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RESUMO
O consumo de substancias psicoativas como alcool e opioides aumentou na ultima
década, e a taxa de mulheres que consomem drogas aumentou, principalmente
mulheres em idade fértil e gestantes. Alcool e opioides podem induzir malformacdes
congénitas e neurocomportamentais no feto. Logo, o presente estudo analisou a
intoxicagao por alcool e opioides no inicio do desenvolvimento embrionario em modelo
animal de zebrafish (Danio rerio) e investigou o potencial protetor do acido félico (FA)
e da quercetina (QUE) contra tal intoxicagao. Para isso, embrides de zebrafish foram
expostos aos grupos alcool (EtOH) (150 mM), cloridrato de tramadol (TL) como opioide
(24mM), EtOH+TL, AF (75 mM), QUE (75mM), AF+QUE para avaliagdo de efeitos
téxicos. Os grupos contendo EtOH e TL foram co-expostos a AF, QUE e AF+QUE para
avaliagao de capacidade protetora dos antioxidantes. Foram realizados os testes de
epibolia (6 horas de exposicéo), taxa de desenvolvimento embrionario, avaliagdo de
efeitos teratogénicos e taxa de eclosdo (22 horas de exposi¢cdo). Os resultados
demonstraram a capacidade do EtOH em induzir efeitos toxicos ao reduzir a
porcentagem da epibolia (60%), a taxa de desenvolvimento embrionario (34,5%) e a
taxa de eclosao (80%). Também, a auséncia de efeitos téxicos do TL na porcentagem
da epibolia, taxa de desenvolvimento embrionario e taxa de eclosdo, porém indugao
de efeitos teratogénicos na forma de edemas no pericardio (20%). No grupo EtOH+TL,
se observou reducdo na porcentagem da epibolia (<60%) e taxa de desenvolvimento
embrionario (32%), porém tais resultados nao foram significativamente diferentes dos
encontrados no grupo EtOH. Quanto aos potenciais protetores, se observou a
auséncia de efeitos toxicos do AF em todos os testes, e sua capacidade em proteger,
total ou parcialmente, contra os efeitos téxicos do EtOH em todos os testes, mas nao
contra os do TL na avaliagéo de efeitos teratogénicos. Contra os efeitos induzidos por
EtOH+TL, protegeu apenas contra a reducao da porcentagem da epibolia. Quanto ao
QUE, também se observou a auséncia de efeitos téxicos, porém o antioxidante nao
foi capaz de proteger contra os efeitos toxicos induzidos pelo EtOH e o EtOH+TL, e
se observou um possivel efeito toxico quando co-exposto com TL, reduzindo a
porcentagem da epibolia (<60%). A mistura binaria AF+QUE demonstrou possivel
efeito toxico ao reduzir a porcentagem de epibolia (<60%) e nao foi capaz de proteger
contra os efeitos induzidos pelo EtOH, EtOH+TL e TL em nenhum dos testes. Com
isso, foi possivel concluir que o efeito induzido pelo EtOH esta ligado a interferéncias

no desenvolvimento normal, e que o TL pode nao causar atrasos no desenvolvimento,



mas ainda causa defeitos cardiacos. A avaliagao dos efeitos do EtOH+TL nao foi
significativamente diferente dos efeitos observados com a exposigao apenas de EtOH,
0 que pode indicar que apenas o EtOH induz os efeitos vistos no grupo EtOH+TL.
Quanto ao potencial protetor dos antioxidantes, os resultados encontrados com AF e

QUE corroboram outros estudos com EtOH como indutor de toxicidade em zebrafish.

Palavras-chave: poliuso; alcool; opioides; acido fdlico; quercetina; zebrafish;

embriotoxicidade.



ABSTRACT
The consumption of psychoactive substances such as alcohol and opioids has
increased in the last decade, and the rate of drug use among women has risen,
particularly among women of childbearing age and pregnant women. Alcohol and
opioids can induce congenital and neurobehavioral malformations in the fetus.
Therefore, this study analyzed alcohol and opioids intoxication during early embryonic
development in a zebrafish (Danio rerio) animal model and investigated the protective
potential of folic acid (FA) and quercetin (QUE) against such intoxication. Zebrafish
embryos were exposed to alcohol (EtOH) (150 mM), tramadol hydrochloride (TL) as
an opioid (24 mM), EtOH+TL, FA (75 mM), QUE (75 mM), and FA+QUE groups for
toxicological evaluation. The EtOH and TL groups were co-exposed to FA, QUE, and
FA+QUE to assess protective capacity. Tests were conducted for epiboly (6 hours of
exposure), embryonic developmental rate, evaluation of teratogenic effects, and
hatching rate (22 hours of exposure). The results demonstrated EtOH’s ability to induce
toxic effects by reducing the percentage of epiboly (<60%), embryonic developmental
rate (34,5%), and hatching rate (80%). Additionally, TL showed no toxic effects on
epiboly percentage, embryonic developmental rate, or hatching rate, but it induced
teratogenic effects in the form of pericardial edema (20%). In the EtOH+TL group, a
reduction in the percentage of epiboly (<60%) and embryonic developmental rate
(32%) was observed, but these results were not significantly different from those in the
EtOH group. Regarding potential protectors, FA showed no toxic effects in all tests and
partially or fully protected against EtOH-induced toxicity, but not against TL-induced
teratogenic effects. Against EtOH+TL-induced effects, FA only protected against
reduced epiboly percentage. As for QUE, it also showed no toxic effects, but the
antioxidant was unable to protect against EtOH and EtOH+TL-induced toxicity. When
co-exposed with TL, QUE even exhibited a possible toxic effect by reducing the
percentage of epiboly (<60%). The binary mixture of FA+QUE demonstrated a
potential toxic effect by reducing the percentage of epiboly (<60%) and did not protect
against EtOH, EtOH+TL, or TL-induced effects in any of the tests. Consequently, it was
concluded that EtOH-induced effects are associated with disruptions in normal
development, and while TL may not cause developmental delays, it still leads to cardiac
defects. The evaluation of EtOH+TL effects was not significantly different from the
effects observed with EtOH exposure alone, suggesting that only EtOH induces the

effects seen in the EtOH+TL group. Regarding the protective potential of antioxidants,



the results obtained with FA and QUE align with other studies on EtOH-induced toxicity
in zebrafish.

Keywords: polysubstance use; alcohol; opioids; folic acid; quercetin; zebrafish;
embryotoxicity.
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1 INTRODUGAO

Em 2020, com a implementacdo de medidas de isolamento social em
consequéncia da pandemia da COVID-19, o consumo de drogas aumentou como um
problema secundario (GARCIA; SANCHEZ, 2020; QUEIROGA, 2021). Em 2023,
cerca de 35 milhdes de pessoas atenderam aos critérios para serem diagnosticadas
com abuso de substancias (OMS, 2023). O consumo de substancias psicoativas como
alcool e opioides ja era um problema de saude publica antes da pandemia, porém,
ainda assim, é possivel tracar uma relacao entre as duas situagdes. Ja em 2021, o
aumento no consumo de drogas foi 26% maior do que nos dez anos anteriores
(MACHIKANTI et al., 2021). O lockdown gerou uma maior dificuldade para o consumo
de drogas ilicitas, com as regras de isolamento e uma maior forga policial nas ruas,
mas isso fez a populagéo se voltar para as drogas que sao legais. Bebidas alcodlicas,
hipnéticos, benzodiazepinicos, farmacos opioides, sdao todas substancias legais,
relativamente faceis de comprar durante o periodo pandémico, e que atuam no
sistema nervoso central (LAPEYRE-MESTRE et al,, 2020; GILI et al.,, 2023).
Historicamente, em periodos de grande estresse coletivo como ocorreu na pandemia,
o consumo de drogas tende a aumentar. Isso acontece em razao da forte relagao entre
problemas de saude mental, como depresséo e ansiedade, e o consumo de drogas
(KAR et al., 2021). Alguns estudos até apontam que as drogas podem causar efeito
depressor, criando um ciclo de abuso (SILVA et al., 2022b). O uso de drogas é visto
em todas as culturas, e remonta aos primérdios da civilizagado humana (CALVETE e
SOUZA, 2021). O aumento no consumo que cria uma questao de saude publica pode
ser devido ao aumento populacional, porém, também, as consequéncias da pandemia
(GILI et al., 2023).

Antes do periodo pandémico, o numero de mulheres consumindo drogas ja era
preocupante (HASON et al., 2021). Em razdo de mudancgas sociais e a entrada no
mercado de trabalho, o comportamento feminino em relagdo ao consumo e abuso de
drogas mudou (HASON et al., 2021). Dentre os homens, esse comportamento ainda
€ mais expressivo, mas uma possivel subnotificacdo devido ao estigma deve ser
considerada (FAMA et al., 2020). O comportamento de vicio em mulheres é mais
condenado pela sociedade, pois diverge dos papéis de género e do conceito social de
feminilidade, onde a mulher é ensinada a ser mais cuidadosa e respeitavel (STENGEL
et al., 2013; FAMA et al., 2020). Apesar de o percentual de mulheres ser menor do

que o de homens, e elas comecarem a consumir drogas mais tarde, os padrdes de
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abuso evoluem mais rapido em mulheres (DOZET et al., 2021). Fisiologicamente,
mulheres tém uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de dependéncia e
condigbes de saude ligadas ao consumo de drogas, em uma questéo ligada a massa
corporal e metabolismo (DOZET et al.,, 2021). Ainda se sabe pouco sobre tais
consequéncias ao corpo feminino, pois elas reportam menos o seu vicio em drogas e
geralmente séo excluidas de pesquisas epidemiolégicas (FAMA et al., 2020). Porém,
quando gestantes, muito se pesquisa a respeito do corpo da mulher em relacéo ao
consumo de drogas. No periodo gestacional, aspectos da fisiologia feminina mudam,
e isso traz diferencas na absorgcdo, metabolismo e excrecédo de drogas (KAR et al.,
2020; BOARD et al., 2023). Além disso, o organismo materno e o organismo fetal
estdo muito préximos nesse periodo, pois o feto depende da mé&e para sua nutricéo,
excregao, respiragéo, entre outros (HUMPHRIES et al., 2023).

O desenvolvimento embrionario € um momento de grande vulnerabilidade para
o organismo em formagao (POON et al., 2018). O primeiro trimestre da gravidez € um
periodo especialmente critico, pois € quando acontecem processos como a
proliferagao, diferenciagdo e migragao celular durante a embriogénese (CHEN et al.,
2024). Envolve a formacédo das trés camadas germinativas primarias, o processo
inicial para o desenvolvimento dos 6rgaos (GONG et al.,, 2023). Além disso, o
desenvolvimento do cérebro fetal comeca logo apds a concepgao, com a formacgéao do
tubo neural e calibragédo do padrao sinaptico (CHEN et al., 2024). Interrup¢des nesses
processos celulares e moleculares podem alterar as vias de transducdo de sinal
embrionario, levando a efeitos teratogénicos, malformagdes congénitas que podem
perdurar por toda a vida ou mortalidade (HACK et al., 2023; CHEN et al., 2024).
Estudos mostram maior exposicdo embrionaria a drogas no inicio da gravidez em
comparagao aos trimestres posteriores, geralmente devido a gestagbes néao
detectadas (POPOVA et al., 2023). A exposi¢ao fetal ao alcool e opioides afeta
importantes vias para o desenvolvimento, como o metabolismo do folato e o equilibrio
entre antioxidantes endogenos e a formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Além disso, interferem na metilacdo do DNA e biossintese de nucleotideos para o
processo de divisdo celular (KIRLA et al., 2021; ZHENG et al.,, 2023). Tais
interferéncias podem causar danos celulares que podem afetar o desenvolvimento
dos tecidos e 6rgaos do embrido. Como consequéncia, se tem uma ampla gama de
possiveis disturbios, desde morfolégicos a neurocomportamentais, que podem durar
até a vida adulta (KIRLA et al., 2021; COLLIER et al., 2023). Os principais disturbios
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associados a exposicao fetal ao alcool e opioides, respectivamente, sdo os
transtornos do espectro alcodlico fetal (TEAF) (POPOVA et al., 2023) e a sindrome de
abstinéncia neonatal (SAN) (BALDO, 2022).

Estudos realizados principalmente com modelos animais tentam elucidar os
mecanismos de atuagao do alcool e dos opioides no organismo, e investigar possiveis
moléculas protetoras que possam dar inicio a tratamentos terapéuticos (FERNANDES
et al., 2018; KIRLA et al., 2021; COLLIER et al., 2023; GIOVANNINI et al., 2024).
Quando se induz TEAF ou SAN, ou se faz a exposicdo a uma substancia psicoativa
em um modelo animal, se tem limitagdes. O animal escolhido tera seus préprios
mecanismos de resposta, mas, gracas as caracteristicas evolutivamente conservadas
entre os animais, € possivel fazer comparagdes (FACCIOL et al., 2019). Além disso,
0 uso de modelos animais € uma forma de simplificar, ou até mesmo estudar de forma
mais detalhada, determinado processo bioldgico, condi¢ao ou patologia (FACCIOL et
al., 2019; COLLIER et al., 2023). O zebrafish ja é bastante utilizado como modelo
animal para TEAF e exposi¢cdo a opioides. Dentre as suas vantagens, se tem a
logistica de sua criacdo em biotério e manejo. Também, sua alta fecundidade, rapido
desenvolvimento e ovos transparentes que permitem a visualizagao de células,
tecidos e orgaos com facilidade (COLLIER et al., 2023; GIOVANNINI et al., 2024).
Como garantia de comparagao para humanos, se tem processos do desenvolvimento,
padrdes anatdbmicos e vias metabdlicas evolutivamente conservadas (COLLIER et al.,
2023; GIOVANNINI et al., 2024). O zebrafish é muito utilizado, também, na triagem de
novos farmacos e testes de novas terapéuticas. Inclusive, pesquisadores o utilizam
para avaliar substancias com potencial protetor contra TEAF, SAN e exposi¢ao a
opioides (CADENA et al., 2020a, 2020b).

