade e lipossolubilidade, responsáveis pelo alto 

potencial de bioacumulação (DIETZ et al., 2007). 
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Figura 1: Fórmula estrutural geral dos PBDEs 

 

 

 

 

Fonte: DARNERUD et al. (Environmental health perspectives 109 49-68, 2001) 

 

A absorção dos PBDEs se dá principalmente por inalação, na maioria 

partículas emitidas na fase gasosa, principalmente durante o aquecimento (ou 

queima) do produto em que está impregnado (HELLSTRÖM, 2000). Um estudo 

realizado entre 2002 e 2003 com 157 mulheres australianas investigou a presença 

de PBDEs no leite materno. Em todas as amostras estudadas foram encontrados 

diferentes congêneres, principalmente BDEs–47 e –99, um estudo similar, realizado 

com 47 mulheres, verificou também, níveis elevados de todos os congêneres 

estudados (SCHECTER et al., 2003; TOMS et al., 2007). 

Segundo Hooper e MacDonald, (2000), o decaBDE é pouco absorvido, 

rapidamente eliminado, não bioacumulativo e pouco bioativo. Em contrapartida, 

devido ao menor peso molecular dos outros congêneres, o tri–, tetra–, penta– e 

hexaBDEs são completamente absorvidos, lentamente eliminados, altamente 

bioacumulativos e muito mais bioativos que o deca-BDE. A toxicidade dos BDEs 

aumenta quanto menos átomos de bromo ligados aos anéis. Recentes, estudos 

demonstraram que certos PBDEs se convertem em outros congêneres. Quando 

exposto à luz solar, o decaBDE sofre conversão em outros congêneres de menor 

peso molecular que são bioacumulativos. Além disso, podem se converter em 

formas hidroxiladas que originalmente não são incluídas nas misturas comerciais 

(HOOPER; MCDONALD, 2000; WATANABE; TATSUKAWA, 1987). 

Um estudo recente quantificou a presença de diferentes congêneres de 

BDEs no rio Elemi (Nigéria) em um período de 6 meses. Foi observado a presença 

principalmente do BDE-28 (tri bromado) e BDE-47 (tetra bromado) em uma 
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concentração ambiental média de 0.0047µg/L, demonstrando a alta capacidade de 

bioacumulação dos congêneres com menor peso molecular (IBIGBAMI, 2021). 

Além disso, existem evidências dos PBDEs causarem alterações 

comportamentais e motoras em macacos, desregulação do sistema endócrino, 

principalmente de hormônios reprodutivos, além de efeitos neurotóxicos envolvendo 

o peixe-zebra e outros organismos aquáticos, comprovando também sua capacidade 

de biomagnificação na cadeia trófica (CHOU et al., 2010; CHEN et al. 2012; DÍAZ-

JARAMILLO et al., 2016; ERIKSSON et al., 2006; HAN et al. 2011). 

Ao passo que conhecemos os efeitos negativos apresentados pelos BDEs, 

tanto para saúde humana quanto seu impacto ambiental, sua utilização ainda existe 

em diversas regiões do mundo, devido a falta de regulamentação dos orgãos locais. 

Isso leva a persistência em compartimentos ambientais, principalmente por conta de 

sua degradação que gera congêneres mais persistentes (PESTANA et al., 2008). 

Apesar da diversidade estrutural dos PBDEs ser uma das barreiras para 

esclarecer sua toxicidade, uma vez que seus mecanismos tóxicos podem ser 

influenciados pelas diferenças estruturais de cada congênere, ano após ano, novos 

estudos relatam diferentes efeitos tóxicos desencadeados pelos BDEs, portanto há 

uma necessidade urgente de sua substituição por retardantes de chama mais 

adequados e menos tóxicos. Por isso, novas estruturas foram propostas como 

agentes alternativos e substitutos aos PBDEs, com destaque para os retardantes de 

chama não halogenados.  

