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“‘But | don’t want to go among mad people," Alice remarked.
"Oh, you can’t help that," said the Cat.

"We're all mad here. I’'m mad. You’re mad."

"How do you know I'm mad?" said Alice.

"You must be," said the Cat, "or you wouldn’t have come here.”

Lewis Carroll, Alice in Wonderland



RESUMO
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O uso crescente e continuo de farmacos pela populagdo humana fazem dos agentes
farmacolégicos potentes “poluentes emergentes” e sao frequentemente encontrados
em ambientes aquaticos. A consequéncia destes achados ainda nao € esclarecida, e
pouco se sabe sobre os efeitos desses compostos sobre 0 ambiente e a saude das
especies expostas. A excrecado desses componentes ainda em sua forma ativa e o
descarte inadequado dos mesmos estao entre as principais causas de contaminagao
ambiental. O uso de embrides e larvas de zebrafish (Daniorerio) como modelo
experimental para ensaios toxicolégicos vem mostrando uma série de beneficios
quando comparados a utilizagado de outros modelos animais, ja que representam um
modelo de baixo custo, facil manejo e reprodugdo. Além disso o desenvolvimento
extracorpdéreo e a transparéncia embrionaria fazem do zebrafish uma alternativa
ideal para determinagdo de potenciais de letalidade, subletalidade e
teratogenicidade. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos provocados pela
exposicao aos psicofarmacosdiazepam, fluoxetina e risperidonasobre embrides e
larvas de zebrafish, levando em consideragédo os parametros sobrevivéncia, ecloséo,
frequéncia cardiaca e comprimento total. Os embrides foram expostos a diferentes
concentragbes de cada farmaco, utilizando como base as concentragdes ja
encontradas no ambiente aquatico e descritas na literatura. A risperidona, a
fluoxetina e o diazepam afetam o desenvolvimento inicial do zebrafish, o primeiro
farmaco promovendo maior efeito, provocando alteragdes nos quatro parametros
avaliados. Quando colocados em um contexto ambiental, os efeitos encontrados
podem interferir 0s niveis populacionais e manutengdo da espécie em ambiente
natural.

Palavras-chave:contaminacdo ambiental, fluoxetina,diazepam,risperidona,,

toxicologia.
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The growing and continuous use of drugs by the human population transformed the
pharmacological agents in "emerging pollutants" are often found in aquatic
environments. The consequences of this finding are still unclear, and little is known
about the effects of these compounds on the environment and the health of exposed
species. The excretion of these components still in its active form and the improper
disposal thereof are among the main causes of environmental contamination. The
use of embryos and larvae of zebrafish (Danio rerio) as an experimental model for
toxicological testing has shown a number of benefits when compared to other animal
models, as they represent a low cost model, easily handled, fast reproduction. In
addition the extracorporeal development and embryonic transparency of zebrafish
make it an ideal alternative to determine of potential lethality and teratogenicity of
different molecules. The aim of the study was to evaluate the effects caused by
exposure to the psychiatric drugs diazepam, fluoxetine and risperidone on embryos
and larvae of zebrafish, taking into account survival parameters, hatching, heart rate
and overall length. The embryos were exposed to different concentrations of each
drug, taking into account concentrations already found in the aquatic environment
and described in the literature. Risperidone, fluoxetine and diazepam affect the early
development of zebrafish, the first drug having greater effect, causing changes in all
evaluated parameters. When placed in an environmental context, the effects can
interfere with population levels and survival of the species in natural environment.

Keywords: environmentalcontamination fluoxetine , diazepam ,
risperidone,toxicology.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Questiao Ambiental

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por residuos de farmacos e
agentes quimicos liberados € um tema polémico e de preocupacgao crescente. Pouco
se sabe sobre as consequéncias da presenca destes poluentes emergentes e seus
reais efeitos sobre o ambiente e a saude humana e o aumento continuo dos niveis
presentes no ambiente alertou a comunidade cientifica (DEBLONDE et al., 2011;
OGGIER et al., 2010).

ApoOs a administragdo, os farmacos sdo metabolizados e excretados, em
grande parte em sua forma inalterada, e ainda podem sofrer novas alteragdes
devido a fatores biolégicos ou quimicos. Estudos tem demostrado a ocorréncia
destes compostos em baixos niveis (ng - ug/L) em agua de efluentes, de superficie,
solos e sedimentos, e sdo um alerta para o alto risco de toxicidade e persisténcia em
organismos ndo alvos (BOYD et al., 2003; DEBLONDE et al., 2011). Como
resultados, multiplas pesquisas foram iniciadas para examinar os possiveis efeitos
em espécies nao alvo a fim de proteger a “saude” ambiental e minimizar os riscos de
exposicao (OGGIER et al., 2010).

Com a destinacao incorreta destes compostos, a ineficiéncia do tratamento de
esgoto, o consumo crescente de farmacos e o aumento da expectativa média de
vida da populagdo o achado destes componentes farmacéuticos encontrados na
agua ao longo dos anos vem sendo cada vez mais relatados, e o0s niveis
encontrados devem ser ainda maiores no futuro (GALUS et al., 2013; CALISTO e
ESTEVES, 2009). Além disso, ndo sao definidos niveis maximos de concentragao
desses compostos na agua para consumo (CALISTO e ESTEVES, 2009). Ainda,
pouco se sabe sobre a extensdo da ocorréncia ambiental, transporte e destino final
de muitos destes produtos quimicos que sao utilizados para estimular uma resposta
fisiolégica em humanos, plantas e animais (KOLPIN et al., 2002; ABREU et al.,
2014).

Varios farmacos destinados ao tratamento de patologias psiquiatricas séo
encontrados no ambiente aquatico em diversas partes do mundo. Compostos com
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atividade ansiolitica, sedativa, hipnética ou antidepressiva estdo sendo cada vez
mais utilizados, sendo as substéncias mais prescritas atualmente (GALUS et al.,
2013; DEBLONDE et al., 2011). Como consequéncia, residuos oriundos destes
psicofarmacos sao encontrados com grande frequéncia no ambiente, mas os efeitos
sob 0s organismos vivos ainda sdo pouco compreendidos (ABREU et al., 2014;
CALISTO e ESTEVES, 2009).