Dentre as substancias utilizadas como possiveis protetoras, os antioxidantes
sdao muito pesquisados (STEANE et al., 2023). A principal razdo para tal, sdo as
informagdes que ja existem sobre os mecanismos e vias do metabolismo que sofrem
interferéncia do alcool e dos opioides no organismo. O equilibrio entre espécies
reativas de oxigénio (EROs) e antioxidantes € um desses mecanismos. O estresse
oxidativo resultante do disturbio nesse processo é promotor de danos teciduais,
apoptose e modificagbes na expressdo génica (STEANE et al. 2023). Dois
antioxidantes vém sendo estudados para reduzir o estresse oxidativo e seus danos; o
acido félico (AF) e a quercetina (QUE) (STEANE et al., 2023; YOSHIDA et al., 2024).

O AF ja é mundialmente indicado como suplementagao para gestantes (STEANE et
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al., 2023). Ele desempenha um papel significativo em varios processos fisioldgicos,
como fungao neurotransmissora e formagao de DNA, bem como na prevengao de
disturbios congénitos e anemia. A recomendacgdo para a suplementagdo de AF é
comegcar antes mesmo da gravidez ocorrer, quando os pais estao tentando engravidar.
O AF também é essencial na formagao do tubo neural e no desenvolvimento
embrionario (DWYER, 2022; KALDYGULOVA et al., 2023). Estudos ja avaliam seu
potencial protetor em modelos de TEAF (CADENA et al., 2020a). A QUE também é
utilizada como suplemento, mas ainda ndo € indicada para gestantes pois sua
segurancga para o feto vem sendo avaliada (DINIZ et al., 2023). O interesse nessa
substancia esta nas suas propriedades antioxidantes, antiinflamatérias e seu potencial
papel como protetor contra alteragbes no esqueleto do embrido (YOSHIDA et al.,
2024). Estudos em modelos animais n&o reportaram toxicidade fetal da QUE
(CADENA et al., 2020a; YOSHIDA et al.,2024).

Muitos estudos sobre exposig¢ao a drogas, transtornos por uso de substancias
e as consequéncias do uso de drogas geralmente se concentram em um critério de
"droga unica" (HOOD et al., 2020). No entanto, essa abordagem pode n&o capturar
totalmente a realidade complexa dos transtornos por uso de drogas nos ultimos anos
(HOOD et al., 2020; BOARD et al., 2023). E essencial entender como as drogas
podem interagir e potencialmente influenciar os efeitos umas das outras quando
usadas juntas. Hoje em dia, € muito mais comum que usuarios de drogas relatem o
uso de mais de uma droga, especialmente as licitas, como alcool e opioides de uso
médico (CRUMMY et al., 2020; BOARD et al., 2023). Esse comportamento geralmente
acontece para minimizar os danos ou sintomas negativos de uma das substancias ou
melhorar a experiéncia durante o uso, quando duas substancias potencializam os
efeitos uma da outra (KHADKA et al., 2023). As informag¢des sobre o poliuso na
literatura ainda sdo escassas, principalmente utilizando modelos animais para
entender seus processos nO organismo € suas consequéncias. As possiveis
substancias protetoras que podem resultar em novas terapias farmacoldgicas contra
o poliuso também nao sao conhecidas. Por isso, € importante investigar os potenciais
efeitos protetores do AF e da QUE em um modelo de poliuso de alcool e opioides,

utilizando zebrafish como modelo animal.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Consumo de drogas: a influéncia da pandemia da COVID-19 e o poliuso
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2.1.1 Contextualizagao, epidemiologia e breve histérico

O ultimo relatério sobre o uso de drogas apresentado pela Organizacédo das
Nacdes Unidas (ONU) estima que 292 milhdes de pessoas consumiram algum tipo de
droga em 2022. Isso representa um aumento de 20% em relagéo a ultima década. O
consumo de drogas é um problema de saude publica mundial ha muito tempo
reconhecido e cuja incidéncia cresce a cada ano (CRUMMY et al., 2020). Esse
consumo interfere na capacidade de julgamento do individuo, criando um
comportamento de compuls&o que na maioria das vezes leva a disturbios como o vicio
(MARANGONI et al., 2022). Tais disturbios podem resultar em uma ampla gama de
consequéncias negativas, como baixo desempenho escolar, problemas de saude
mental, incluindo depressao, comportamentos de risco, problemas com a lei e até
overdose (MARANGONI et al., 2022). Em 2021, o Sistema Unico de Saude (SUS)
registrou 400 mil atendimentos a pessoas que consumiram drogas (Brasil, 2021), e a
previsdo é de que até 2030, sejam 300 milhdes de pessoas consumindo algum tipo
de droga em todo o mundo (OMS, 2023). Dentre as pessoas que fazem uso de drogas,
13% sofrem algum transtorno relacionado a esse consumo (ONU, 2021). Em 2021,
39,5 milhdes de pessoas reportaram transtornos relacionados ao consumo de drogas,
45% a mais do que foi reportado ao longo da década passada (OMS, 2023). A
Organizagao Mundial de Saude considera a dependéncia em drogas, licitas ou ilicitas,
uma patologia. Atualmente, é a psicopatologia com maior prevaléncia e mortalidade
(OMS, 2021). Nos Estados Unidos, em 2020, as consequéncias da dependéncia em
drogas custaram cerca de 740 bilhdes de ddlares (PETERSON et al., 2021).

O consumo de drogas remonta ao século XVI, quando a palavra “droga” era
utilizada para falar de produtos naturais com potencial para curar doencas (CALVETE;
SOUZA, 2020). Em séculos anteriores, o consumo de drogas chegou a estar
relacionado ao religioso e ao sagrado, integrando ritos, cultos e festas (NUNES;
JOLLUSKIN, 2004; CALVETE; SOUZA, 2020). Durante o periodo de expedicdes
mercantis e criagado de coldnias, entre os séculos XVI e XVII, as drogas se tornaram
valiosas mercadorias (NUNES; JOLLUSKIN, 2004; CALVETE; SOUZA, 2020). Atingiu
uma alta incidéncia pela primeira vez nos anos 1970, tanto no consumo quanto nos
casos de dependéncia. Ao longo dos anos, epidemias de drogas especificas surgiram
e se estabeleceram (NUNES; JOLLUSKIN, 2004). Como exemplo, se tem a epidemia
de crack em 1984 (PACHECO et al., 2021), a epidemia de heroina entre 1970 e 1980,

e a epidemia de opioides que assola os Estados Unidos desde a década de 1990
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(MARTI et al., 2023). O crescimento no consumo de opioides ndo se restringe aos
Estados Unidos, sendo os opioides a segunda droga mais utilizada no mundo, com
60 milhdes de pessoas consumindo algum opioide em 2022 (OMS, 2024).
Especialistas acreditam que o consumo de drogas tenha forte relagdo com periodos

de grande mudanga, social, cultural e politica (GILI et al., 2023).

2.1.2 Aumento no consumo de drogas como consequéncia secundaria da
COVID-19

O atual aumento no consumo de drogas esta relacionado ao crescimento
mundial da populagdo, mas, também, sofre a influéncia da pandemia da COVID-19
(GILI et al., 2023). O periodo da pandemia atuou tanto no aumento do consumo de
drogas, quanto no desenvolvimento de transtornos relacionados a esse consumo
(GlLl etal., 2023; MARCEL; CAIRE-JUVERA, 2023). Estudos descrevem duas formas
de influéncia da pandemia: social e biolégica (CHAGAS et al., 2021; GILI et al., 2023).
A social esta relacionada a saude mental e é a mais discutida, sendo considerada uma
consequéncia secundaria do periodo de isolamento social imposto durante a
pandemia (GARCIA; SANCHEZ, 2020; MARCEL; CAIRE-JUVERA, 2023).
Transtornos de saude mental aumentaram durante o periodo de isolamento, com o
estresse, o0 medo e a solidao levando a um aumento nos casos de ansiedade,
depressao e sindrome do panico (SMITH, 2020; GARCIA; SANCHEZ, 2020). Existe
uma relagdo entre transtornos de saude mental e fatores sociais com potencial
estressor que levam ao abuso de substancias (SMITH, 2020; GARCIA; SANCHEZ,
2020; MARCEL; CAIRE-JUVERA, 2023). O que pode acarretar casos de
dependéncia. O isolamento social imposto durante a pandemia trouxe impactos na
saude mental da populagdo, levando a um aumento no consumo de drogas
(CISNEROS; CUNNINGHAM, 2021; MARCEL; CAIRE-JUVERA, 2023).

Ainfluéncia biolégica da pandemia da COVID-19 sobre o0 aumento no consumo
de drogas apareceu na literatura recentemente, mas pesquisadores vém construindo
um caso forte nessa linha de pensamento (CHAGAS et al., 2021; GILI et al., 2023). A
ideia geral € que, em um nivel fisioldgico, alteracbes na plasticidade sinaptica do
sistema nervoso central, causadas por processos inflamatorios, aumentam o risco de
abuso no consumo de drogas e o desenvolvimento de transtornos (CHAGAS et al.,
2021; CISNEROS; CUNNINGHAM, 2021). Os transtornos por uso de drogas estédo

relacionados aos niveis de neurotransmissores como glutamato e serotonina, em um
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ciclo de busca e recompensa (CISNEROS; CUNNINGHAM, 2021). Tais
neurotransmissores, tém seus niveis influenciados por processos inflamatérios, como
os causados por virus (CISNEROS; CUNNINGHAM, 2021). Um aumento na
inflamacdo diminui os niveis de serotonina e glutamato, impulsionando o
comportamento compulsivo de busca pela droga (CHAGAS et al., 2021; CISNEROS;
CUNNINGHAM, 2021). Em estudos com o virus HIV, ja se tém resultados
demonstrando como a inflamagao causada pelo virus estimula a sintese de enzimas
que competem pelos precursores da serotonina, diminuindo os niveis do
neurotransmissor (WEINSTEIN et al., 2019; ILLENBERGER et al., 2020). Esse
mesmo padrdo também é uma das sequelas da COVID-19. Por isso, € relevante
discutir a influéncia a nivel biolégico da pandemia da COVID-19 sobre o aumento no
consumo de drogas e os transtornos relacionados (CHAGAS et al., 2021; CISNEROS;
CUNNINGHAM, 2021). Junto a isso, o comportamento no consumo de drogas

também sofreu mudancgas nesse periodo.

2.1.3 Poliuso de drogas

No cenario atual, agéncias de saude e estudos vém reportando o
estabelecimento de um tipo de comportamento em relagdo ao consumo de drogas: o
poliuso (FIOCRUZ, 2019; CRUMMY et al., 2020; BOARD et al., 2023; OMS, 2023). O
poliuso de drogas € um termo amplo para classificar o uso de mais de uma droga,
podendo esse uso ser feito de forma simultanea ou de forma alternada por um certo
periodo (BUNTING et al., 2023). O poliuso pode ser intencional ou ndo (CRUMMY et
al., 2020). Estudos relatam que o consumo de uma droga aumenta em 11% a chance
do consumo de uma segunda droga (CRUMMY et al., 2020). Quando intencional,
geralmente ocorre para minimizar danos ou sintomas negativos de uma das
substancias ou melhorar a experiéncia durante o uso (BOILEAU-FALARDEAU et al.,
2023; KHADKA et al., 2023). Junto a isso, estudos demonstram uma ligagao entre o
poliuso de drogas e saude mental, estando tal comportamento relacionado a casos de
depresséo e ansiedade (BOILEAU-FALARDEAU et al., 2023; BUNTING et al., 2023).
Essa relagdo pode ser devido a um desejo de automedicacdo em decorréncia dos
sintomas de um transtorno de saude mental, ou os sintomas do transtorno podem
advir do uso extensivo de drogas (CRUMMY et al., 2020; BOILEAU-FALARDEAU et
al., 2023). Além de comorbidades psiquiatricas, o poliuso de drogas pode levar a

comportamentos de risco como dirigir sob efeito de drogas, praticas sexuais de risco,
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comportamento violento e impulsividade (CRUMMY et al., 2020; BOARD et al., 2023;
KHADKA et al., 2023). O risco de overdose também aumenta com o poliuso, com uma
taxa de mortalidade trés vezes maior em relacéo ao uso apenas uma droga (CRUMMY
et al., 2020; BOARD et al., 2023; KHADKA et al., 2023). Uma possivel explicagéo
neurobiolégica para o uso de mais de uma droga é que essa combinagao acaba por
convergir em um circuito comum no SNC, produzindo efeitos recompensadores
aditivos ou sinérgicos (CRUMMY et al., 2020; BUNTING et al., 2023).

2.2 Consumo de drogas por mulheres: a estigmatizagao e o poliuso de alcool e
opioides durante a gestacao
2.2.1 Os papeis de género e a cidadania reprodutiva

Quando se trata de género em estudos sobre o consumo de drogas, o sexo
masculino é considerado um fator relevante, pois € um comportamento mais comum
entre os homens (GOODWIN et al., 2022). Porém, com as mudancgas do papel da
mulher na sociedade, e sua entrada no mercado de trabalho, o consumo de drogas e
o desenvolvimento de transtornos por uso de drogas aumentou entre a populagao
feminina (FAMA et al., 2020). Mulheres tém uma maior incidéncia no desenvolvimento
de problemas de saude mental como ansiedade e depressao, o que pode levar a um
maior consumo de drogas psicoativas (COOK, 2022). Aspectos midiaticos, como
campanhas publicitarias incentivando o consumo de drogas licitas como o alcool, e
pressdes sociais também estéo relacionados a esse comportamento (REBECA et al.,
2014). Apesar disso, existe uma lacuna de conhecimento sobre o uso de drogas por
mulheres (GOODWIN et al., 2022).