 

1.2.2 Retardantes de Chama Livres de Halogênio (HFFRs) 

Vários fabricantes já substituíram voluntariamente os BDEs por retardantes 

de chama alternativos. Portanto, o uso de HFFRs como retardantes de chama de 

ésteres organofosforados tem aumentado como uma alternativa aos BRFs, não 

sendo persistente ou bioacumulativo e rapidamente biodegradado no meio 

ambiente. Muitos desses HFFRs já estão sendo comercializados, embora haja um 

conhecimento limitado sobre seu impacto potencial no ambiente (BETTS, 2007; VAN 

DER VEEN; DE BOER, 2012). 
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HFFRs podem ser divididos em várias categorias, sendo as mais 

importantes: retardantes de chama inorgânicos e sinergistas (usados principalmente 

para equipamentos eletrônicos), compostos organofosforados e seus sais 

(invólucros de produtos de consumo), retardantes de chama orgânicos à base de 

nitrogênio (eletrônicos) e sistemas intumescentes (revestimentos têxteis). Dentre os 

possíveis substitutos está o dietil fosfinato de alumínio (ALPI). Em estudo realizado 

por Waaijers et al. (2013) utilizando Daphnia magna como modelo experimental, 

esse composto foi classificado dentre os melhores substitutos para o retardantes de 

chama bromados (WAAIJERS et al., 2013a). 

O ALPI (CAS# 225789-38-8), pertencente à família dos sais de ácido alquil 

fosfínicos (Figura 2), é utilizado em epóxis e polímeros como retardante de chama, 

principalmente em produtos eletroeletrônicos. Esse composto apresenta moderada 

solubilidade em água e nenhuma a solventes orgânicos, encontrando-se na forma 

sólida em temperatura ambiente. Sua persistência no ambiente foi relatada como 

moderada a alta; porém, há ainda poucos estudos sobre esse assunto. Além disso, 

os estudos disponíveis também demonstram que o ALPI tem baixa ecotoxicidade e 

capacidade de bioacumulação; baixa capacidade de induzir mutagenicidade em 

ensaios com Salmonella; baixa toxicidade para os roedores, afetando, entretanto, o 

neurodesenvolvimento e a plasticidade sináptica em camundongos. Desta forma, há 

controvérsias e falta de informações acerca dos potenciais efeitos tóxicos 

decorrentes da exposição a este composto, tornando necessária a pesquisa por 

mais dados sobre sua toxicidade (WAAIJERS et al., 2013b; WAAIJERS et al., 

2013c). 
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Figura 2: Estrutura química do ALPI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: PubChem database, 2022 

 

Um estudo realizado por Hendriks et al. (2013) testou a citotoxicidade e 

neurotoxicidade in vitro comparando diferentes HFFRs e BDEs. Entre os parâmetros 

utilizados foi testada a viabilidade celular, produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e Imagem fluorescente de célula única [Ca2+]. O teste demonstrou que o 

ALPI possui uma potência neurotóxica desprezivel, enquanto para o BDE-209,  

congênere menos tóxico da classe, apresentou baixa potência neurotóxica 

(HENDRIKS et al., 2014). 

Ainda não existem dados relatando a presença em compartimentos 

ambientais ou em tecidos humanos do ALPI.  A falta de informação sobre os HFFRs 

torna seu estudo de extrema importância, assim será possivel discorrer sobre seu 

impacto, além proporcionar uma avaliação mais adequada sobre o benefício da 

substituição de outros retartantes presentes no mercado. 

 

 

 



9 

 

___________________________________________________________________ 
Renan Vieira Marino 

 

1.3 Peixe-Zebra (Danio rerio) 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno peixe tropical de água doce nativo 

dos rios da Índia e do Sul da Ásia. Os estágios de desenvolvimento embrionário 

foram descritos por Kimmel em 1995, elucidando como o zebrafish poderia ser 

utilizado como organismo modelo para diversos testes e desde então ele tem sido 

cada vez mais adotado pela comunidade científica (KIMMEL et al., 1995). 

O peixe-zebra (Danio rerio) oferece uma série de vantagens práticas como 

organismo modelo, tornando esses vertebrados altamente interessante em 

pesquisas toxicologicamente relevantes. O peixe-zebra pode ser empregado como 

um poderoso sistema de modelo in vivo para avaliar as interações biológicas e é 

uma plataforma excelente para detalhar os mecanismos pelos quais as substâncias 

induzem respostas biológicas específicas. Uma semelhança notável na estrutura 

celular, processos de sinalização, anatomia e fisiologia existe entre o peixe-zebra e 

outros vertebrados de alta ordem, particularmente no início do desenvolvimento 

(TRUONG et al., 2011). Estima-se que mais de 90% dos quadros de leitura em 

humanos são homólogos a genes em peixes (KIMMEL et al., 1995). Assim, as 

investigações usando este sistema de modelo podem revelar interações sutis que 

provavelmente serão conservadas entre as espécies.  