Produtos farmacéuticos que entram em sistemas aquaticos apresentam niveis
altamente variaveis e, raramente, atingem niveis letais (KOHLERT et al., 2012).
Porém,existe atualmente uma preocupacgao crescente de que a liberagdo continua
destes contaminantes farmacéuticos possa afetar negativamente os organismos
aquaticos que habitam esses ecossistemas (LISTER et al., 2009). Os efeitos desses
residuos de farmacos, mesmo em baixas concentracbes, podem ser observados
sobre a reproducdo e comportamento atingindo de forma bastante impactante um
contexto ecolégico (KOHLERT et al., 2012; GALUS et al., 2013).

1.2. Diazepam

Os benzodiazepinicos estdo entre os farmacos mais consumidos no mundo
todo, e por isso, sdo descritos como poluentes emergentes com grande potencial de
contaminagao (CALISTO e ESTEVES, 2009; KOSJEK et al., 2012; OGGIER, 2010).
Como principal mecanismo de acdo, esses componentes interagem por ligagdes
alostéricas com o neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA), em especial
receptores do subtipo GABAA. Como resultado desta ligagdo, os benzodiazepinicos
aumentam os efeitos inibitérios do neurotransmissor GABA(BRUNTON et al., 2012).

O diazepam, um dos farmacosmais conhecidos entre o grupo, € indicado ao
tratamento da ansiedade e sedagdo. Seu uso € bastante comum em tratamentos
veterinarios pelos seus efeitos como indugdo anestésica, sedativo e estimulante do
apetite (CALISTO e ESTEVES, 2009). Sua longa ag¢ao é caracterizada pelos seus
metabdlitos ativos, que tem meias-vidas longas (KOSJEK et al., 2012).

Assim como a grande parte dos farmacos psiquiatricos, os benzodiazepinicos
sdo geralmente excretados na urina, sendo primeiro metabolizados no figado
formando glucoronideos conjugados, forma farmacologicamente inativa (CALISTO e
ESTEVES, 2009). Apesar da inatividade farmacoldgica, quando liberados no
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ambiente, os metabdlitos podem sofrer acdo bacteriana e entdo reconvertidos ao
composto ativo (Ibid.). Concentragdes equivalentes a 0,88ug/L de diazepam ja foram
encontradas em efluentes de estagbes de tratamento (TERNES et al., 2001).Na
Alemanha, niveis de até 0,04ug/L foram registrados na superficie da agua (VAN
DER VEREet al., 2004).

1.3. Fluoxetina

Dentre outros poluentes emergentes encontrados com frequéncia no
ambiente destaca-se a fluoxetina, farmacopertencente a classe dos inibidores
seletivos de recaptagdo de serotonina. Tem como principal objetivo modular os
niveis do neurotransmissor serotonina na fenda sinaptica. Primariamente indicada
para depressao, a fluoxetina passou também a ser recomendada no tratamento de
casos de transtorno obsessivo-compulsivo, panico e ansiedade (BROOKS et al.,
2003).

Segundo Kohlertet al. (2012) muitos efeitos podem ser encontrados na
exposigao sub-letal de organismos aos inibidores seletivos de recaptagdo de
serotonina, onde sao citados prejuizos nas fases de acasalamento, cortejo,
comportamento defensivo e anti-predatorio, além de efeitos adversos em 6rgéos e
sistemas cardiovascular, digestivo e enddcrino.

Niveis muito altos de fluoxetina foram encontrados em bio-sélidos originados
de estagdes de tratamento. No Canada, esses registros variaram entre 100 a
4700pg/kg. O uso destes sedimentos solidos na agricultura € comum, um caminho
significativo para entrada destes componentes quimicos no ambiente (XIA et al.,
2005 apud CALISTO e ESTEVES, 2009). Niveis de fluoxetina foram identificados em
aguas ja tratadas, revelando uma ineficiéncia em remover esses compostos no
tratamento da agua para beber. Até hoje, uma das maiores concentragdes ja
encontradas de fluoxetina em niveis de contaminagdo ambiental foi de 0.999ug/L em
efluentes de estacbes de tratamento de aguas residuais (CALISTO e ESTEVES,
2009; METCALFE et al., 2003).

1.4. Risperidona
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Como um terceiro grupo de psicofarmacos  poluentes, o0s
antipsicoticossaoutilizados essencialmente para o controle de psicoses € manias,
principalmente em pacientes esquizofrénicos ou portadores de transtorno bipolar
(BRUNTON et al., 2012). Classificados como tipicosou atipicos (de acordo com seu
mecanismo de agao), os antipsicoticos sdo farmacos cada vez mais utilizados na
medicina psiquiatrica (LEE et al., 2011).

A risperidona, um antipsicético atipico, é bastante empregada no tratamento
de psicoses delirantes, como a esquizofrenia, o transtorno bipolar, a psicose
depressiva, transtorno obsessivo compulsivo e ainda para o controle da irritabilidade
de pacientes autistas (LEE et al., 2011; PRIETO et al., 2014). Ao contrario dos
antipsicéticos tipicos, a risperidona liga-se principalmente nos receptores 5-HTa,
atuando como agonistas inversos e diminuindo a produgao de trifosfato de inositol
intracelular. Também se liga receptores dopaminérgicos D2, diminuindo a ac&o da
dopamina na fenda sinaptica, inibindo os efeitos causadores da psicose (BRUNTON
et al., 2012).

A risperidona foi encontrada nas concentragdes de 0,0003ug/L na agua ja
pronta para consumo (CALISTO & ESTEVES, 2009).

Efluentes de estagdes de tratamento de aguas residuais s&o considerados as
maiores fontes de contaminacdo do ambiente aquatico, por estar continuamente
introduzindo farmacos no ambiente (BOYD et al.,, 2003). Na realidade, estas
estacbes de tratamento ndo foram especificamente destinadas a remover estes
compostos da agua (KOLPIN et al., 2002; KOHLERT et al., 2012) e os processos de
tratamento convencional (coagulagao, floculagdo e sedimentagcdo) ndo sdo meétodos
eficazes para este objetivo (BOYD et al., 2003; GALUS et al., 2013).

1.5. Modelo Experimental

Em modelos experimentais convencionais, quando se tem por objetivo
determinar a toxicidade de substancias durante as fases de desenvolvimento, as
fémeas gravidas, geralmente ratos ou coelhos, sdo expostas aos compostos em
teste e seus efeitos toxicos sdo avaliados nos fetos. Estes testes de toxicidade
convencionais ndo sé exigem o uso de numeros elevados de animais durante o

experimento, mas também tempo e recursos para a conclusdao de um longo ciclo



16

reprodutivo, além de tornar dificil a determinagdo da concentragdo precisa a qual o
embrido foi exposto (DEMICCO et al.,, 2010). Além disso, as maes devem ser
sacrificadas para permitir a inspe¢cao do desenvolvimento embrionario, motivo de
grande preocupacao ética (IRONS et al., 2010).