A maior parte dos estudos sobre o consumo de drogas e os transtornos
decorrentes ainda estdo focados na populagdo masculina (FAMA et al., 2020;
GOODWIN et al., 2022). Nao apenas isso cria lacunas nos dados epidemiolégicos,
podendo levar a subnotificacdo e defasagem nas politicas publicas contra o consumo
de drogas, mas, também, dificulta o desenvolvimento de protocolos de tratamento
(FAMA et al., 2020). A exclusao das mulheres dos estudos sobre o consumo de drogas
esta relacionada a estigmatizagéo e ao preconceito (FAMA et al., 2020). O papel social
que é imposto as mulheres, o conceito de feminilidade, ndo permite a ideia de que
elas possam sofrer com vicios (FAMA et al., 2020). Em comparagdo, o0 mesmo
comportamento em homens é visto com mais indulgéncia. Isso resulta em uma maior

dificuldade para que mulheres admitam o uso de drogas e possiveis transtornos
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decorrentes, atrapalhando o acolhimento dessas mulheres e possiveis tratamentos
(FAMA et al., 2020; COOK, 2022; GOODWIN et al., 2022). Além disso, a capacidade
de metabolizagdo de drogas e suas consequéncias sofrem influéncia fisioldgica do
organismo, estando relacionadas a composigdo corporal (FAMA et al., 2020).
Mulheres desenvolvem transtornos em menos tempo de uso da droga, e as
consequéncias para a saude aparecem mais rapido, porque seus corpos metabolizam
drogas em uma velocidade diferente (FAMA et al., 2020).

Por outro lado, observa-se uma atencéao significativa ao consumo de drogas
por mulheres durante a gestag¢ao, sendo o vicio ainda mais estigmatizado por conta
do risco duplo, para a mulher e para o feto (BOARD et al., 2023; GIOVANNINI et al.,
2024) Essa maior estigmatizagdo da mulher quando gravida, advém da ideia de
cidadania reprodutiva, que reforca o arquétipo de “boa mae” e responsabiliza
mulheres por quaisquer situagdes desfavoraveis durante a gestacdo (STENGEL,
2014; WEBER et al., 2021). Isso cria um cenario em que essas mulheres sao vistas
como potenciais ameagas ao feto que carregam e por isso acabam nao sendo
honestas sobre o consumo de drogas (STENGEL, 2014; WEBER et al., 2021).
Estigmatizar mulheres com vicios e fomentar politicas € normas punitivas, em que
elas sdo as unicas responsaveis pelos riscos aos quais estdo vulneraveis,
possivelmente dificulta as trocas de informagao e a minimizagao de riscos durante o
pré-natal (SYVERTSENET al., 2021; WEBER et al., 2021). Nao existem dados que
comprovem que o estigma e a discriminagdo promovem redugdo no consumo de
drogas por gestantes, mas se sabe que tais julgamentos podem levar ao medo e a
vergonha, impedindo mulheres de comunicar o uso de drogas (WEBER et al., 2021;
GOODWIN et al., 2022). E importante lembrar que as chances de o uso de drogas
ocorrer durante o primeiro trimestre de gestagédo € maior, e isso se da principalmente
por nao se ter ciéncia da gravidez (POON et al., 2018; POPOVA et al., 2023). Em todo
o mundo, mais da metade das gestagdes néo sao planejadas (ASRATIE, 2021). Isso
cria toda uma sequéncia de eventos que pode resultar na exposicao fetal a drogas
(POPOVA et al., 2023).

2.2.2 Poliuso de substancias durante a gestacao
O uso de drogas durante a gravidez é um problema de saude publica desde a
década de 1960. Cerca de 21% das gravidas admitiram usar algum tipo de droga

durante a gravidez (DOZET et al.,, 2021). Estudos sugerem que o poliuso de
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substancias entre gestantes € comum (CRUMMY et al., 2020; BOARD et al., 2023;
TRAN et al., 2023). A sobredosagem decorrente deste comportamento € uma das
principais causas de morte associada a gravidez ou ao poés-parto, cerca de 83%
(BOARD et al., 2023; TRAN et al., 2023). A utilizagdo de drogas durante a gravidez é
a causadora do aumento de casos de aborto espontéaneo, nascimento de natimortos,
partos prematuros e bebés com baixo peso ao nascer (BOARD et al., 2023; TRAN et
al., 2023). Principalmente quando tais substancias sado depressoras do sistema
nervoso central, como alcool e opioides. O numero de mulheres que consomem alcool
subiu 84% na ultima década, especialmente entre mulheres em idade fértil (OEI, 2020;
GOODWIN et al.,, 2022). Uma em cada trés mulheres admite utilizar alcool na
gestagdo, durante pelo menos um trimestre (DOZET et al., 2021). Alguns fatores
relacionados a esse comportamento s&o: o facil acesso ao alcool, por ser uma droga
licita, e a diminuigdo nas campanhas contra o consumo de alcool durante a gravidez
(ADDILA et al., 2020). Além disso, também se pode perceber a influéncia de fatores
socioeconémicos, como nivel de escolaridade e desemprego; gestagdes né&o
planejadas e problemas com o parceiro; e problemas prévios com o abuso de alcool
e saude mental (ADDILA et al., 2020). Dentre as mulheres gravidas que consomem
alcool durante a gestagdo, 38,2% relatam fazer uso de ao menos uma segunda
substancia (BOARD et al.,, 2023). Na maioria dos casos, a segunda substancia
também é licita como tabaco e farmacos opioides de uso médico (FOGELMAN et al.,
2024).

Opioides sado conhecidos e utilizados ha décadas, mas o seu abuso é
considerado mais recente (TERPLAN, 2017). Mulheres sempre receberam mais
prescricdes de opioides, pois € mais provavel que reportem dor e disturbios de saude
mental como depressao e ansiedade (COOK, 2022). Entre mulheres em idade fértil,
40% ja receberam prescricdo de farmacos opioides (TERPLAN, 2017). Por ndo ser
considerado um teratdégeno, o uso de opioides nao € proibido durante a gravidez, e
pelo menos 22% das mulheres ja receberam prescricdo de opioides durante a
gravidez e admitem um comportamento de abuso (KO, 2020; STRAUB, 2021). Dentre
as mulheres gravidas que reportam o uso ndo médico de opioides, elas também
relataram ter consumido bebidas alcdolicas (YEE et al., 2021). O consumo de tais
substancias aumenta o risco de desenvolvimento de disturbios como a sindrome de
abstinéncia neonatal (SAN) e os transtornos do espectro alcodlico fetal (TEAF)
(COLLIER et al., 2023).
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O consumo de drogas pode produzir efeitos na fisiologia da mae que podem
influenciar secundariamente o feto, como aumento da secre¢cao de horménios do
estresse ou alteragdes nos comportamentos de saude materna atribuiveis ao vicio da
méae (BOARD et al., 2023). Esse consumo pode interferir diretamente no utero,
levando a contracbes e parto prematuro e alteragdo no fluxo sanguineo
uteroplacentario (HUMPHRIES et al., 2023). Na placenta, pode atuar causando
alteracdo na sua atividade secretora, levando a insuficiéncia placentaria, rompimento
e pré-eclampsia (HUMPHRIES et al., 2023). O consumo de drogas também pode atuar
diretamente no feto, pois a maioria das drogas que causam dependéncia atravessam
a barreira placentaria e podem se acumular no liquido amnidtico, elevando a
concentragcdo da droga a qual o feto é exposto (BOARD et al., 2023; TRAN et al.,
2023). Alcool e opioides tém a capacidade de atravessar a barreira placentaria, e o
alcool pode chegar a acumular no liquido amnidtico, chegando a uma concentragao

maior do que a encontrada no sangue materno (FRAGA et al., 2021).

2.3 Exposicao embrionaria a alcool e opioides: efeitos no feto e o risco do
poliuso para o primeiro trimestre
2.3.1 Vulnerabilidade do embriao a drogas

O desenvolvimento embrionario € um momento de grande vulnerabilidade para
o organismo em formacdo (POON et al., 2018). Animais tém mecanismos para
proteger e promover o desenvolvimento embrionario. Tais mecanismos evoluem a
medida que os taxons vao ficando mais complexos, respondendo a mudancas
ambientais, fisiologicas e genéticas (FERNER; MESS, 2011; GRIFFTH, 2022).
Humanos, por serem animais placentarios, ttém as méaes retendo os embrides dentro
de seus corpos, no utero, conectados pela placenta, até que o desenvolvimento esteja
completo (FERNER; MESS, 2011; GRIFFTH, 2022). A placenta é um o6rgao
multifuncional formado pela juncao de tecidos fetais e maternos que permite trocas
fisiologicas entre a mae e o feto (GRIFFTH, 2022; HUMPHRIES et al., 2023). Em
humanos, a placenta é do tipo hemocorial, com as células do trofoblasto que dara
origem ao embrido invadindo a parede uterina para alcangar as artérias maternas,
permitindo contato direto entre o fluxo sanguineo materno e o fetal (CHAVATTE-
PALMER et al., 2016). Essa disposigdo garante uma maior eficiéncia na troca de
nutrientes, metabdlitos e hormdnios. Durante a gestagdo, a placenta atuard como

pulmao, intestino e rim fetal, realizando trocas gasosas, transporte de nutrientes e



23

excrecdo (CHAVATTE-PALMER et al., 2016; GRIFFTH, 2022). Em razao da estreita
proximidade entre tecidos fetais e maternos, e da interacdo entre os seus
metabolismos, substancias nocivas na corrente sanguinea da mée podem chegar ao
feto (CHAVATTE-PALMER et al., 2016). Esse € o caso de drogas psicoativas como
alcool e opioides, que tém capacidade de atravessar a barreira placentaria.

Durante o periodo gestacional, o organismo materno sofre alteragdes
fisiolégicas, mudando a absorgao, metabolizag&o, biodisponibilidade e excrecao de
drogas (HUMPHRIES et al., 2023). Junto a isso, se tem a auséncia de mecanismos
de metabolizacdo e regulacdo homeostatica devidamente calibrados no organismo
fetal (HARTEL et al., 2023). No caso da exposi¢cao a opioides e alcool, enzimas que
metabolizam o alcool estdo presentes em uma menor quantidade no feto (FRAGA et
al., 2021) e sua expressao de receptores opioides é diferente a depender do estagio
embrionario, o que influencia na absor¢cao de opioides (CONRADT et al., 2018).
Fisiologicamente, o feto nao € um organismo capaz de lidar com tais estressores sem
acabar por desenvolver sequelas, sejam elas morfolégicas, neurologicas ou
comportamentais (HARTEL et al., 2023). Tais sequelas podem ser n&o perceptiveis
no momento do nascimento. A exposicdo de mais de uma substancia estressora,
assim como o periodo gestacional e o tempo de exposi¢ado, podem elevar o risco do
desenvolvimento de malformagdes congénitas, assim como aumentar sua gravidade
(BOARD et al., 2023). Alcool e opioides sdo substancias psicoativas com potencial
para causar estresse oxidativo e interferir em vias que o compensariam (KANNAN et
al., 2024).

2.3.2 Exposigao embrionaria ao alcool

As consequéncias da exposigao fetal ao alcool sdo conhecidas a muito tempo,
sendo citadas até mesmo em versos biblicos (POPOVA et al., 2023). Artigos cientificos
e estudos de caso do século XV ja relatavam o nascimento de criangas com
malformagdes caracteristicas da exposi¢ao fetal ao alcool (POPOVA et al., 2023). No
fim do século XX, guias de agéncias de saude procuraram informar sobre os riscos da
ingestao de alcool durante a gestacao, aconselhando que mulheres gravidas ou que
desejem engravidar ndo consumam bebidas alcodlicas (POPOVA et al., 2023). Nao
se tem uma dose de alcool ou periodo gestacional em que o consumo seja seguro.
Dependendo de fatores nutricionais, genéticos e fisiolégicos, uma unica dose pode

ser o suficiente para causar malformagdes (OEIl, 2020). Malformacdes ligadas a
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exposicao fetal ao alcool compdéem um amplo leque, podendo se apresentar tanto na
forma de caracteristicas faciais e fisicas distintas, e problemas no sistema nervoso
central (SNC), quanto em problemas comportamentais, cognitivos e de aprendizagem,
como transtorno de déficit de atengéo e hiperatividade (TDAH) (OEI, 2020; POPOVA
et al., 2023). Além disso, tais malformacdes podem acarretar desenvolvimento de
doengas metabdlicas, imunoldgicas e cardiovasculares. Esse conjunto de possiveis
malformagdes estéo incluidos entre os transtornos do espectro alcodlico fetal (TEAF)
(OEIl, 2020; POPOVA et al., 2023). As vias fisiologicas em que o alcool atua para o
desenvolvimento de TEAF ja estdo razoavelmente elucidadas (POPOVA et al., 2023).