As características da biologia do peixe-zebra são favoráveis para adaptar 

este sistema modelo a ensaios de alto rendimento (high-throughput screening). As 

fêmeas do peixe-zebra são capazes de produzir centenas de ovos por semana, 

portanto, grandes quantidades de organismos são facilmente obtidos, permitindo 

estudos de dose-resposta estatisticamente poderosos. Essa oferta abundante de 

embriões também permite avaliar simultaneamente a toxicidade de um grande 

número de substâncias em um curto período de tempo.  

Dentro deste contexto, os testes de toxicidade aguda com a espécie de 

peixe zebrafish (Danio rerio) são realizados na sua fase inicial de vida, selecionados 

como indicadores de contaminação aquática de diferentes níveis tróficos (TRUONG 

et al., 2011). Assim como outras espécies de peixe, o zebrafish apresenta os 

estágios de desenvolvimento larval, juvenil e adulto. A eclosão do embrião ocorre 
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em 72-96 horas pós-fertilização (hpf), e o estágio larval inicia-se após 120 hpf com o 

início da alimentação exógena, atingindo a maturidade em apenas 3 meses. Outra 

grande vantagem é que os embriões de peixe-zebra se desenvolvem externamente 

ao corpo da mãe e são opticamente transparentes, então é possível observar o 

desenvolvimento de estruturas internas individualmente in vivo durante a duração de 

uma exposição usando técnicas microscópicas simples, e vários efeitos podem ser 

avaliados de forma não invasiva ao longo do desenvolvimento. 

Embriões de peixe-zebra podem ser expostos individualmente em placas de 

cultura celular com multiplos poços, de forma que o volume necessário para o 

modelo seja pequeno; assim, apenas quantidades limitadas de materiais são 

necessárias para avaliar todo um conjunto de interações e respostas biológicas. Os 

primeiros estágios de desenvolvimento da vida são frequentemente sensíveis à 

agentes químicos, em parte devido às enormes mudanças na diferenciação, 

proliferação e migração celular necessárias para formar vários tipos de células, 

tecidos e órgãos (MODY; VEGF, 2003; RASOOLY, et al., 2003). Como o 

desenvolvimento é altamente coordenado, exigindo comunicações específicas de 

célula a célula, se a exposição a uma substância durante esse período crítico 

perturbar essas interações, o desenvolvimento será interrompido ou prejudicado. O 

desenvolvimento alterado pode se manifestar como malformações morfológicas, 

anormalidades comportamentais, alterações de biomarcadores ou morte de 

embriões (OECD 2013; SAINT-AMANT; DRAPEAU 1998; VAN DER OOST et al., 

2016). 

Nos últimos anos, testes iniciais em estágio de vida com embriões de peixe-

zebra foram sugeridos como um dos testes alternativos animais mais promissores e 

viáveis em toxicologia geral, em especial na área ambiental e presente nas diretrizes 

da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) para 

análise dos efeitos de compostos químicos sobre sistemas bióticos (OECD teste nº 

236). Adicionalmente, este ensaio tem sido sugerido como substituto ou como 

refinamento do teste de peixe adulto, por razões éticas, considerando que os 

embriões de peixe até a fase de alimentação independente não possuem sistema 

nervoso maduro e, portanto, não sentem dor ou sofrimento durante os testes. Assim, 
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não são protegidos pela Diretriz 86/609/EEC, relativa à proteção dos animais 

utilizados para fins científicos com base no princípio dos 3Rs (Redução, 

Substituição, Refinamento) (BRAUNBECK; LAMMER, 2006; OECD 2013). 

 

1.4 Parâmetros utilizados 

1.4.1 Teste de toxicidade aguda (FET) 

Conhecido como Fish Embryo Acute Toxicity (FET), este teste avalia as 

possíveis alterações no desenvolvimento dos estágios embrio-larvais do zebrafish. 