Como modelo organismo experimental, o zebrafish (Daniorerio) oferece
muitos beneficios em comparagdo aos modelos mamiferos, como baixas exigéncias
econdmicas de criagdo, tamanho pequeno (aprox. 3cm) e alta fecundidade. O
desenvolvimento extracorpéreo e a transparéncia embrionaria fazem do zebrafish
um modelo experimental ideal para os testes de toxicidade durante as primeiras
fases de desenvolvimento, sendo utilizado para determinacdo de potenciais de
letalidade, subletalidade, teratogenicidade e disturbios de comportamento em
diferentes componentes (WIXON, 2000; DEMICCO et al., 2010, TRUONG et al.,
2011). O teste em seus embrides tem recebido uma atengdo cada vez maior da
comunidade cientifica com sua utilizacdo para rotina de testes de efluentes,
regulamentacao de produtos quimicos e toxicidade aguda (KAIS et al., 2013). Além
disso, 0 modelo vem sendo utilizado para testes de alto rendimento com varios
compostos, testes de seguranga com farmacos, avaliagdo de riscos ambientais e
toxicidade durante o desenvolvimento (ALl et al., 2014).

S&o inumeras as vantagens da utilizacdo de larvas e embrides de zebrafish
como modelo animal de pesquisa. Quando comparados a técnicas in vitro, tais como
a cultura celular, vantagens como custo e tempo podem ser bastante semelhantes,
além de proporcionar uma melhor previsdo da resposta biolégica como organismo
(TROUNG et. al.,, 2011).A ampla homologia genética entre o zebrafish e outras
espécies de vertebrados (incluindo roedores e humanos), e ainda sua semelhanca
em estrutura e padrao cerebral e fungao de muitos sistemas neurais e fisiolégicos
(eixo regulatorio de estresse) sdo descritos com bastante frequéncia pela
comunidade académica (ALl et al., 2014).

Levando em consideracdo a ampla utilizacdo de embrides e larvas do
zebrafish na pesquisa biomédica e toxicoldgica, tivemos como objetivo neste estudo
levantar as vantagens e desvantagens da utilizagdo do modelo, bem como
padronizar a técnica da exposicdo de embrides ainda nao utilizada em nosso
laboratério. Além disso, objetivamos avaliar os riscos da exposicao em estagio
precoces da vida as possiveis alteracdes fisioldégicas decorrentes da exposigdo aos

farmacos diazepam, fluoxetina e risperidona em concentracdes
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consideradasambientais. Os embrides foram expostos a partir das 3hpf a 95hpf e

avaliados em intervalos minimos e maximos de 8 ou 12h.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Avaliar efeitos de diferentes concentra¢des de psicofarmacos na agua sobre o

desenvolvimento embrionario/larval de zebrafish.

2.2.Objetivos Especificos

1) Avaliar os efeitos de 5 concentragcbes de fluoxetina sobre a
mortalidade, eclosao, frequéncia cardiaca, comprimento total de embrides e larvas
de zebrafish.

2) Avaliar os efeitos de 5concentragdesde diazepam sobre a mortalidade,
eclosao, frequéncia cardiaca, comprimento total de embrides e larvas de zebrafish.

3) Avaliar os efeitos de 6concentragdesde risperidona sobre a
mortalidade, eclosao, frequéncia cardiaca, comprimento total de embrides e larvas
de zebrafish.

4) Implantar e padronizar métodos de avaliagdo de ovos e larvas de

zebrafish junto ao laboratoério.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela comissao de
ética da Universidade de Passo Fundo, sob o numero de 7/2013 e reune as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA;

http://www.cobea.org.br) (em anexo).

3.2. Animais

Para a obtencdo dos ovos foram utilizados peixes-zebra adultos do tipo
selvagem, originarios das instalagdes do laboratério, e mantidos em aquarios de
vidro em condig¢des ideais para o seu desenvolvimento e manutengao (28°C., pH 7-
8, oxigénio 6.5+0.4 mg/L). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com
ragcao comercial (Alcon Brasil, AlconPet, Brasil) e mantidos em iluminagdo ambiente.
A limpeza e remocgao de sujidades e fezes foram realizadas diariamente, com

renovagao da agua de aproximadamente 10% do volume total do aquario.

3.3. Reproducgao

Para reprodugéo, grupos de 10 peixes foram selecionados dos aquarios de
manutengdo de maneira aleatoria, e entdo classificados de acordo com o sexo,
sendo colocados em grupos em iguais proporgdes (1:1) com base no exame visual
externo (machos mais esguios e de coloragdo mais escura e fémeas de abdémen
mais inchado devido ao numero de ovos produzidos)(Figura 1) (WESTERFIELD,
2000; LAMMER et al., 2009). Posteriormente foram colocados em tanques especiais
para reproducgao, de fundo gradeado, com encaixe em recipiente maior preenchido
com agua. Apds a desova, os ovos passam pelo fundo gradeado e ficam protegidos
da predacao pelos reprodutores.

O acasalamento, desova e fertilizagao ocorrem dentro de 30 minutos apos o

inicio da luz da manha. Imediatamente apds o processo, o recipiente de fundo
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gradeado é retirado, juntamente com os peixes adultos. Os ovos foram coletados por
sifonamento, o mais cedo possivel apds a fertilizagcéo, e a exposicao iniciada em nao

mais de 3 horas pés fertilizagao (hpf) como recomendado por Lammer et al. (2009).

Figura 01 — Casal de zebrafish. Notar que o macho (B) apresenta corpo esguio e alongado e ainda
nadadeira caudal e regido abdominal com coloragdo mais escura/amarelada quando comparado a
fémea (A). Fotos da autora.

3.4. Selecao de Ovos

Ap0s coleta, os embrides foram colocados em becker de vidro e lavados com
auxilio de uma peneira para remogao de fezes e debris. Foram entéo classificados
um a um por meio de microscopio 6ptico binocular, com ampliagdo minima de 25x.
Ovos fecundados sao caracterizados por um espago perivitelino totalmente
transparente rodeado pela membrana do ovo, o qual ja tenha formado o pdlo animal.
Ovos nao fecundados, ndo saudaveis ou mortos podem ser identificados pela falta
de formacao de blastdmeros, e em fases posteriores, pela sua nao-transparéncia.