No organismo, o alcool influencia em varias vias e processos moleculares
muito importantes para o desenvolvimento fetal. Um desses processos, é o estresse
oxidativo (KANNAN et al., 2024). O alcool pode induzir o estresse oxidativo ao ser
metabolizado e gerar espécies reativas de oxigénio ao interferir no metabolismo de
enzimas antioxidantes (KANNAN et al., 2024); e, também, ao danificar a morfologia
da mitocondria, organela responsavel pela respiracédo celular (FERNANDES et al.,
2018). O aumento no estresse oxidativo gerado pelo alcool, acaba induzindo a
apoptose celular, o que pode levar a formagado de anomalias craniofaciais, atraso no
desenvolvimento e malformagdes em importantes érgdos como coragao, pulmao,
olhos (STEANE et al., 2023; KANNAN et al., 2024). A exposi¢ao ao alcool durante o
primeiro trimestre, mais especificamente na terceira semana de gestacao, pode afetar
o processo de neurulacado do feto, interferindo na formacao do tubo neural, estrutura
que dara origem ao SNC (POPOVA et al., 2023). Nesse processo, além do estresse
oxidativo, o alcool também é responsavel por promover processos inflamatorios, que
reduzem a plasticidade neural e interfferem na adesdo celular e nas interagdes
neuronais-gliais (COLLIER et al., 2023). Dessa forma, pode causar problemas
cognitivos e dificuldade de aprendizado, transtornos comportamentais e motores
(POPOVA et al., 2024; CHEN et al., 2024). Alguns estudos sugerem que a exposigao
do cérebro em desenvolvimento ao alcool pode aumentar as propensdes ao vicio
(GEORGIEFF et al., 2018). E, por ultimo, também é importante falar da interferéncia
da exposicao fetal ao alcool no DNA. Mais especificamente, na regulacao epigenética
e na metilagdo do DNA, causando problemas no desenvolvimento placentario,
crescimento somatico e desenvolvimento do SNC (HUMPHRIES et al., 2023;
POPOVA et al., 2023; ZHENG et al., 2023).
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2.3.3 Exposicao embrionaria a opioides

Durante a gravidez, a exposigao a opioides, ilicitos como heroina ou licitos na
forma de opioides de uso médico, pode levar a complicagdes tanto no feto quanto nos
anexos fetais (ABU; ROY, 2021; HUMPHRIES et al., 2023). A placenta, por exemplo,
pode ter seus receptores opioides dessensibilizados ou desregulados,
comprometendo suas fungdes imunoldgicas, vasculares e endécrinas (HUMPHRIES
et al., 2023). Além disso, aumenta o risco de descolamento prematuro da placenta,
que é uma das causas mais comuns de parto prematuro (HUMPHRIES et al., 2023).
Através de interferéncias na placenta, opioides podem diminuir o suprimento de
oxigénio para o feto, causando hipéxia (HUMPHRIES et al., 2023). A hipdxia pode
levar ao retardo e restricdo no crescimento de varios 6rgaos, principalmente o cérebro
(BAO et al., 2019; HUMPHRIES et al., 2023). A interferéncia no desenvolvimento do
SNC causada por opioides esta associada a casos de déficits cognitivos, motores,
comportamentais e de linguagem, além de memoria de curto prazo prejudicada e
alguns casos de microcefalia (LIND et al., 2017; BAO et al., 2019). Anomalias
congénitas cardiovasculares também s&o observadas em bebés que foram expostos
a opioides no utero (LIND et al., 2017; KIRLA et al., 2021).

Quando se trata de exposicao fetal a opioides, uma das maiores preocupagdoes
€ o desenvolvimento da sindrome de abstinéncia neonatal (SAN) (BALDO, 2022). A
SAN € um termo mais abrangente relacionado a crise de abstinéncia que recém-
nascidos sofrem apds serem expostos a drogas no utero (PATRICK et al., 2020). Ela
€ caracterizada por um quadro de hiperatividade dos sistemas nervosos central e
autbnomo e do trato gastrointestinal (BALDO, 2022). Os sintomas neurolégicos da
SAN comumente descritos incluem aumento do estado de alerta, irritabilidade e
disturbios do sono (PATRICK et al., 2020; BALDO, 2022). Também, sintomas de hiper-
reatividade autondémica, como aumento da sudorese, sdo comumente relatados. As
manifestagdes do trato gastrointestinal incluem sucg¢ao descoordenada e constante,
alimentacao deficiente, ganho de peso inadequado, vémitos, diarreia e desidratagao
(PATRICK et al., 2020; BALDO, 2022). Para uma classificagdo mais especifica para a
SAN quando esta é causada por opioides, alguns pesquisadores utilizam o termo
sindrome de abstinéncia neonatal de opioides (SANO) (BALDO, 2022). A SANO pode
afetar entre 22 a 94% dos neonatos expostos a opioides (TOBON et al., 2019). Essa
exposicao pode advir do uso terapéutico de opioides feito pela mée, do abuso de

opioides de uso médico, ou do consumo de opioides ilicitos, como a heroina (PATRICK
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et al., 2020; ESPOSITO et al., 2022). A exposi¢cao durante a gestagdo também pode
ocorrer de forma intermitente, expondo o feto a multiplos episédios de intoxicacéo e
abstinéncia, o que pode levar a morte fetal intrauterina em um dos periodos de
abstinéncia (PATRICK et al., 2020). Com o nascimento do recém-nascido, o quadro
de SANO pode ser leve e transitério, com poucos sintomas e curta duragao ou pode
ser progressivo. Os sintomas podem aparecer logo apés o nascimento, ou de forma
tardia (BALDO, 2022). A SANO pode ser intermitente ou ter um curso bifasico com
sinais agudos de abstinéncia neonatal seguidos de melhora (BALDO, 2022). Os
sintomas e a duragao da SANO dependem de fatores como o tipo de opioide usado
pela mae, o momento e a dosagem antes do parto, as condi¢gdes do parto, o estado
nutricional e a saude geral do bebé (BALDO, 2022; ESPOSITO et al., 2022). Sintomas
mais prolongados da SANO podem ser estrabismo e baixa acuidade visual (BALDO,
2022). Criangas com SANO podem ter QI mais baixo e problemas comportamentais,
com TDAH, transtorno de conduta e transtorno de ansiedade. (PATRICK et al., 2021;
BALDO, 2022).

2.3.4 Exposicao fetal ao poliuso durante o primeiro trimestre: possiveis riscos
ao feto e as limitagoes na literatura a respeito do assunto

A sindrome de abstinéncia neonatal (SAN) pode ser causada por varias
substancias com potencial de abuso e dependéncia, como o alcool e opioides
(PATRICK et al., 2020). O poliuso dessas substancias tem se tornado bastante
comum, com 48% das mulheres gravidas que relataram uso ndo médico de opioides
também relatando o uso de alcool (KOZHIMANNIL et al., 2017). Apesar de serem
substancias distintas em sua absorcdo e metabolizacao, tanto o alcool quanto os
opioides sao substancias psicoativas depressoras do sistema nervoso central (SNC)
e estudos demonstram efeitos sinérgicos entre elas (KOZHIMANNIL et al., 2017). Em
relacdo ao seu efeito combinado no feto, ndo se tém estudos a respeito, mas se pode
criar hipoteses a partir do extenso conhecimento que ja existe sobre as consequéncias
da exposigao fetal a essas drogas separadamente. A gravidade, extensao e duragao
das consequéncias provavelmente serdo influenciadas pela quantidade de drogas
ingeridas, o periodo de uso, e o trimestre de gravidez (ABU; ROY, 2021; POPOVA et
al., 2023). Cada trimestre tem sua vulnerabilidade, mas o primeiro trimestre combina
dois fatores que aumentam sua susceptibilidade: com mais de 80 milhdes de

gestacdes ndo planejadas em todo o mundo, muitas gestantes nao tém ciéncia da
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gravidez e por isso nao se abstém do uso de drogas (ASRATIE, 2020); e o primeiro
trimestre € um momento de desenvolvimento inicial do feto, que ainda ndo tem muitas
defesas proprias contra substéncias potencialmente nocivas (ABU et al., 2021). No
estagio fetal, a atividade renal é limitada e a excregdo do feto & feita por difusdo
através da placenta para o organismo materno (HUMPHRIES et al., 2023). Esse fato,
junto a baixa capacidade de metabolizagao, cria um risco de saturagao do liquido
amnidtico com substéncias como alcool e opioides. Se o sangue materno esta com
uma alta concentracido dessas substancias, o retorno para a circulacdo materna nao
sera eficiente ou rapido (HUSSAIN et al., 2023). O feto tem pouca capacidade de
metabolizagdo, pois ainda nao esta suficientemente desenvolvido no primeiro
trimestre, enzimas que metabolizam alcool ainda ndo existem em quantidade
suficiente para uma desintoxicagédo completa (HUSSAIN et al., 2021). A exposi¢céo do
feto a esse liquido amniético saturado é perigosa durante o primeiro trimestre pois os
mecanismos reguladores da homeostase que normalmente compensam os efeitos
nocivos ainda ndo estdo devidamente calibrados (HUSSAIN et al., 2021).

Além disso, o primeiro trimestre também é sensivel devido a reprogramacéao
epigenética sofrida pelo blastocisto (MANIKANDAN et al., 2022). Esse processo
envolve a desmetilacdo do DNA para restaurar a totipoténcia das células do
blastocisto e direcionar a expressao génica para o desenvolvimento placentario e fetal
(MANIKANDAN et al., 2022). Tanto o alcool quanto opioides tém capacidade de
interferir em processos epigenéticos e na expressao génica (BROWNE et al., 2020).
Entdo, em uma situacédo de exposicao fetal ao poliuso, provavelmente se observaria
uma combinacao dos efeitos listados no TEAF, na SAN e na SANO. Alguns desses
efeitos sdo similares, pois ambas as substancias acabam por interferir nas mesmas
vias metabdlicas, ou vias que se combinam (BECKER; ROSA, 2022). Os dados sobre
os efeitos desse poliuso e suas vias de atuacédo ainda sdo muito limitados. Um dos
motivos € o critério de “droga unica” que a maioria dos estudos sobre exposicao fetal
a drogas adota (HOOD et al., 2020). Uma abordagem reducionista € compreensivel,
mas, por vezes, ela pode se afastar da realidade. E o poliuso de alcool e opioides é
uma situagdo muito presente no cenario atual (HOOD et al.,, 2020). Dados
epidemioldgicos ndo sdo escassos, mas relacionados a biologia do desenvolvimento
sao. Um segundo motivo para tal situagao pode ser a restricdo de estudos com
gestantes, por questbes éticas e de segurancga do feto, além dos aspectos legais

(HUMPHRIES et al., 2023). Por isso, o uso de modelos alternativos, como modelos
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animais, € muito utilizado para o estudo de questdes que envolvem gestagao e saude

fetal.

2.4 Uso de modelos animais em pesquisas cientificas: histérico e questoes
éticas
2.4.1 Breve introdugao e histérico sobre o uso

Historicamente, o uso de modelos animais data da Grécia Antiga, com
Aristoteles fazendo importantes descobertas para a zoologia, anatomia e fisiologia ao
dissecar animais para estuda-los (JOTA et al., 2021; BIAZOTTO, 2022). Seu trabalho
intitulado “A histéria dos animais” comecou discussdes éticas a respeito do direito dos
animais e seu uso como animais modelos (BIAZOTTO, 2022). O uso de modelos
animais na biologia se baseia no principio de estruturas evolutivamente conservadas
no reino animal, fazendo-os compartilhar caracteristicas anatomicas, fisiolégicas,
patolégicas e comportamentais com os humanos (FACCIOL et al., 2019; JOTA et al.,
2021). Alem da biologia, a medicina, microbiologia, bioquimica e farmacologia
representam outras areas cientificas onde modelos animais sdo frequentemente
usados (JOTA et al., 2021). Como consequéncia de consideragoes éticas dos estudos
em humanos, os modelos animais sdo de importancia critica para estudos
relacionados a compreensao da estrutura e funcdo de diferentes células, tecidos,
orgaos e sistemas (JOTA et al., 2021). O uso de modelos animais, também, esta
associado ao estudo de patologias e a testes clinicos e de triagem de novas
terapéuticas (FACCIOL et al., 2019; ALVES-PIMENTA et al., 2024).

Para estudos relacionados ao periodo gestacional e ao desenvolvimento
embrionario, modelos animais vém para solucionar diversas lacunas (ALVES-
PIMENTA et al., 2024). Gestantes e fetos sdo dois grupos que normalmente nao séo
utilizados em testes clinicos, por serem mais sensiveis e envolverem questdes éticas
em relagdo a sua seguranca. Porém, o conhecimento a respeito da gestacéo, do
desenvolvimento embrionario, e da interface materno-fetal, € muito importante para
garantir a saude e a seguranca de gestantes e bebés (HUMPHRIES et al., 2023).
Nesse campo, modelos animais permitem o estudo de diferentes condigcbes que
podem acometer as gestantes durante a gestagdo como alteragdes nutricionais;
mudancgas fisiologicas e anatdbmicas que acontecem no corpo da gestante; e
patologias relacionadas ao metabolismo materno como diabetes, pressao alta e
obesidade (ALVES-PIMENTA et al., 2024). Em relagdao ao feto, podem esclarecer
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janelas criticas de desenvolvimento fetal, sdo uteis para estudos de embriotoxicidade
e teratogenicidade, e permitem observar como a interface materno-fetal afeta o
desenvolvimento fetal (FACCIOL et al., 2019; ALVES-PIMENTA et al., 2024). Além
disso, permitem a realizagdo de estudos para observar na prole os efeitos das
condicbes maternas. E possivel estudar o efeito sobre o embrido de farmacos
ingeridos pela mae, criando assim protocolos com doses mais seguras (FACCIOL et
al., 2019; COLLIER et al., 2023). Além disso, também permite observar o efeito da
exposicao fetal a substancias nocivas, como drogas.