Este teste está descrito e padronizado na guideline da OECD (nº 236) e tem como 

objetivo avaliar a toxicidade aguda decorrente da exposição aos compostos a partir 

de observações visuais de malformações embrionárias. O FET é um dos métodos 

alternativos ao uso de animais mais promissores em toxicologia geral. A partir dele 

pode se ter uma noção dos possíveis efeitos esperados para cada composto nos 

testes subsequentes, assim, é utilizado como teste preliminar para análises 

toxicológicas em zebrafish (OECD 2013). 

 

1.4.2 Avaliação Neurocomportamental do Desenvolvimento 

É bem sabido que o sistema nervoso em desenvolvimento apresenta maior 

sensibilidade a alguma exposição química quando comparada ao sistema nervoso 

adulto. Este fato ocorre porque o desenvolvimento normal do sistema nervoso 

geralmente requer espaço, tempo e coordenação de eventos críticos, como 

proliferação, migração, diferenciação, sinaptogênese, mielinização e apoptose, que 

podem ser prejudicados por substâncias tóxicas. (BARONE et al., 2000). 

Consistente com esta ideia, Selderslaghs et al. sugeriram um novo método 

alternativo para testes neurocomportamentais com base na movimentação da cauda 

em embriões de peixe-zebra (Danio rerio) ainda em suas primeiras horas de 

desenvolvimento, demonstrando mais tarde que a maioria dos compostos 

neurotóxicos conhecidos como o clorpirifós, um inseticida organofosforado, resultou 

em hipo ou hiperatividade em embriões expostos (SELDERSLAGHS et al., 2010). 
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O enrolamento espontâneo da cauda no peixe-zebra envolve contrações 

laterais do tronco e consiste no primeiro comportamento motor dos embriões. 

Começa a 17 hpf, atingindo um pico em 19 hpf e, em seguida, há uma alteração nos 

padrões de movimentação, resultando em uma atividade motora diferente, 

conhecida como “resposta induzida pelo toque” por 26 hpf (SAINT-AMANT; 

DRAPEAU 1998). A partir de 28 hpf a atividade motora dos embriões diminui 

gradualmente, tornando o teste inviável. Assim, deve-se esperar que a análise da 

atividade de enrolamento da cauda deve ser realizada em um período de 

desenvolvimento onde minimas variações nos padõres de atividade são observadas, 

a fim de evitar interpretações errôneas dos resultados.  

Durante a última década, contribuições valiosas foram adicionadas ao 

ensaio de enrolamento da cauda (“tail coiling”). O potencial da atividade de 

enrolamento para discriminar modos de ação para compostos que interferem com 

neurotransmissão foi investigado inicialmente por Vliet et al.(2007); Ogungbemi et 

al.(2020) relatam parâmetros experimentais importantes otimizados, como, 

condições de criação, exposição, aclimatação e duração da análise e que não há 

influência entre a atividade embrionária adjacente, permitindo-lhes analisar um grupo 

de embriões simultaneamente. Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou 

um estudo que padronizou parâmetros como controles positivos viáveis ao teste e 

solventes não tóxicos que podem ser utilizados sem que influencie a atividade dos 

embriões (OGUNGBEMI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021; VLIET et al., 2017). 

 

1.4.3 Avaliação de Neurotoxicidade 

Outro parâmetro analisado foi a atividade da enzima colinesterase, que é um 

indicador de efeito neurotóxico amplamente utilizado, inclusive em estudos com 

peixe-zebra. A acetilcolinesterase AChE está envolvida na desativação da 

acetilcolina nas terminações nervosas, evitando disparos nervosos contínuos, o que 

é vital para o funcionamento normal dos sistemas sensoriais e neuromusculares 

(VAN DER OOST et al., 2016). Os receptores de acetilcolina são precocemente 

expressos no peixe-zebra, desde o estágio embrionário, podendo clivar rapidamente 
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a acetilcolina em colina e acetato. É uma enzima crítica para a transmissão sináptica 

entre neurônios tanto em sinapses colinérgicas quanto entre junções 

neuromusculares. Estas atividades configuram a base de muitas das funções 

biológicas essenciais, tais como o batimento cardíaco, respiração, digestão, e a 

atividade cerebral. A acetilcolinesterase foi descrita como um biomarcador bem 

estabelecido para vários contaminantes ambientais (FISCHER et al., 2015; ZIRGER 

et al., 2003). 