Para o estudo, apenas os ovos fertilizados entre as 3 primeiras horas apos
fertilizacdo e que apresentaram desenvolvimento de até 128 células foram utilizados,
ja que apos esta fase, os ovos fertilizados podem ser equivocadamente néao
distinguidos dos ovos néo fertilizados devido a sua n&o transparéncia. Ovos com
anomalias evidentes (assimétricos, que apresentem formagdo de vesiculas ou
membranas danificadas) foram descartados (LAMMER et al., 2009; KIMMEL et al.,
1995).



21

3.5. Manutencao de embrides e larvas

Apos lavagem e classificacdo, os embrides foram mantidos em placas para
cultura celular com 24 pocgos (5ml/pogo) e distribuidos em grupos de 10 embrides
por pog¢o. Para cada concentragcédo utilizada, foram utilizados 6 pogos (n=6) e
controles. As placas foram tampadas (para evitar evaporagédo excessiva de agua e
farmacos) e mantidas em banho maria para manutengao de temperatura (28°C). A
agua utilizada para manter os embrides foi retirada de sistema para manutencao de
zebrafish, o qual possui sistema de filtragem biologica (bio-balls), quimica (carvéao

ativado) e esterilizagdo por luz ultravioleta.

3.6. Farmacos Utilizados

Para o estudo, foram utilizados os psicofarmacosdiazepam, fluoxetina e
risperidona. A escolha das concentragbes em que o0s embrides seriam
expostos,foram baseadas em dados encontrados na literatura.

O diazepam (Unido Quimica, injetavel, 5mg/ml), encontrado no ambiente na
concentragao de 0,88ug/L (Ternes et al., 2010) e a fluoxetina (Daforin EMS, solugéo
oral, 20mg/ml), encontrada em niveis de até 0,99ug/L (VAN DER VERet al., 2004)
foram utilizados em 5 diferentes concentracdes, a verificada no ambiente, e duas
concentracdes maiores € menores.

No experimento em que se utilizou a risperidona (Risperdal® Janssen,
solugdo oral, 1mg/ml), selecionamos como base a concentragdo verificada no
ambiente de 0,0003ug/L segundo Calisto e Esteves (2008) e Borova et al. (2014).
Devido a baixa concentragdo, optou-se por utilizar neste estudo 5 concentragdes

acima da ambiental.

Tabela 1 — Farmacos e concentragdes (em ug/L) utilizadas durante o experimento.

Farmaco Concentracao utilizada Referéncia*
Diazepam 0,008 0,088 0,88* 8,8 88 Ternes et al. (2001)
Fluoxetina 0,009 0,099 0,99* 9,9 99 Van Der Veret al. (2004)

Calisto & Esteves (2009)

Risperidona 0,0003* 0,003 0,03 0,33 3,3 33 Borovaet al. (2014)

*Concentragbes encontradas no ambiente segundo referéncias.
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3.7. Avaliagao dos embrides

Os embrides foram avaliados periddicamente durante os 5 primeiros dias de
desenvolvimento em 3, 11, 26, 34, 49, 57, 72, 80, 95 horas pos fertilizagao (hpf). Os
parametros avaliados: mortalidade, eclosdo, frequéncia cardiaca e comprimento

total.

3.7.1. Mortalidade

Foram considerados individuos mortos os embrides que apresentaram nao
transparéncia, coagulados, auséncia da formagdo de sdmites ou auséncia de
movimento cardiaco e circulagdo sanguinea. A auséncia de resposta reflexa ao
estimulo e exterior ou toque com agulha, ou ainda a nao eclosdo do ovo apds 72h
foram considerados também como parametros para avaliagao de letalidade.Foi feita
a contagem de sobreviventes em cada momento de avaliagdo e os resultados

registrados.

3.7.2. Eclosao

Foram considerados eclodidos os embrides ou larvas que conseguem romper
0 corion, ou membrana externa do ovo. A exposi¢cdo da toda, ou maioria da cauda
para fora do ovo ja o classifica como eclodido. Para realizagdo da analise foi

avaliada a proporgéo de individuos eclodidos em relagdo aos sobreviventes (%).

3.7.3. Frequéncia cardiaca

Avaliada em 49hpf em todos os grupos. Esta fase foi escolhida ja que todos
os embrides apresentam atividade cardiaca e pouca atividade locomotora. Foram
avaliados 4 embrides por poco, selecionados de maneira aleatéria, obtendo uma
média para cada grupo. A contagem dos batimentos cardiacos foi realizada em um 1
minutopor visualizagao direta utilizando microscépio ético modelo Zeiss com cédmera

acoplada marca AxioCamErc 5s e software Axio Vs40 versao 4.8.2.0 (2006-2010).
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3.7.4. Comprimento Total

As larvas foram medidas em 95hpf com auxilio de microscépio
esteroscoépicoZeissStemi 508 com camera acoplada AxioCam Erc5s e software para
analise Zeiss. Para obtencdo da média, foram selecionadas de maneira aleatéria 4

larvas por poco.

3.8. Analise estatistica

Os dados de eclosdo de cada concentragdo foram comparados utilizando
ANOVA de duas vias considerando como variaveis independentes: concentragdo da
droga x tempo, seguida de analise de Bonferroni(post-hoc). Os dados de frequéncia
cardiaca e comprimento total foram comparados por ANOVA de uma via seguida de
Dunnet. A curva de sobrevivéncia foi estimada utilizando analise de Kaplan-Meier.A
meédia * desvio padrdo de cada grupo foi calculada utilizando os valores obtidos em
cada grupo de tratamento e analisados com o GraphPadInStat 3.0 (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA). A significancia estatistica foi aceita quando
p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Descrigdao dos embrides e larvas do zebrafish

Os embrides se apresentaram transparentes durante os seus primeiros
estagios de desenvolvimento e resistentes a manipulagdo diaria principalmente nas
fases nao-eclodidas. Esses fatores faciltadores na avaliaggo do
desenvolvimentofazem do embrido do zebrafish um modelo pratico para testes de
toxicidade que comprovaram sua empregabilidade como rotina na avaliagdo de
substancias e seus efeitos durante as fases embrionarias. Os principais cuidados
aplicados durante a utilizagdo do modelo forama utilizagdo de meio/agua livre de
microrganismos (fungos e parasitas) evitando a infecgdo da parede dos ovos e
possiveis alteragcbesdo seu desenvolvimento, bem como a manutengdo e

estabilidade da temperatura e controle de qualidade da agua.