Para tais estudos, a escolha do modelo animal mais eficiente & muito
importante e dependera de sua similaridade com o ser humano em termos de
anatomia, fisiologia e metabolismo, em relagdo ao que se almeja estudar (FACCIOL
et al., 2019; JOTA et al., 2021). Sempre ha a “espécie mais conveniente” para estudar
uma questdo especifica, dependendo da area bioldgica do estudo e da fase do
processo biolégico (JOTA et al., 2021). Estudos que procuram entender mecanismos
mais simples em periodos iniciais do ciclo reprodutivo, por exemplo, se beneficiariam
de um modelo animal que permita uma abordagem reducionista, como invertebrados
e peixes (FACCIOL et al., 2019). Porém, se o estudo almeja estudar situacdes que
acometem a placenta durante a gestagao, mamiferos, como roedores e coelhos sao
mais adequados (FACCIOL et al., 2019). Por serem filogeneticamente mais préximos
dos humanos, a classe dos mamiferos € mais usada e, dentro dela, a ordem Rodentia,
que inclui ratos, camundongos e porquinhos-da-india t€m um longo histérico como
modelo animal (CHAVATTE-PALMER et al., 2016; JOTA et al., 2021). Dentre esses,
os camundongos sao 0s modelos animais mais comumente usados no mundo. Suas
vantagens logisticas incluem a facilidade de fornecimento e manuseio, com baixo
custo de manutengado; tamanho pequeno e prole ampla, com gestagao curta; e sua
aceitagao cultural como modelo animal (FACCIOL et al.,, 2019). Sua maior
desvantagem é nao permitir o estudo de periodos gestacionais especificos in vivo sem
a eutanasia da mae (FACCIOL et al., 2019). E um animal que possui comportamento
de cuidado parental, com os filhotes completamente dependentes da mae (FACCIOL
etal.,, 2019).

Um modelo animal considerado o ideal em relagcdo as suas similaridades com
0s humanos sao os primatas ndo humanos (CHAVATTE-PALMER et al., 2016). Estéao
filogeneticamente mais proximos, e por isso a estrutura anatémica, fisiolégica e sua
resposta a diversas patologias € muito similar (CHAVATTE-PALMER et al., 2016). No
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entanto, seu uso para pesquisa biomédica € muito limitado por seu custo elevado e
importantes questdes éticas relativas a sua organizagao comportamental e social; sua
maior capacidade de percepgéo de situagdes que causam medo e dor (CHAVATTE-
PALMER et al., 2016; MARTINEZ-BURNES et al., 2021). Primatas ndo-humanos tém
forte comportamento de cuidado parental, e o sofrimento causado em estudos
relacionados ao periodo gestacional precisa ser levado em consideracgao.
(CHAVATTE-PALMER et al., 2016; MARTINEZ-BURNES et al., 2021).

2.4.2 Etica no uso animal para pesquisa

Ao longo dos anos, questdes a respeito do bem-estar animal foram
gradualmente ganhando for¢a na opinido publica, levando a um crescimento nas
discussdes éticas sobre o uso de animais em pesquisa (YADAV et al., 2024). Isso
trouxe mudangas muito importantes, que deram origem aos procedimentos e diretrizes
legais em vigéncia atualmente (LOSS et al., 2021; YADAV et al., 2024). No fim do
século XX, no 3° Congresso Mundial sobre Alternativas e Uso Animal nas Ciéncias da
Vida, a Declaragdo de Bolonha foi assinada. Essa declaragao, entre outras coisas,
afirmava que para se fazer boa ciéncia, em relagéo ao uso de animais em laboratério,
se deve priorizar a promocao e a aplicacdo dos 3Rs (JOHNSTON; NEVALAINEN,
2002; JOTA et al., 2021). Os 3Rs fazem referéncia aos principios estabelecidos pelos
cientistas britdnicos Russel e Burch em 1959, para guiar o planejamento de estudos
cientificos e 0 uso de modelos animais (YADAV et al., 2024). Os 3 Rs, em inglés,
significam  Reduction (redugdo), Replacement (substituicdo), Refinement
(refinamento). Basicamente, fala de uma redugao no numero de animais utilizados em
testes; substituir, sempre que possivel, 0 uso de animais por formas alternativas, como
modelos computacionais ou in vitro; e refinar os protocolos e procedimentos de um
experimento para minimizar o sofrimento animal (YADAV et al., 2024). Atualmente, em
todo o0 mundo, a pesquisa animal s6é pode ser desenvolvida em conformidade com os
requisitos regulatérios legais como a inspegédo e o licenciamento de locais com
animais; o treinamento de todas as pessoas envolvidas em sua manipulagao e
criacao; e a sujeicao obrigatéria de cada projeto a avaliagao ética por um Comité de
Etica Animal (JOTA et al., 2021).

2.5 Zebrafish como modelo animal para estudo de embriotoxicidade

2.5.1 Principais vantagens no uso do zebrafish como modelo animal
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O principio dos 3Rs também diz respeito ao uso de espécies mais simples para
realizar determinados estudos (FACCIOL et al.,, 2019). Com formas de vida
intelectualmente menos complexas e sencientes, porém que ainda tenham
caracteristicas adequadas para estudar as questdes necessarias (FACCIOL et al.,
2019). Os peixes, como o zebrafish (Danio rerio), sdo os vertebrados mais simples e
evolutivamente mais antigos que se pode empregar em pesquisas (FACCIOL et al.,
2019; JOTA et al., 2021). O zebrafish € um peixe teledsteo, originario do sul asiatico,
que habita corpos de agua doce (COLLIER et al., 2023). O ultimo ancestral comum
entre peixes e humanos viveu ha cerca de 400 milhdées de anos, o que torna o
zebrafish uma forma animal mais simples em comparacédo a humanos (FACCIOL et
al., 2019). Porém, devido a mecanismos evolutivamente conservados, o zebrafish
possui uma homologia genética de 70% com os humanos, além de estruturas
anatbmicas e vias metabdlicas semelhantes (COLLIER et al., 2023). Desde a década
de 1970, o zebrafish tem sido utilizado como modelo animal em estudos, com seus
resultados sendo extrapolados para comparagdo em humanos (FERNANDES et al.,
2018).

O zebrafish, também, apresenta algumas vantagens logisticas em relagao a
outros modelos. E um animal pequeno, com manutencao relativamente barata e facil,
representando um bom custo-beneficio em relagdo a outros modelos (COLLIER et al.,
2023). Além disso, € muito fértil, com centenas de ovos por acasalamento, criando
grandes amostras (FERNANDES et al., 2018). Uma das grandes vantagens do
zebrafish sobre os outros modelos, é justamente sua fertilizagdo e desenvolvimento
externos (COLLIER et al., 2023). Testes com exposicdo embrionaria em outros
modelos animais como murinos, acabam tendo limitacbes como a interferéncia do
organismo materno na concentragdo da substancia de exposigéo e a dificuldade em
observar os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario, pois este acontece
dentro da mae (FACCIOL et al., 2019; COLLIER et al., 2023). Geralmente, a mae
precisa ser eutanasiada para se ter acesso aos embrides nos estagios iniciais, o que
levanta questdes éticas a respeito do bem-estar animal (FACCIOL et al., 2019). Com
o desenvolvimento externo em ovos transparentes, sem necessidade de cuidado
parental, o zebrafish se mostra um modelo excelente para observagédo em tempo real
do desenvolvimento embrionario e como drogas e outras substancias podem acabar
interferindo nesse processo (FACCIOL et al.,, 2019; MANIKANDAN et al., 2022). A

divisdo e a migragcao celular nos estagios de blastulacdo e gastrulacdo, com o
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movimento de epibolia, sdo faciimente observados nos embrides transparentes
(MANIKANDAN et al., 2022). A fase larval desse animal também é transparente, o que
permite a visualizagdo de oOrgdos em pouco tempo de desenvolvimento
(MANIKANDAN et al., 2022). A exposi¢cao do zebrafish também atende aos critérios
éticos por ser realizada de forma nao-invasiva, por imersao. Isso, também, possibilita
uma maior precisiao na concentragao que cada embrido do estudo recebera, ja que
podem ser imersos juntos, ao mesmo tempo (FACCIOL et al., 2019; COLLIER et al.,
2023).

O desenvolvimento inicial, a somitogénese e o estabelecimento do plano
corporal do zebrafish ocorrem em 24 horas (MANIKANDAN et al., 2022). Por ser um
vertebrado, essas primeiras 24 horas de vida do zebrafish podem ser comparadas a
um primeiro trimestre de gestacdo humana (FERNANDES et al., 2015). De acordo
com Patton e colaboradores (2021), o zebrafish possui um desenvolvimento tecidual
e homeostase similar aos humanos, incluindo o desenvolvimento de varios tecidos e
orgaos. Seu desenvolvimento se da de forma rapida, o que permite a obtengao de
resultados em pouco tempo. Ja € um animal bem estabelecido em estudos sobre a
biologia do desenvolvimento (MANIKANDAN et al., 2022). O rapido desenvolvimento
do animal, permite que os efeitos da exposicdo ao alcool e a opioides sejam
observados em pouco tempo (COLLIER et al., 2023). Em até 3 dias apos a fertilizagcao
€ possivel que o zebrafish esteja nadando e sua movimentagéo pode ser filmada para
posterior avaliagdo (PATTON et al.,, 2021). Disturbios na estrutura do SNC e de
comportamento estao relacionados tanto a exposi¢ao ao alcool e o modelo de TEAF,
quanto a exposicao aos opioides. E o zebrafish também pode ser utilizado nesse caso.
A anatomia e as vias neuroquimicas estao conservadas no zebrafish e podem ser
comparadas a de humanos (BAO et al., 2019). Junto a isso, muito do seu
comportamento padrdo ja foi descrito, tanto dos adultos quanto dos embrides
(PATTON et al., 2021). Comportamentos ligados a forrageio, ansiedade, interagéao
social, resposta a estimulos visuais e mecanicos sao facilmente observaveis
(FACCIOL; GERLAI, 2020; PATTON et al., 2021; GOMES et al., 2024). Eles sao
capazes de tomar decisbes com base nos estimulos do ambiente e de construir
memoria. Disturbios do SNC ja sdo bastante estudados no zebrafish (SHAMS et al.,
2018). Também, ja é muito utilizado como um modelo animal para TEAF e exposi¢cao
embrionaria a opioides (FERNANDES et al., 2018; KIRLA et al., 2021; COLLIER et al.,
2023).
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2.5.2 Zebrafish como modelo animal para estudo da exposi¢gao embrionaria ao
alcool

Os mecanismos relacionados a teratogenicidade do alcool sdo conservados
entre as espécies, 0 que torna possivel o uso do zebrafish para estudar a exposi¢cao
ao alcool e usar os resultados para comparagdes com dados extraidos de estudos
com humanos (COLLIER et al., 2023). Para chegar a essa conclusdo, varios estudos
foram realizados para avaliar o sucesso na indugao de TEAF e fendtipos de exposicao
ao alcool no zebrafish. O TEAF tem um amplo leque de sintomas, morfolégicos e
neurocomportamentais. Fernandes e colaboradores (2018), trouxeram exemplos de
estudos em que as caracteristicas craniofaciais do TEAF foram observadas em
modelo zebrafish. Também, discutiram estudos que traziam informagdes sobre o0 uso
desse animal em avaliagbes comportamentais e cognitivas em fendtipos de TEAF
para avaliar comportamento ansiogénico, coesao social, capacidade de aprendizado
e construgcado de memoaria. Collier e colaboradores (2023) discutiram o uso do zebrafish
para a avaliacdo de danos ao SNC causados pela exposicado ao alcool. Por conta da
conservagao evolutiva que cria um padrdao basico neuroanatébmico e das vias
neuroquimicas, o zebrafish pode ser utilizado como modelo animal para estudar
disturbios no SNC. Em relagcdo ao uso do zebrafish para avaliar embriotoxicidade,
Manikandan e colaboradores (2022) discutiram e reuniram exemplos do uso do
zebrafish para avaliar os efeitos da exposicdo ao alcool durante o inicio do
desenvolvimento fetal, demonstrando a possibilidade de investigar os efeitos do alcool
durante a formagao do blastocisto, a fase de gastrulagao e através da porcentagem
do movimento epibdlico. Facciol e colaboradores (2019) defenderam a abordagem
reducionista que esse animal possibilita em estudos com TEAF, um fenétipo tao
complexo. O zebrafish como modelo animal para TEAF foi avaliado em relagao a
disturbios genéticos (SARMAH et al., 2016; SARMAH et al., 2020a), cardiacos
(ZHANG et al., 2023; WEEKS et al., 2024), neuroldgicos (FACCIOL; GERLAI, 2020;
YIN et al., 2023), comportamentais (CADENA et al., 2020b; FACCIOL; GERLAI, 2020).
O zebrafish também foi utilizado para o estudo dos efeitos da exposicao ao alcool em
orgaos especificos como o figado (Park et al., 2023), o coragdo (SARMAH; MARS,
2017; WEEKS et al., 2024), os olhos (MURALIDHARAN et al., 2018; CLAYMAN et al.,
2023).
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Além de possibilitar estudos para a avaliagdo de 6rgaos especificos, o rapido
desenvolvimento do zebrafish possibilita o uso dos embrides para avaliar como a
exposicao ao alcool no inicio do desenvolvimento afetara esse animal em outras fases
(COLLIER et al., 2023). Segundo Manikandan e colaboradores (2022), embrides de
zebrafish tratados com etanol apresentam efeitos toxicos ja nos estagios iniciais de
seu desenvolvimento, a partir de 2 horas pos-fertilizacao (hpf). Tais efeitos incluem a
reducdo da migragao celular durante o movimento epibdlico, devido a defeitos na
adesao celular e organizagédo dos microtubulos, podendo gerar, também, interferéncia
na sinalizacdo celular, reduzindo a progressdao de estagios posteriores do
desenvolvimento embrionario (MANIKANDAN et al., 2022). Tais interferéncias no
inicio do desenvolvimento embrionario, podem ser investigadas através de estudos
comportamentais ja na fase larval do animal, ainda que os efeitos morfolégicos nao
se mantenham (FERNANDES et al., 2015; COLLIER et al., 2023).