 

1.4.4 Biomarcadores de Estresse Oxidativo (ROS) 

Biomarcadores são caracterizados por processos biológicos quantificáveis 

que refletem a interação complexa entre os organismos e um perigo potencial (por 

exemplo, químico, físico ou biológico) (HAVERROTH et al., 2015). Mudanças em 

nível molecular ou celular em peixes foram propostas como uma abordagem 

sensível de “alerta precoce” para avaliações de qualidade do ambiente aquático 

(VAN DER OOST et al., 2016). Efeitos de contaminantes na biota podem estar 

associados à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que podem induzir 

estresse oxidativo em organismos aquáticos. Esse estresse oxidativo se refere ao 

desequilíbrio devido ao excesso de ROS ou oxidante na capacidade da célula de 

promover uma resposta antioxidante eficaz (HAVERROTH et al., 2015). Os 

biomarcadores são promissores, demonstrando que os agentes tóxicos entraram 

nos organismos, são distribuídos entre os tecidos, provocando um efeito tóxico em 

alvos críticos (SHUGART et al., 1992). Neste estudo foram avaliados 3 

biomarcadores, sendo dois de defesa e um de efeito. 

A glutationa S-transferases (GST) desempenha um papel fisiológico no início 

do sistema de desintoxicação. A GST catalisa a reação de xenobióticos eletrofílicos 

com o grupo -SH da glutationa, neutralizando seus sítios eletrofílicos e tornando os 

produtos mais solúveis em água. Os conjugados de glutationa são metabolizados 

pela clivagem dos resíduos de glutamato e glicina, seguida pela acetilação do grupo 

amino livre resultante do resíduo cisteinil, para produzir o produto final, um ácido 

mercaptúrico. Os ácidos mercaptúricos, isto é, derivados S-alquilados de N-
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acetilcisteína, são então excretados prevenindo sua interação com proteínas 

celulares e ácidos nucleicos. A GST pode ser considerada um biomarcador de 

defesa, constituindo uma primeira barreira contra a entrada de substâncias tóxicas 

no organismo, realizando a biotransformação de xenobióticos e facilitando sua 

eliminação no organismo. O aumento nos níveis da enzima corresponde à uma 

tentativa de superar o estresse produzido por toxicantes (VIEIRA et al., 2009). 

 A catalase (CAT) é a enzima responsável por metabolizar o peróxido de 

hidrogênio, transformando-o em duas moléculas de água e uma de oxigênio (Figura 

3). O peróxido de hidrogênio é uma espécie reativa que tem ação em proteínas e 

lipídeos, provenientes principalmente da  atividade da superoxido dismutase (SOD). 

 

Figura 3: Reação de transformação do radical superóxido em água e oxigênio realizado pelas 

enzimas superóxido dismutase e catalase. 

Fonte: Autor 

 

 O aumento destes radicais é uma consequência direta da bioativação de 

xenobióticos, principalmente por enzimas como da citocromo P450. A atividade da 

catalase, pode ser então considerada, assim como a GST, um biomarcador de 

defesa, visto que sua ação é preventiva ao dano de macromoléculas celulares 

(JEMEC et al., 2010; OTITOJU; ONWURAH, 2007). 

 A peroxidação lipídica (LPO), ou a oxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados, é uma consequência do estresse oxidativo, sendo assim um 
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biomarcador de efeito, indicando que o sistema de defesa não foi suficiente para 

prevenir o dano celular. O processo de LPO prossegue por uma reação em cadeia e, 

como no caso do ciclo redox, demonstra a capacidade de uma única espécie radical 

de propagar uma série de reações bioquímicas deletérias. Numerosos estudos 

demonstraram aumentos de LPO em vários tecidos de espécies de peixes expostas 

in vivo a uma variedade de produtos químicos, como o sunfish e bluegill expostos ao 

antraceno e à luz ultravioleta, portanto a LPO é um ótimo indicador de estresse 

oxidativo (VAN DER OOST et al., 2016). 
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