Figura 02 — O embrido do zebrafish em diferentes fases do desenvolvimento. A: Forma embrionaria
em 3hpf. Considerado a ultima fase do periodo de blastula. B: Forma de gastrula em 10hpf. C:
Embrido com aprox. 24hpf. Estruturas como olhos, coracdo e coluna vertebral ja podem ser
observados. Nesta fase ja se deram inicio aos batimentos cardiacos e contragdo muscular e os
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embrides ja conseguem se movimentar no interior do ovo. D: Embrido ja eclodido em 32hpf.
Fotografias referentes ao grupo controle.

4.2.Diazepam
O Diazepam (diaz)ndo afetou a eclosdo das larvas em nenhuma das
concentragdes avaliadas (Figura 03).

=EB=00 g/l =E=00pugl ===008 ol =—e=008 ug/l =—e=0008 ugll =s=0 gL
10+

Ovos Eclodidos
T

0-L—& 5 i}
3 11 96 34 49 57 Ta a0 g5

Tempo apés fertilizagao (horas pés fertilizagao)

Figura 03 - Numero Numero de larvas expostas a diferentes concentragbes de diazepam eclodidas
em relacdo ao tempo apos fertilizacdo.Nao foi verificada interagéo “concentracao*tempo” (Fao270 =
0,7846, P = 0,8214), mas sim efeito isolado do tempo (Fg.70 = 296,5, P < 0,0001) e efeito da
concentracdo (Fsz70 = 5,125, P = 0,0002). Como o efeito do tempo é esperado, foi procedida a
comparagao entre as concentragdes em cada tempo.Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
(ANOVA de duas vias).

O Diazem todas as concentracoes testadas alterou o numero de larvas

vivas(Figura 04).
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Figura 04 - Numero de larvas viaveis (%) expostas adiferentes concentragdes de diazepam segundo
método de analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Todas as concentragdes de diazepam
resultaram em taxas de sobrevivéncia de 43 a 60% enquanto o grupo controle apresentou taxa de
sobrevivéncia mais que 82%.

Em relacéo a frequéncia cardiaca (FC), todas as concentragdes, exceto 8,8 ug/L
(FC = 138) provocaram redugao (p<0,05) em relagdo a FC dos controles (FC =

141bpm)(Figura 05).
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Figura 05 -Frequéncia cardiaca média em batimentos por minuto em embrides com aprox. 49hpf.
expostos a diferentes concentracbes de diazepam.Asteriscos indicam diferenca em relagdo ao
controle. (ANOVA de uma via seguida de Dunnet [F53,= 18,421, P <0.0001]).

Quanto ao tamanho da larva, apdés 95 horas poés-fertilizagcéo, larvas expostas a
0,008ug/L, 0,08ug/L e 88ug/L (1,93 a 1,96mm) de diazepam eram maiores quando

comparadas ao grupo controle(1,89mm)(Figura 06).
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Figura 06 — Comprimento das larvas (95hpf) em relagdo a concentragao de diazepam. Asteriscos
indicam diferenga em relagéo ao controle. (ANOVA de uma via seguida de Dunnet [F5 170 = 6,529, P =
0.0003]) (n=6).

4.3.Fluoxetina

A fluoxetina (FLU) na concentragéo de 0.99ug/L afetou a eclosdo dos ovos com

valores superiores ao controle nos momentos 49 e 57hpf (Figura 07).
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Figura 07 - Numero de ovos eclodidos durante a exposi¢ao a diferentes concentragdes de fluoxetina
em relagéo ao tempo apés fertilizacdo. Foi verificada interagéo “concentragéo*tempo” (F40.270 = 1,937,
P =0,0012) e também efeito isolado do tempo (Fg.70 = 156,9, P < 0,0001) e efeito da concentragéo
(Fs270 = 16,73, P < 0,0001). Oasterisco indica diferenga entre as concentragdes no tempo especifico
pelo teste de Bonferroni (ANOVA de duas vias).

A FLU afetou a sobrevivéncia das larvas (Figura 08).
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Figura 08 —Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier em diferentes concentra¢des, nove tempo apos

fertilizagdo. Todas as concentragdes utilizadas demonstraram curvas significativamente diferentes
quando comparadas ao grupo controle (P<0.001).

A frequéncia cardiaca (FC) da larvas expostas a 99ug/L (FC =159bpm) de

FLU foi menor (p<0,05) que o controle (FC = 176bpm) (Figura 09).
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Figura 09 — Frequéncia cardiaca em batimentos por minuto no momento 49hpf em relagdo a
diferentes concentracbes de fluoxetina. Asterisco indica a diferenca estatistica que pode ser
observada na concentragdo de 99ug/L em relagdo ao grupo controle (ANOVAde uma via seguida de
Dunnet [F5 30 = 18,421, P <0.0001]) (n=6).

Em relagao ao comprimento total das larvas avaliadas com fluoxetina, o grupo
exposto a maior concentragado (99ug/L) apresentou menor comprimento quando

comparado ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10 — Comprimento total de larvas avaliadas em 95hpf expostas a diferentes concentragdes de
fluoxetina. Asteriscos indicam diferenca em relagdo ao controle (ANOVA de uma via seguida de
Dunnet [F5 474 = 3,091, P = 0.0107).

4.4.Risperidona

A partir do momento 57hpf, a risperidona, na concentragao de 0,33ug/L provocou
diminuicdo na taxa de eclosdo em comparagdo a concentracdo de 0,0033ug/L,
ambas nao diferindo do controle e das demais concentragdes. A variabilidade
encontrada no momento 95 horas poés-fertilizagao impediu a detecgao de diferenca
estatistica, entretanto os valores destes momentos sao praticamente idénticos aos 3

momentos anteriores (57, 72 e 80 horas pos-fertilizagao) (Figura 11).
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Figura 11 — Numero de embrides expostos a diferentes concentragées de risperidona eclodidos em
relagéo ao tempo apds fertilizagédo. Foi verificada interagédo “concentragéo*tempo” (F4s315 = 1,882, P =
0,0008) e também efeito isolado do tempo (Fs315 = 101,9, P < 0,0001) e efeito da concentragéo (F531s
= 14,55, P < 0,0001). O asterisco indica diferenga entre as concentragbes no tempo especifico pelo
teste de Bonferroni.(ANOVA de duas vias) (n=6).