2.5.3 Zebrafish como modelo animal para estudo da exposicao embrionaria a
opioides

Em relagcao aos opioides, o zebrafish apresenta receptores opioides a partir de
3 hpf, permitindo que essa substincia também seja estudada ja no inicio do
desenvolvimento fetal (KIRLA et al., 2021). Os efeitos da exposi¢gdo embrionaria a
opioides relatados geralmente estéo ligados a defeitos no coragéo (que se forma em
5 hpf no zebrafish [BROWN et al., 2016]) (KIRLA et al., 2021). Para avaliagbes em
orgaos especificos como o coracgao, o zebrafish também foi utilizado, e possibilitou a
elucidacdo de possiveis mecanismos para os defeitos no coragao induzidos por
opioides (JIA et al., 2024). Os efeitos tdéxicos de opioides em outros érgdos como
cérebro e figado (LIU et al., 2023) também foram avaliados em zebrafish. Seu uso
para entender padrées de abuso relacionados a opioides e outras drogas também foi
investigado (MULLER et al., 2020).

A exposicgao fetal a opioides estéa relacionada a possiveis malformagdes ligadas
ao estresse oxidativo induzido pelos opioides, e disturbios neurocomportamentais
(GIOVANNINI et al., 2024). O zebrafish ja foi utilizado em estudos para a avaliagéo de
toxicidade de opioides no comportamento (SALES-CADENA et al., 2021; WANG et
al., 2022); para avaliagdo da neurotoxicidade (BAO et al., 2019; WANG et al., 2022);
indugdo de defeitos na transcricdo do DNA (HERRERO-TURION et al., 2014;
CALDERON-GARCIAet al., 2022); e embriotoxicidade (SARMAH et al., 2020b; KIRLA
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et al., 2021). Kirla e colaboradores (2021), utilizaram o zebrafish para avaliar os
efeitos toxicos de opioides no embrido, utilizando o modelo para estabelecer taxas de
concentracédo letal e subletal para diversos opioides. Com isso, além de avaliar
mortalidade causada por tais opioides, também se observou as malformacgdes
induzidas por opioides nos embrides. Atrasos no desenvolvimento também sao
possiveis de analisar utilizando o zebrafish, através da avaliagdo de seu
desenvolvimento embrionario e monitoramento do momento de eclosédo dos animais
(SALES-CADENA et al., 2020; KIRLA et al., 2021). Tais estudos de embriotoxicidade
dos opioides no zebrafish permite a avaliacdo da exposicao fetal a opioides em um
contexto de gravidez (SALES-CADENA et al., 2020).

2.5.4 Zebrafish como modelo animal para estudos comparativos e avaliagao de
terapéuticas

Mesmo em suas limitagcdes em relagdo a outros modelos, o zebrafish precisa
ser incluido em testes de embriotoxicidade, por questdes comparativas. A utilizagao
de mais de um animal modelo pode garantir uma maior seguranga dos resultados
apresentados, aumentar a relevancia quando se extrapola os resultados para
humanos, e abranger o escopo de resultados, com mais exemplos. Um exemplo
classico é o caso da talidomida, farmaco vendido para enjoo que foi responsavel por
malformagdes congénitas caracterizadas por deformidades nas pernas e nos bragos
de cerca de 10 mil bebés na década de 1950 (FACCIOL et al., 2019). Os testes clinicos
de embriotoxicidade da talidomida haviam sido realizados apenas com modelos
animais murinos, que nao mostraram qualquer sinal de efeito téxico, porém, quando
realizados com o zebrafish, a talidomida causou os mesmos defeitos morfolégicos nos
membros que causou em humanos (FACCIOL et al., 2019). Essa possibilidade de uso
para avaliar a embriotoxicidade de farmacos o torna um modelo animal utilizado em
testes teratogénicos e triagem de novos farmacos e substancias com potencial
protetor e terapéutico (COLLIER et al., 2023). Utilizando o zebrafish, se pode tanto
observar os possiveis efeitos toxicos de substancias como alcool e opioides, quanto

testar moléculas capazes de proteger o embrido contra efeitos téxicos.

2.6 Uso de antioxidantes contra a exposigao fetal a drogas: relevancia do estado
nutricional materno e o potencial antioxidante do acido félico e da quercetina

2.6.1 A importancia da nutricao no periodo gestacional
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Durante o periodo gestacional, o estado nutricional materno € de suma
importancia, da pré-concepgao a lactacao (REYNOLDS et al., 2021; DINIZ et al.,
2023). Em razado das diversas mudangas fisioldgicas, o organismo materno acaba por
apresentar uma deficiéncia de micronutrientes (REYNOLDS et al., 2021; DINIZ et al.,
2023). Tal situagao pode afetar tanto a saude materna, quanto o desenvolvimento fetal
(REYNOLDS et al., 2021; DINIZ et al., 2023). Em gestagcdes humanas, o feto é
totalmente dependente da interface materno-fetal para receber nutrientes e
deficiéncias nutricionais podem interferir no crescimento fetal e na expresséo génica
(REYNOLDS et al., 2021; DINIZ et al., 2023). Uma ma nutricdo por parte da mae pode
aumentar o risco de perda fetal (REYNOLDS et al., 2021; DINIZ et al., 2023). Nos
estagios iniciais da gravidez, o blastocisto em desenvolvimento € muito sensivel a
desequilibrios na disponibilidade de micronutrientes (STEANE et al., 2023). A ma
nutricdo pode resultar em perda do embrido. Além disso, ainda pode induzir mudangas
na plasticidade dos tecidos e na calibracéo de respostas metabdlicas do organismo,
principalmente em situacdes de desequilibrio metabdlico ou exposicao a tdxicos que
precisam ser compensados (ODHIAMBO et al., 2020; REYNOLDS et al., 2021). Um
dos principais equilibrios metabdlicos que precisa ser mantido para que tanto o
embrido quanto o organismo materno tenham um ambiente saudavel para dar curso
a gestacao, é o equilibrio entre antioxidantes e espécies reativas de oxigénio (EROs)
(HUSSAIN et al., 2021).

2.6.2 Papel das EROs no desenvolvimento embrionario

Em uma gestagao normal, a necessidade de um fornecimento consistente e
ininterrupto de nutrientes e oxigénio para os tecidos e o6rgdos do feto em
desenvolvimento acaba por gerar EROs nos tecidos maternos e fetais (HUSSAIN et
al., 2021; DINIZ et al., 2023). EROs sao resultado de uma reducgao incompleta do
oxigénio que acontece, predominantemente, na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (DINIZ et al., 2023). Em estagios iniciais, durante todo o primeiro
trimestre, os niveis de oxigénio nos tecidos sdo mais baixos, para estimular a
angiogénese (HUSSAIN et al., 2021; DINIZ et al., 2023). Um nivel mais baixo de
oxigénio gera menos EROs, mas ainda existe a necessidade da atuagdo de
antioxidantes para manter o equilibrio (HUSSAIN et al., 2021; DINIZ et al., 2023). No
organismo, a depender de seus niveis e da manutengdo do equilibrio EROs-
Antioxidantes, EROs tém um efeito bifasico (HUSSAIN et al., 2021; DINIZ et al., 2023).
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Em niveis moderados, com o equilibrio metabdlico mantido, EROs s&o importantes
participantes na sinalizacdo de processos do desenvolvimento fetal, como a
replicacéo, diferenciagdo e maturagcdo de células e 6rgaos (HUSSAIN et al., 2021;
DINIZ et al., 2023). EROs sado essenciais para a progressdao adequada do
desenvolvimento fetal. No entanto, em excesso, sem o adequado
contrabalanceamento de antioxidantes, pode levar a um estado de estresse oxidativo,
que induz danos graves a tecidos e 6rgéos (DINIZ et al., 2023; VASKOVA et al., 2023).
O estresse oxidativo compromete a integridade estrutural das membranas celulares e
interfere no processo de organogénese (HUSSAIN et al., 2021; DINIZ et al., 2023).
Em razao disso, a exposicao fetal a substancias que podem aumentar os niveis de
EROs na mesma medida em que reduzem os niveis de antioxidantes ou afetam o seu
papel no organismo pode ser muito prejudicial. A exposigéo a alcool e opioides tem
potencial para induzir exatamente esse tipo de desequilibrio metabdlico. Por ter os
niveis de EROs mais baixos, de forma equilibrada, os niveis de antioxidante durante
o primeiro trimestre serdo mais baixos (DINIZ et al., 2023). Por isso, o0 organismo em
estagios tao iniciais muito provavelmente nao estara preparado para responder a um
nivel maior de EROs (DINIZ et al., 2023). Além disso, a producdo de antioxidantes
endégenos do feto pode ser prejudicada. Em situagdes de ma nutricido materna, a
exposicao a alcool e opioides em estagios iniciais do desenvolvimento fetal pode

exacerbar ainda mais os efeitos descritos acima.

2.6.3 O uso de antioxidantes durante a gestagao

Em condi¢gbes normais, o corpo humano € capaz de produzir antioxidantes
endogenos, como a glutationa e aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, que
atuam em varios processos bioldégicos como a fungdo mitocondrial, inflamacéo e o
equilibrio metabdlico com as EROs (DINIZ et al., 2023). Antioxidantes sdo muito
importantes para impedir quadros de estresse oxidativo, prevenindo danos as
proteinas e lipidios que compdem as membranas das células e organelas e ao DNA
(DINIZ et al., 2023; VASKOVA et al., 2023). Além disso, podem atuar como cofator de
enzimas que participam da diferenciacao e desenvolvimento celular. Antioxidantes
exdégenos podem ser alimentares ou sintéticos. Os alimentares, como as vitaminas e
polifendis, podem ser encontrados em frutas, vegetais, cereais e peixes
(ZARBAKHSH et al., 2021). Eles tém conhecidas propriedades antioxidantes, mas,

também, antiinflamatdrias, antibacterianas e antienvelhecimento (STEAGE et al.,
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2023). Os antioxidantes sintéticos sdo manipulagdes laboratoriais, geralmente para
melhorar a absorgédo e a biodisponibilidade. O mais famoso dentre eles, € o acido
félico (AF). A suplementagdo com antioxidantes para mulheres gravidas, ou que
planejam engravidar, € uma das principais recomendag¢des do acompanhamento pré-
natal (KALDYGULOVA et al., 2023). Embora o corpo tenha mecanismos para produzir
antioxidantes, as fontes exdgenas ainda sdo necessarias no periodo gestacional
(HUSSAIN et al., 2023). As fontes alimentares s&o incluidas na dieta da gestante, mas,
por seguranga, a suplementagdo com antioxidantes sintéticos também ¢é indicada, por
nao terem tanta flutuacdo na concentragdao (HUSSAIN et al., 2023). O AF é um
antioxidante sintético amplamente aceito como suplemento para gestantes, até
mesmo na fase de planejamento da gravidez (KALDYGULOVA et al., 2023).

2.6.4 O uso do acido félico durante a gestagao

O AF é a forma sintética do folato, também conhecido como vitamina B9. O
folato ndo é sintetizado pelo organismo e deve ser adquirido pela dieta, através de
alimentos ricos em folato como vegetais verdes e frutas (LIU, 2020). Porém, o folato
em seu estado natural é muito instavel, e uma parte de sua concentragao € perdida
durante o processamento dos alimentos (LIU, 2020). Por isso, se criou o AF. O AF
pode ser obtido em suplementos dietéticos e adicionado a alimentos fortificados, o
que ja é feito por muitos paises, como o Brasil (LIU, 2020). No inicio dos anos 2000,
estudos ligaram a suplementagdo com AF a diminuigdo de disturbios na gravidez,
como retardo no crescimento, defeitos no tubo neural, anencefalia, malformacdes
congénitas em geral e abortos espontaneos (VASKOVA et al., 2023). Por isso, a
suplementagdo com AF durante a gestacéo € mundialmente aceita. Em 2006, a OMS
recomendou, também, a suplementagdo com AF para mulheres em idade fértil. (LIU,
2020). A atuacao do AF na gestacao se da, principalmente, através da sua atuacgao
na metilagdo do DNA, que é muito importante para a replicagao do DNA (STEANE et
al., 2023). O AF é uma importante coenzima para o transporte dos grupos metil que
serdo utilizados no DNA para a geracéo de nucleotideos (STEANE et al., 2023). Os
nucleotideos s&o necessarios para a replicacdo do DNA, o que acontece durante a
divisdo celular, processo especialmente importante durante o desenvolvimento
embrionario, com a formacgéao de tecidos e érgaos (STEANE et al., 2023). Além disso,
como coenzima, também atuara na reparacdo do DNA, principalmente

contrabalangando danos causados por estresse oxidativo (STEANE et al., 2023).
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Durante o desenvolvimento inicial do embrido, o AF, além de participar na biossintese
de nucleotideos, também atua na reprogramacéo epigenética que acontece no
blastocisto (STEANE et al., 2023). Além disso, atua no transporte de aminoacidos, na
expressdo de RNAmi e na expressédo génica através de seu papel na metilagdo do
DNAm (STEANE et al., 2023).

Outra atuacgao importante do AF € como neuroprotetor. Ele € amplamente aceito
como um protetor do desenvolvimento do tubo neural, a estrutura embrionaria que
dara origem ao SNC. Liu e colaboradores (2020), reuniu, entre dados epidemioldgicos
e estudos experimentais, informagdes que relatam que a deficiéncia de AF nos
estagios iniciais de gestacdo pode gerar danos no neurodesenvolvimento fetal. A
suplementacdo com AF esta associada as fun¢gdes motoras e linguisticas, e ao
desempenho neurocognitivo em criangas (LIU et al., 2020; STEANE et al., 2023).
Também, esta associada a uma redugao de anomalias comportamentais (CHEN et al.,
2021). Muitos estudos o utilizam como protetor do desenvolvimento embrionario e
neuroprotetor, especialmente contra os danos causados pela exposicao fetal ao
alcool, como em modelos de TEAF (CADENA et al., 2020a; 2020b; JIANG et al., 2020).
E conhecido que o alcool, como teratogéno, causa malformacdes congénitas e
disturbios neurocomportamentais (POPOVA et al., 2023). Ele pode aumentar os niveis
de EROs e induzir estresse oxidativo, interferir na metilagao do DNA, interferir nas vias
de enzimas antioxidantes e no metabolismo do AF (CADENA et al., 2020a; ZHENG et
al., 2023). A ingestéo de alcool durante a gravidez, um momento de vulnerabilidade
nutricional com maior susceptibilidade a deficiéncias de micronutrientes, é
especialmente perigoso para a saude materna e para o desenvolvimento fetal (LANGE
et al., 2017). A associagao entre o alcool e outras substancias que também causam
estresse oxidativo e interferem em vias enzimaticas, como opioides, tem potencial
para causar muitos danos ao feto (KANNAN et al., 2024). Os danos sdo em vias de
atuacao de antioxidantes, por isso, os antioxidantes sao geralmente escolhidos para
avaliacdo de seu potencial protetor e para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas. Dentre os antioxidantes escolhidos, o AF acaba sendo uma das
principais opg¢des, ndo apenas por suas propriedades ja comprovadas, mas por seu
uso mundialmente aceito na suplementagao de gestantes (KALDYGULOVA et al.,
2023). Fazer combinagdes do AF com outros antioxidantes parece ter efeito positivo
no desenvolvimento embrionario (HUSSAIN et al., 2021). E comum que estudos

utilizem mais de um potencial protetor.
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2.6.5 O uso da quercetina durante a gestacgao

A quercetina (QUE) é um antioxidante exégeno, um flavonoide do grupo dos
polifendis, podendo ser encontrado em frutas e vegetais. Os flavonoides sdo muito
estudados, também, por seu potencial antiinflamatério (VASKOVA et al., 2023). Seu
mecanismo de agao € principalmente na via de transdug¢ao de sinais que compensa
os niveis de EROs, e impede o estresse oxidativo ao interromper as reagdes em
cadeia geradas pelos radicais livres (HUSSAIN et al., 2021; SSILVA; SILVA, 2023).
Polifendis como a QUE podem, também, inibir enzimas produtoras de EROs,
prevenindo danos celulares e apoptose (DINIZ et al., 2023). Por ser naturalmente
abundante em alimentos e ter propriedades antioxidantes e inflamatérias com
potencial protetor contra disturbios metabdlicos, ja vem sendo utilizada como
suplemento alimentar (VASKOVA et al., 2023). Porém, sua seguranga para uso por
gestantes e para exposi¢cao fetal ainda vem sendo avaliada. O uso da QUE no
desenvolvimento fetal ainda estd sendo estudado. Em diferentes modelos animais
como murinos e o zebrafish, a QUE n&o induziu efeitos toxicos (CADENA et al., 2020a;
YOSHIDA et al.,, 2024) e reduziu o retardo no crescimento e a mortalidade fetal.
Yoshida e colaboradores (2024) observaram uma possivel influéncia da QUE na
prevencao de alteragdes esqueléticas e na promogao do crescimento fetal. Em alguns
estudos, a QUE ¢ utilizada, também, como protetora do desenvolvimento fetal
(PEREZ-PASTEN et al., 2010) e contra os efeitos de substancias teratogénicas que

causam estresse oxidativo como o alcool (CADENA et al., 2020a).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um modelo animal de intoxicacédo fetal ao poliuso de

alcool e opioides em zebrafish, e investigar o potencial efeito protetor do acido félico

e da quercetina contra a intoxicacao fetal por poliuso.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Caracterizar a intoxicagao por poliuso de alcool e opioides, de forma isolada e
em associagao, em zebrafish;

Avaliar os possiveis efeitos teratogénicos induzidos pela intoxicagdo por
poliuso de alcool e opioides, de forma isolada e em associagao, analisando a
porcentagem da epibolia, a taxa de desenvolvimento embrionario, e a taxa de
eclosao;

Avaliar o efeito protetor do acido folico e da quercetina, de forma isolada e em
associacao, contra a intoxicagao por poliuso de alcool e opioides, também de
forma isolada e em associagao, analisando a porcentagem da epibolia, a taxa
de desenvolvimento embrionario, e a taxa de eclosao;

Analisar o uso do zebrafish como modelo animal para avaliagcdo do efeito
protetor do acido folico e da quercetina contra a intoxicagdo por poliuso de

alcool e opioides.
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4 RESULTADO

Artigo a ser enviado para revista internacional

Efeitos protetores do acido félico e da quercetina contra os defeitos induzidos
pelo uso concomitante de etanol e opioides em modelo de zebrafish

Resumo

Este estudo avaliou o potencial protetor do acido folico (AF) e da quercetina (QUE),
bem como da mistura binaria de ambos, frente aos efeitos tdxicos induzidos pelo
alcool (EtOH) e opioides (TL) em modelo embrionario de zebrafish. Embrides de
zebrafish foram expostos a EtOH (150 mM), TL (cloridrato de tramadol como opioide)
(24 uM) e a mistura binaria dessas substancias por 6 ou 22 hpf, sendo tratados com
coexposicdo a AF (75 uM), QUE (75 uM) e suas combinagdes. Foram avaliados
parametros de desenvolvimento, tais como porcentagem de epibolia (2—8 hpf), efeitos
teratogénicos (2—24 hpf), taxa de desenvolvimento (2—24 hpf) e taxa de eclosao (2—
144 hpf). Aexposi¢cao ao EtOH reduziu a porcentagem de epibolia, bem como as taxas
de desenvolvimento e ecloséo. A exposig¢ao ao TL induziu efeitos teratogénicos, como
edemas no pericardio. A coexposi¢ao EtOH+TL reduziu a porcentagem de epibolia e
a taxa de desenvolvimento, porém sem diferenca significativa em relagao aos efeitos
induzidos apenas pelo EtOH. Somente o AF apresentou efeito protetor frente as
alteracdes induzidas pelo EtOH, revertendo totalmente a redugao na porcentagem de
epibolia e na taxa de eclosao, e parcialmente a reducédo na taxa de desenvolvimento.
O AF nao protegeu contra os efeitos induzidos pelo TL, mas apresentou protecéo
frente a reducdo da epibolia causada pela coexposicdo EtOH+TL. A QUE néo
demonstrou efeito protetor contra os defeitos induzidos por EtOH, TL ou EtOH+TL, e
indicou possivel toxicidade quando coadministrada com TL, ao reduzir a porcentagem
de epibolia. A combinagao AF+QUE apresentou sinais de possivel toxicidade, também
reduzindo a porcentagem de epibolia, sem protecao frente aos efeitos induzidos por
EtOH, TL ou EtOH+TL. Em conclusao, este estudo fornece novas evidéncias sobre os
efeitos toxicos da exposicdo embrionaria ao EtOH e TL, corroborando resultados de
pesquisas anteriores quanto a acao parcialmente protetora do AF frente aos defeitos
induzidos pelo EtOH na epibolia e no desenvolvimento embrionario.

1. Introdugao
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A prevaléncia do uso simultaneo de substancias psicoativas, como alcool e
opioides, tem aumentado nos ultimos anos (HOOD et al., 2020). A Organizagao
Mundial da Saude relata um crescimento preocupante nos transtornos relacionados
ao uso de drogas, que atualmente afetam 39,5 milhdes de pessoas — um aumento
de 45% na ultima década (WHO, 2023). O uso de uma substéncia frequentemente
predispde o individuo ao consumo de outras, intensificando as preocupacgdes globais
com comportamentos abusivos e episodios de consumo excessivo. A pandemia de
COVID-19 impactou significativamente essa questao, agravando problemas de saude
mental como ansiedade, estresse e transtorno de estresse pos-traumatico (HOOD et
al., 2020; SMITH et al., 2020; POPOVA et al., 2021).

As mulheres apresentam maior incidéncia de problemas de saude mental, e o
numero de mulheres em idade fértil que consomem drogas como alcool e opioides
tem aumentado de forma alarmante. Nessa faixa etaria, a suscetibilidade a gravidez
nao planejada é elevada (44-65%), o que resulta em gestagdes com planejamento
pré-natal inadequado e maior consumo de substancias durante esse periodo
(POPOVA et al., 2021; COOK, 2022). Tanto o alcool quanto os opioides sao capazes
de atravessar as barreiras placentaria e hematoencefalica, promovendo estresse
oxidativo e interferindo nos padrdées das enzimas antioxidantes. O uso concomitante
de substancias apresenta maior risco de desfechos adversos maternos e neonatais,
com possiveis comprometimentos neuroldgicos, morfolégicos e comportamentais de
longo prazo para a crianga (INCE, 2020; BECKER; ROSA, 2022).

Diversos antioxidantes bioldgicos utilizados durante a gestagcdo como
suplementagao nutricional para mae e filho podem proteger células e tecidos contra
os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (KALDYGULOVA et al., 2023).
Dois antioxidantes amplamente conhecidos sao a quercetina e o acido folico. O acido
félico € comumente utilizado por gestantes e, juntamente com a quercetina, tem sido
investigado como possivel agente protetor contra disturbios relacionados a exposi¢ao
ao alcool, como o transtorno do espectro alcodlico fetal (TEAF) (INCE, 2020; CADENA
et al., 2020a; 2020b).

O zebrafish € um modelo animal consolidado para estudos sobre TEAF e outras
pesquisas envolvendo exposi¢do embrionaria a drogas desde a década de 1970
(FERNANDES et al., 2018). Também ¢é utilizado em ensaios clinicos de toxicidade e
triagem de terapias potenciais (COLLIER et al., 2023; MACRAE; PETERSON, 2023).

Os resultados obtidos podem ser extrapolados para comparagao com humanos, uma
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vez que o zebrafish apresenta similaridade fisiolégica com outros vertebrados,
compartilhando cerca de 70% de similaridade genética com os seres humanos
(MANIKANDAN et al., 2022; COLLIER et al., 2023). Devido a natureza evolutivamente
conservada dos mecanismos de desenvolvimento precoce, as primeiras 24 horas
apo6s a fertilizagdo do zebrafish podem ser comparadas ao primeiro trimestre da
gestacdo humana (FERNANDES et al., 2015). Estudos indicam maior exposi¢cao
embrionaria a drogas no inicio da gravidez em comparagao aos trimestres posteriores,
frequentemente devido a detecgao tardia da gestagao.

O desenvolvimento do zebrafish ocorre fora do organismo materno, em ovos
transparentes, permitindo a observagao em tempo real da divisdo e movimentagao
celular (COLLIER et al., 2023). Isso possibilita 0 acompanhamento dos efeitos da
exposicao a drogas em marcos iniciais do desenvolvimento, como a epibolia durante
a gastrulagcao (MANIKANDAN et al., 2022; COLLIER et al., 2023). Além disso, o rapido
desenvolvimento do zebrafish permite a observagdo de diferentes periodos de
desenvolvimento em curto intervalo de tempo, passando do estagio de gastrula ao de
faringula em 24 horas (KIMMEL et al., 1995). Esse modelo pode ser utilizado para
avaliar como a exposicdo a drogas interfere em diferentes periodos do
desenvolvimento, por meio da analise da taxa de desenvolvimento. O zebrafish
representa um modelo de baixo custo para o estudo de diversas substancias, sendo
amplamente utilizado na avaliacdo dos efeitos toxicos de misturas quimicas durante o
estagio embrionario (HOOD et al., 2020; PADILHA et al., 2024; GOMES et al., 2024).

Muitos estudos sobre exposig¢ao a drogas, transtornos relacionados ao uso de
substancias e suas consequéncias focam em critérios de “droga unica” (HOOD et al.,
2020). No entanto, essa abordagem pode nao refletir adequadamente a complexa
realidade dos transtornos por uso de substancias nos ultimos anos (CRUMMY et al.,
2020; BOARD et al., 2023). E essencial compreender como diferentes drogas podem
interagir e influenciar mutuamente seus efeitos quando utilizadas em conjunto.
Modelos que avaliem o uso concomitante de alcool e opioides ainda s&o escassos,
assim como os dados sobre alteracbes no desenvolvimento induzidas por essa
combinagao. As substancias com potencial protetor frente ao uso concomitante de
drogas — que poderiam levar ao desenvolvimento de novas farmacoterapias —
permanecem amplamente desconhecidas. Neste estudo, foram realizados
experimentos para testar os efeitos da exposigdo embrionaria precoce ao alcool e

opioides, bem como os possiveis efeitos protetores do acido félico e da quercetina em
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zebrafish, por meio da analise da porcentagem de epibolia, efeitos teratogénicos, taxa
de desenvolvimento e taxa de eclos&o.