Apos a eclosdo a Risp provoca marcados efeitos na sobrevivéncia das larvas.
Nos momentos 72, 80 e 95 hpf a RISP na concentragdo de 0,33pg/L piora a
sobrevivéncia em relagdo ao controle e a concentragédo de 0,00033 ug/L e controle

(Figura 12).
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Figura 12 — Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para embrides e larvas de zebrafish expostos a
diferentes concentragdes e risperidona em nove momentos pés-fertilizagdo. As curvas apresentaram
diferencga estatistica (P<0.0001),

Em relagcédo a FC, a Risp na concentragédo de 0,33ug/L (FC = 158bpm) provocou

reducao em relagao ao controle (FC = 197bpm) (Figura 13).
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Figura 13 — Frequéncia cardiaca em batimentos por minuto no momento 49hpf em relacdo a
diferentes concentracdes de risperidona. Diferenga estatistica pode ser observada na concentragao
de 0.33ug/L em relagdo ao grupo controle. Nas demais concentragbes ndo foram observadas
diferencas significativas. (ANOVA de uma via seguida de Dunnet [Fg 154 = 2,718, P = 0.0156]).

Em relagdo ao tamanho, larvas expostas as concentragdo de 0,033pg/L sao

menores (p<0,05) comparadas as larvas do grupo controle (Figura 14).
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Figura 14 — Comprimento total de larvas (95hpf) expostas a diferentes concentragdes de risperidona.
Asteriscos indicam diferenca em relacao ao controle. (ANOVA de uma via seguida de Dunnet [Fg 154 =
3,438, P = 0.0300]) (n=6).
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5. DISCUSSAO

Nés mostramos que a presencga de diazepam, fluoxetina e risperidonana agua
pode afetar o desenvolvimento inicial do zebrafish, mesmo em baixas
concentragdes. Os farmacos testados exerceram efeitos em trés ou mais dos
parametros avaliados, sendo a risperidona, aparentemente, a droga com o maior
efeito, uma vez que provocou alteragées nos quatro paradmetros avaliados, conforme

demonstrado na tabela abaixo:

Tabela 2 — Farmaco e respectiva concentragcao(ug/L) de efeito em relagdo aos

parametros avaliados.

RISP DzP FLU
Sobrevivéncia ltodas ltodas ltodas
Eclosao 10,33 - 10,99
Frequéncia Cardiaca 10,33 ltodas, exceto 8,8 199
Comprimento Total 10,033 10,008, 0,08 e 88 199

As alteragdes verificadas demonstram que a exposicdo de embrides e larvas
de zebrafisha psicofarmacos pode provocar efeitos sob a populacdo exposta,
mesmo quando as concentragdes dos contaminantes séo encontradas muito abaixo
da concentragao utilizada como terapéutica na pratica clinica.

A selecéo dos parametros avaliados foi baseada na facilidade e aplicabilidade
da avaliagao, tipo de equipamento exigido e relevancia de seu impacto sobre a
questao de manutengao e sobrevivéncia da espécie em seu ambiente natural.

Uma diminuicdo da viabilidade dos embrides/larvas expostas aos
psicofarmacos ou ainda, uma alteragdo no processo de eclosdo, pode causar
impactos sob toda a populagdo de uma espécie em seu ambiente natural. Alteragdes
como a diminuicdo ou aumento da taxa de eclosdo podem estar relacionadas a
efeitos sob a atividade locomotora da larva dentro do ovo (rompimento mecanico),
dissolugdo enzimatica ou ruptura osmoética (SCHOOTS et al., 1983).Se a larva n&o
conseguir romper a tempo a barreira do cérion, ficara impossibilitada de continuar

seu crescimento e encontrar alimento para garantir sua sobrevivéncia, ja que o saco
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vitelinico garante sua nutricdo durante apenas os primeiros 5 dias de vida (WEIS,
2014).

Referente a frequéncia cardiaca, as alteragdes podem estar diretamente
relacionadas a uma queda da atividade locomotora e metabdlica, seguida de uma
diminui¢cdo da resposta ao ambiente e consequente aumento no risco da predacao e
mortalidade (WEIS, 2014). Modificagbes relacionadas ao comprimento total podem
estar vinculadas a deformidades de cauda ou medula espinhal.

Estudos realizados em peixes demonstram que a serotonina, dopamina,
acetilcolina e GABA estédo entre os principais neurotransmissores que podem estar
relacionados a mudangas durante o desenvolvimento, alterando locomocgéo,
eclosao, agressao, capacidade de aprendizado e comportamento alimentar (WEIS et
al., 2001; SCHOOTS et al., 1983).

Por todos esses fatores, o estudo sobre exposicdo aos psicofarmacos é
importante para avaliagao dos impactos desses compostosdurante a fase critica de

desenvolvimento inicial dos peixes.

5.1.Risperidona

A risperidona provocou alteragées nos quatro parametros avaliados em nosso
estudo. Poucas informagdes foram encontradas a respeito dos efeitos da risperidona
em peixes expostos a concentragdes ambientais e por isso, pouco se sabe sobre os
riscos da exposicao a este tipo de psicofarmaco.

A risperidona provocou diminuigdo da frequéncia cardiaca nos embrides na
concentragdo de 0.33ug/L. Este efeito pode ser explicado pela acédo dos
antipsicoticos atipicos nos receptores dopaminérgicos e é coerente quando
comparado a estudos feitos com outras drogas do mesmo grupo. A bradicardia e o
bloqueio atrio-ventricular em embrides de zebrafish provocada pela clozapina ja foi
descrita aorAkandeet al. (2010). Em humanos, a administragdo de antipsicoticos
atipicos pode provocar alteragdes nos canais de potassio pelo bloqueio do gene
hERG (humanether-a-go-gorelated gene), ocasionando o prolongamento das ondas
QT ou sindrome do QT longo, arritmias e morte cardiaca subita(AKANDE et al., 2010
apud AMES et al., 2002).
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O mecanismo de acado da risperidona e seus efeitos durante o
desenvolvimento embrionario no zebrafish ainda n&o estao totalmente esclarecidos.
Os resultados verificadosno nosso estudo mostraram que, mesmo em baixas
concentragdes,ja verificadas em ambiente natural(CALISTO & ESTEVES, 2009;
BOROVA et al., 2014), a risperidona exerce efeitos toxicos para os embrides da

especie.

5.2.Diazepam

O diazepam interferiu na sobrevivéncia das larvas, diminuiu frequéncia
cardiaca e aumentou o comprimento corporal total mesmo em baixas
concentragdes. Esses resultados diferem dos encontrados por Oggieret al. (2010), o
qual os embrides de zebrafish, quando expostos a concentragdo de 273ug/L de
diazepam, nao apresentaram nenhum tipo de alteragéo. De fato, Oggieret al. (2010)
demonstraram alteragdo de locomocédo, visdo e efeito ansioliticoem zebrafish,
somente em concentragdes superiores, entre 1,25 e 5Smg/L.

Larvas de zebrafish quando expostas ao diazepam e submetidas a analise de
comportamento exibem menos ansiedade quando comparadas a larvas expostas a
fluoxetina ou cafeina, mesmo em fases jovens (6 dpf) (RICHENDRFER et al., 2011;
STEENBERGEN et al.,, 2011). Esses achados sugerem que mesmo durante os
estagios inicias de desenvolvimento, as larvas de zebrafish sdo responsivas ao
diazepam.

Nao temos hipdteses claras para explicar o aumento da mortalidade dos
embrides e larvas de zebrafish expostas ao diazepam.Em aves, Guneyet al. (1999)
demonstraram que o diazepamexerceu efeito sob o desenvolvimento embrionario,
inibindo o crescimento normal do tubo neural (estrutura embrionaria que dara origem
ao cérebro e medula espinhal). Alteragcbes como essas, podem ter ocorrido nos
embrides de zebrafish, explicando a interferéncia do diazepam no desenvolvimento
embrionario esugerindo potencial toxico para os embrides e larvas expostos a este

tipo de contaminante.
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5.3.Fluoxetina

A fluoxetina diminuiu a frequéncia cardiaca e o comprimento total das larvas
na maior concentragao utilizada (99ug/L). Referente a eclosdo, o grupo exposto a
fluoxetina na concentragao de 0,99ug/L apresentou aceleragdo quando comparados
a outros grupos testados.

A serotonina tem demonstrado desempenhar um papel na regulagdo do
desenvolvimento cerebral e medula espinhal, antes do tempo em que torna-se um
neurotransmissor ativo do sistema nervoso central. O aparecimento precoce da
serotonina coaduna com a nogado que ela atua como um fator de crescimento ou
como “molécula sinal” para o desenvolvimento de multiplos mecanismos que incluem
a neurogénese, o crescimento axonal, estabelecimento da densidade terminal e
ainda sinaptogénese(AZMITIA, 2001). Estes processos sao fundamentais para o
desenvolvimento comportamental normal (AIRHART et al., 2007).

Sendo a fluoxetina um classico inibidor de recaptacdo de serotonina, sua
acao resulta em neurotransmissao serotoninérgica aumentada e prolongada. Os
efeitos resultantes da exposicao aos inibidores da recaptagao da serotonina devem
ser considerados, ja que a serotonina regula diversas fungdes de natureza critica no
organismo, e € capaz de alterar apetite, sistema imunolégico e comportamento dos
animais (BROOKS et al.,, 2003; KOHLERT et al.,, 2012, AIRHART et al. 2007).
Larvas de zebrafish em 72 hpf quando expostas a fluoxetina, apresentam alteragbes
na transcricdo de diversos genes que por sua vez regulam varios processos
biolégicos (PARK et al., 2012).

Peixes da espécie Oryziaslatipes quando expostos a concentragdo de 0.1 a
5.0ug/L de fluoxetina, ndo demonstraram alteragbes sobre fecundidade e eclosao
em nenhum tratamento,porém, algumas anormalidades foram observadas como
edema, curvatura espinhal, desenvolvimento incompleto e ndo responsividade a
estimulos (BROOKS et al., 2003). Estes dados sao semelhantes aos encontrados
em nosso experimento, visto que a fluoxetina demonstrou ser capaz de diminuir a
frequéncia cardiaca e comprimento total das larvas na maior concentragao utilizada
(99ug/L).

Outros efeitos relacionados ao comportamento de espécies aquaticas
expostas a fluoxetina foram constatados (AIRHART et al., 2007; KOHLERT et al.,
2012; BROOKS et al, 2003). Dados referentes a interferéncia sobre
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eixosneuroenddcrinos, como o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (ABREU et al. 2014)
e hipotalamo-hipofise-gonadal(BROOKS et al., 2003) ja foram relatados.

De maneira geral, mesmo em concentragbes baixas, as drogas exerceram
efeitos sobre os embrides e larvas de zebrafish. Os resultados demonstram um
efeito hormético em alguns parédmetros e farmacos testados, os quais as
concentragdes utilizadas no experimento ndo tem efeito dose-dependentes. A
hormese é um conceito toxicoldgico referente a agentes que podem provocar efeitos
em baixas concentragdes, porém esses efeitos ndo sdo mais percebidos ou sao
inibidos em concentragdes mais altas (CALABRESE & BALDWIN, 2001).

O teste de toxicidade aguda realizado com embrides e larvas de zebrafish, é
uma alternativa promissora para avaliagao de impactos ambientais (LAMMER et al,
2009). As vantagens dos testes em embrides de peixes s&o evidentes, incluindo a
necessidade de pequenas quantidades das substancias, menor periodo de
exposicao, e a necessidade apenas de reprodutores em fase adulta para a produgéo
dos ovos para os testes (LAMMER et al., 2009; ALI et al., 2014). No caso do
zebrafish, as fémeas da espécie podem produzir centenas de ovos por semana, que
possuem rapida embriogénese (6 dias), ciclo curto entre geragdes (2 a 3 meses),
embrides transparentes e o baixo custo de producéo (LEE et al., 2011; TRUONG et.
al., 2011). Além disso, os embrides e larvas podem ser examinados em placas de
pocos multiplos que nos permite avaliar uma série de alteragdes tanto morfolégicas
quanto comportamentais mesmo em fases precoces de desenvolvimento
(RICHENDRFER et al., 2012). Seu desenvolvimento externo e transparente permite
a avaliacdo nao invasiva durante toda a duragdo da exposigao utilizando
microscopio simples (TROUNG et al., 2011).

Quanto ao modelo animal, algumas desvantagens devem ser levadas em
consideragdo quando utilizamos embrides e larvas de zebrafish para avaliagdes
toxicologicas. Ao compara-los aosseres humanos e mamiferos por exemplo, devem
ser consideradas diferengcas importantes. Os peixes sao animais ectodérmicos, e
apresentam a falta de septo cardiaco, auséncia de articulagdes sinoviais, pulmdes e
outras estruturas em comparagado aos mamiferos. Outra desvantagem na utilizagéo
de embrides é sua permanéncia no interior do cérion (membrana extraembrionaria
que o recobre até 48hpf). O coérion pode representar uma barreira a qual dificulta a

difusdo do composto testado sob o embrido (ALl et al., 2014).
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Avaliagbes de exposigbes toxicas em animais nas primeiras horas de
desenvolvimento sdo muito importantes, uma vez que prepresentamuma das
principais fases criticas de desenvolvimento (WEIS, 2014). Segundo Ali et. al. (2014)
a fase de gastrula (entre 5 a 10hpf) € uma das mais criticas etapas do
desenvolvimento embrionario, e alteragbes nesta fase podem alterar diretamente o
desenvolvimento do organismo animal avaliado. A exposi¢cdo de até no maximo
120hpf é a duragdo ideal para um teste de toxicidade para o desenvolvimento,
principalmente devido a capacidade do modelo de obter seus nutrientes a partir do
seu saco vitelinico, até cinco dias, ndo necessitando da introdugao de novos fatores,
como alimentagdo (TROUNG et. al., 2011; AIRHART et al., 2007).

Levando em consideragcdo a delicada fase do desenvolvimento e sua
caracteristica altamente coordenada, requerendo comunicagdes especificas célula a
célula, a exposicdo a uma substancia que perturbe essa interagdo, pode ocasionar
alteracbes importantes, ou ainda, muitas vezes,interromper totalmente o
desenvolvimento. As alteragdes podem ser malformagdes morfologicas, alteragdes
comportamentais ou morte dos embrides (TROUNG et. al., 2011).

Mesmo sem os mecanismospelos quais cada farmaco exerceu seus efeitos
sobre os embrides e larvas de zebrafish, como demonstrado na figura 15, os trés
farmacosavaliadas tém potencial de impacto direto sobre o nivel populacional da
espécie. Alteragdes relacionadas a taxa de eclosdo podem diminuir a viabilidade
embrionaria, aumentar a mortalidade e consequentemente diminuir o niumero de
larvas. Os parametros tamanho das larvas e frequéncia cardiaca também podem
estar relacionados ao aumento de deformidades e diminuicdo da atividade e
resposta a estimulos externos, aumentando o risco de predagao ou incapacitanto o
individuo a busca por ambiente favoravel ou alimentacdo e também impactando
diretamente o numero de individuos que podem chegar a fase de vida adulta (WEIS,
2014).

Os impactos provocados pela exposicdo da populacdo aquatica a
psicofarmacos e o mecanismo de agao para o surgimento dos efeitos encontrados
neste experimento ainda nao estdo esclarecidos. Porém, sabe-se que a presencga de
farmacos na agua pode provocar mudangas drasticas de desenvolvimento
morfolégico, neuroenddcrino, ou ainda comportamental (WEIS, 2014; TROUNG et
al., 2011, ABREU e al., 2014). Essas modificagcdes podem provocar alteragcdes em

nivel de populagdo, levando a consequéncias ainda desconhecidas ou pouco
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compreendidas pela comunidade cientifica. Isso reforga a necessidade de estudos
sobre possiveis impactos de poluentes ambientais no ambiente aquatico, para que

possam ser previstos ou evitados.

Taxa de los3 Tamanho
Eclosao \ eclosdo das

Larvas
Jd:n2 de larvas J| ¥ comprimento
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1 risco
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Figura 15 — A exposicdo aos psicofarmacos pode provocar mudangas na manutengcdo de
determinada espécie em seu ambiente natural. Os parametros avaliados pelo estudo estado direta ou
indiretamente ligados aos efeitos em nivel de populagao.
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6. CONCLUSAO

A presencga de risperidona,diazepam e fluoxetina em algumas concentragoes,
afetam o desenvolvimento inicial do zebrafish. A risperidona foi a droga com o maior

efeito, provocando alteragdes nos quatro parametros de desenvolvimento avaliados.

1) A risperidona na concentracdo de 0,33 pg/L provocou alteragdes
nosparametros sobrevivéncia, eclosao e frequéncia cardiaca e na concentragédo de
0,033 pg/L efetuou diminuicdo do comprimento total.

2) A fluoxetina ndo afetou a viabilidade dos embrides, porém na
concentragado de 0,99 ug/L provocou aceleragdo na eclosdo e na concentragao 99
Mg/L diminui a frequéncia cardiaca média e comprimento total das larvas

3) O diazepam diminuiu a sobrevivéncia na concentragdo de 0,008 ug/L,
aumentou comprimento total nas concentragdes de 0,008, 0,08 e 88 ug/Le diminui
frequéncia cardiaca nas concentra¢ées 0,008, 0,08, 0,8, 8,8 pg/L.

4) A utilizacdo de embrides e larvas de zebrafish como analise de risco
toxicolégico € uma alternativa valida e aplicavel em nosso laboratério e podera ser
utilizada para diferentes analises e testes de toxicidade, sendo amplamente aceita

na comunidade cientifica.
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8. ANEXOS
A UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO )
VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
YUPFE COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 007/2013

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo,
em reunido no dia 28/06/13, analisou o projeto de pesquisa “Efeito de ansioliticos
sobre a relagao presa-predador em peixes zebra (Daniorerio)”, registro na CEUA
N° 006/2012, de responsabilidade do pesquisadorLeonardo José Gil Barcellos.

Em relagdo aos aspectos éticos, a Comissao considerou o projeto relevante e
com relagdo custo-beneficio adequada. O pesquisador e seus colaboradores estéao
comprometidos com a observancia dos procedimentos para o uso cientifico de
animais estabelecidos na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008.

Diante do exposto, a Comissdao, de acordo com suas atribuicoes
definidas na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela aprovagao
do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

O pesquisador devera apresentar relatério a CEUA ao final do estudo.

Situacdo: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 01 de julho de 2013.

Prof. Ana Cristina Vendrametto V.Giacomini
Coordenadora — CEUA — UPF