2. Material and methods
2.1. Manutencgéo e reprodugéo de zebrafish

Os experimentos foram realizados no biotério do Laboratorio de Ecofisiologia e
Comportamento Animal, localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Brasil. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da mesma instituicdo (numero de licenga 9558080922). Zebrafish adultos
(Danio rerio, linhagem WT, com 12 meses de idade) foram mantidos em aquarios
aerados de 80 L (niveis de oxigénio de 11 mg/L). Os animais foram alimentados trés
vezes ao dia, sendo duas com ragao comercial para peixes (= 30% de proteina bruta)
e uma com alimento vivo (Artemia spp.). De acordo com as diretrizes da OECD 236
(OECD, 2013) e Westerfield (2000), os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro
de 14:10 h, temperatura de 26 + 1 °C e pH de 7,0 £ 0,5. Outros parametros abidticos,
como niveis de amonia, nitrito e nitrato, estavam dentro dos limites aceitaveis para a
espécie (OECD, 2013).

Camaras de reproducdo (Zebclean, Alesco) foram utilizadas para o
acasalamento dos animais, com propor¢ao macho/fémea de 2:1 (Westerfield, 2000).
Os ovos foram coletados 30 minutos apdés o cruzamento e, conforme a OECD 236
(2013), apresentaram mais de 90% de viabilidade, provenientes de um lote com taxa
de fertilizagdo geral = 70%. Os ovos foram incubados seguindo os mesmos

parametros abioticos descritos anteriormente.
2.2 Reagentes e preparagdo das solugbes estoque

O acido folico (AF) (lote # WXBD472V, numero CAS 50-30-3, pureza = 97%) e
a quercetina (QUE) (lote # WXBD7412V, numero CAS 61-97-8, pureza = 95%) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos). O EtOH anidro
(lote # 51574, numero CAS 64-17-5, pureza = 99,8%) e o dimetilsulféxido (DMSO)
(lote # 67754, numero CAS 67-68-5, pureza = 99,9%) foram adquiridos da Neon
Comercial Reagentes Analiticos LTDA (Suzano, Sdo Paulo, Brasil). O cloridrato de
tramadol (TL) foi adquirido em farmacia comercial. Todos os demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.
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As solugdes estoque de quercetina (QUE) e acido félico (AF) foram preparadas
imediatamente antes dos experimentos, por meio da dissolugdo em solugao aquosa
de DMSO (0,1% v/v), obtendo-se a concentragdo nominal final de 75 yM para ambos
os compostos quimicos (CADENA, 2020a). As solugdes foram diluidas em agua
declorada até o volume final de 80 mL, obtendo-se uma concentracao final de DMSO
de 0,0075% (v/v), valor inferior ao conhecido por causar alteragdes nos parametros
de desenvolvimento embrionario em zebrafish, ndo afetando os parametros estudados
(HOYBERGHS et al., 2021). Devido ao uso do DMSO nas solugbes estoque, este foi

utilizado como grupo controle, assim como a agua declorada.

Para a solugdo de TL, comprimidos comerciais contendo 50 mg de cloridrato
de tramadol foram macerados e diluidos em 100 mL de agua destilada sob agitagcao
magnética (50 g). A partir dessa solugéo, foi realizada uma diluigao fracionada: 1 mL
foi misturado em 100 mL de agua destilada para obtencdo da segunda solugao. Por
fim, 48 pL foram pipetados da segunda solugdo e misturados em 80 mL de agua

declorada, obtendo-se a concentragdo nominal final de 24 uM.
2.3. Exposig¢do dos embribes

Os testes de toxicidade dos compostos quimicos e de suas misturas foram
baseados em Cadena et al. (2020a; 2020b). Em resumo, os embrides foram
incubados em agua declorada em camaras estéreis de poliestireno com volume de 80
mL até duas horas poés-fertilizagdo (hpf). Em seguida, os embrides foram expostos a
DMSO, agua declorada contendo 150 mM de etanol (correspondente a concentragao
sanguinea de um consumidor crénico [HARRISON et al., 2017]), agua declorada
contendo 24 uM de cloridrato de tramadol (concentragdo com potencial para produzir
niveis plasmaticos préximos a faixa terapéutica em humanos [TANOUE et al., 2019));
e agua declorada contendo a mistura binaria de etanol e cloridrato de tramadol.

Para os grupos com compostos de potencial efeito protetor, os embrides foram
expostos, também as 2 hpf, a quercetina (QUE), ao acido félico (AF) e as suas
misturas binarias, diluidas em agua declorada com ou sem etanol, cloridrato de
tramadol e sua mistura binaria. Os grupos experimentais foram descritos na Tabela 1.
Os grupos contendo etanol foram mantidos em recipiente selado com etanol para criar
uma “atmosfera alcodlica”, minimizando a volatilizagéo do etanol (MURALIDHARAN

et al., 2015). Todos os grupos experimentais foram mantidos em incubadora em
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ambiente escuro para evitar a degradagao dos compostos quimicos, sob os mesmos

parametros abidticos descritos anteriormente, até 24 hpf.

Tabela 1: Concentrations of single compounds and binary mixtures (A) to evaluate the protective effects
of folic acid (FA) and quercetin (QUE) against EtOH and TL (tramadol hydrochloride) induced defects

on zebrafish model. Experimental design layout in a simplex lattice experimental design (B) for

evaluating interactions between chemical compounds (Cadena, 2020a).

A. Concentragoes dos compotos e suas misturas binarias e ternarias

Exposicéo ao

Exposigéo ao

Compostos Concentragéo cloridrato de
etanol
tramadol
DMSO (Controle) 0.01 % (viv) 0 0
Etanol (EtOH) - 150 mM 0
Tramadol (TL) - 0 24 uM
EtOH + TL - 150 mM 24 uM
Acido Folico (AF) 75 uM 0 0
AF + EtOH 75 uM 150 mM 0
AF + TL 75 UM 0 24 M
AF + EtOH + TL 75 UM 150 mM 24 M
Quercetina (QUE) 75 uM 0 0
QUE + EtOH 75 uM 150 mM 0
QUE + TL 75 uM 0 24 uM
QUE + EtOH + TL 75 UM 150 mM 24 M
QUE + AF 37.5 yM de cada 0 0
composto =75 yM
QUE + AF + EtOH 37.5 yM de cada 150 mM 0
composto =75 uM
QUE + AF + TL 37.5 uM de cada 0 24 uM
composto =75 yM
QUE + AF + EtOH + TL 37.5 yM de cada 150 mM 24 uyM

composto =75 yM
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B. Design experimental simplex lattice (compostos contra EtOH + TL)

Compostos Quercetina Acido folico  Etanol (mM)  Cloridrato de EtOH (150 mM)

(uM) (uM) tramadol (M) +TL (uM)

QUE 75 0 150 24 150 + 24
AF 0 75 150 24 150 + 24
QUE + AF 37.5 375 150 24 150 + 24

2.4. Endpoints de desenvolvimento
2.4.1. Epibolia

A porcentagem de epibolia dos embrides nos grupos experimentais descritos
na Tabela 1 foi avaliada as 8 horas pos-fertilizacdo, apdés 6 horas de exposicao,
conforme ilustrado na Figura 1. Os embrides foram fixados em paraformaldeido a 4%
em solucao tampao fosfato (100 mM, pH 7,4) por 24 horas. Em seguida, foram lavados
trés vezes com a mesma solugado tampao fosfato (100 mM, pH 7,4) e fotografados
utilizando um microscoépio 6ptico BEL Solaris-T (aumentos de 400x e 1000x), acoplado
a uma camera (Hayear Mod. HY212 2307) e software S-EYE 1.42.474.

A porcentagem de epibolia (35 animais por grupo, totalizando 21 grupos
experimentais = 735 embrides) foi determinada pela razao entre a distancia do polo
animal a margem do blastoderma e a distancia entre o polo animal e o polo vegetal.
As medicdes foram realizadas com o software Image J (versao 1.52A, 2019, National
Institutes of Health, MD), e os dados foram apresentados em forma de porcentagem
de epibolia (CADENA et al., 2020Db).

2.4.2. Efeitos teratogénicos

Os efeitos teratogénicos foram avaliados apds 22 horas de exposigédo (2—24
hpf). Os embrides foram eutanasiados por imersdo em solugao de eugenol a 300 mg/L
por 10 minutos, em dose excessiva de anestésico, e posteriormente fixados em
paraformaldeido a 4% em solugao tampao fosfato (100 mM, pH 7,4) por 24 horas. Em
seguida, foram lavados trés vezes com solugédo tampao fosfato (100 mM, pH 7,4) e
fotografados utilizando um microscépio 6ptico BEL Solaris-T (aumentos de 400x e
1000x), acoplado a uma camera (Hayear Mod. HY212 2307) e software S-EYE
1.42.474.
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A avaliagcado das imagens foi realizada conforme versao modificada de Cadena
et al. (2020a), por meio de analise qualitativa (presengca ou auséncia) de
malformagdes embrionarias, tais como saco vitelino excessivamente grande,
coagulagao, deformagdes na coluna vertebral, deformag¢des na cauda e edemas —
incluindo edemas multiplos no corpo, edema pericardico e edema no saco vitelino. Os
animais foram considerados afetados quando apresentaram pelo menos uma das
malformacdes citadas sob observagcdo microscopica, ou em caso de mortalidade
(Cadena et al., 2020b). Esses dados foram apresentados como porcentagem de
animais afetados por grupo experimental (35 animais por grupo, totalizando 21 grupos

experimentais = 735 embrides).
2.4.3 Taxa de desenvolvimento embrionario

A taxa de desenvolvimento embrionario foi determinada com base na
classificagdo dos estagios embrionarios observados no estudo e na porcentagem de
embrides em cada estagio (KIMMEL et al., 1995; QUINTANEIRO et al., 2022). Os
embrides com 24 hpf (apdés 22 horas de exposicao, 2—24 hpf) foram fixados em
paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato (100 mM, pH 7,4) por 24 horas. Em seguida,
os embrides foram lavados trés vezes com solugao tampao fosfato (100 mM, pH 7,4)
e fotografados utilizando microscépio 6ptico (aumentos de 400x e 1000x), acoplado a
uma camera (Hayear Mod. HY212 2307) e software S-EYE 1.42.474 (CADENA et al.,
2020a; 2020b).

A avaliagédo das imagens foi realizada conforme versdo modificada de Kimmel
et al. (1995) e Quintaneiro et al. (2022). Os embrides foram inicialmente divididos em
trés dos sete periodos da embriogénese descritos por Kimmel et al. (1995) e
observados neste estudo: gastrulagdo, segmentacao e faringula. Dentro de cada
periodo, foram estabelecidos estagios de desenvolvimento embrionario, numerados
de S1 (5 hpf) a S12 (24 hpf), de acordo com os intervalos de desenvolvimento do
zebrafish observados no estudo (KIMMEL et al., 1995). Os embrides foram
classificados por meio de avaliagdo qualitativa (presenga ou auséncia), utilizando
caracteristicas morfoldgicas distintas da forma geral do embrido observadas em cada
um dos estagios estabelecidos (S1 a S12), conforme descrito na Tabela 2.

Um embrido de zebrafish com 24 hpf deve apresentar caracteristicas
compativeis com o final do periodo de segmentagado (S11) e inicio do periodo de

faringula (S12). Dessa forma, o atraso no desenvolvimento foi considerado quando o
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embrido ndo apresentava caracteristicas compativeis com esses estagios (KIMMEL
et al., 1995; QUINTANEIRO et al., 2022). Os resultados foram apresentados como
porcentagem por grupo experimental (35 animais por grupo, totalizando 21 grupos
735 embrides),

desenvolvimento o estagio com maior porcentagem em cada grupo.

experimentais = sendo considerado para a taxa final de

Tabela 2: Determinagéo dos estagios de desenvolvimento de embrides de zebrafish as 24 horas pos-
fertilizagao (hpf), com base no periodo de gastrulagdo (5—10 hpf), no periodo de segmentagéo (10-24

hpf) e no inicio do periodo de faringula (24 hpf), conforme adaptagdo de Kimmel et al. (1995) e

Quintaneiro et al. (2022).

Periodo Descrl’gao do  Estagio Descricao do estagio
periodo (S)
Durante o processo de epibolia, a margem do
blastoderma é deslocada até o ponto médio (50%)
entre os polos animal e vegetal. Simultaneamente, o
S1 anel germinativo emerge, e o disco embrionario torna-
se mais facilmente visualizado, organizando-se em
uma estrutura que se assemelha a um escudo.
Este periodo é A epibolia prossegue com o deslocamento da margem
caracterizado do blastoderma para 75% entre os polos animal e
pelo fim da vegetal. O polo animal se alonga a medida que a borda
epibolia, pelos S2 do polo vegetal diminui, formando o tampao vitelino. A
movimentos cada estdgio, o tampdo vitelino torna-se
Gastrulagao celulares de progressivamente menor.
involucao e
pela formagéao No estagio de 90%, a margem do blastoderma é
das camadas deslocada para préximo da totalidade entre os polos
germinativas s3 animal e vegetal. O tampao vitelino torna-se bastante
primarias. distinto, com variagdo de espessura entre os polos
animal e vegetal.
A epibolia é concluida (100%) quando as margens do
blastoderma cobrem completamente o tampao
S4 vitelino. O tampéo vitelino desaparece, e a regiao
posterior do eixo embrionario apresenta uma saliéncia
evidente, denominada broto caudal.
O comprimento do embri&do é equivalente ao do zigoto.
S5 A forma da cabega torna-se visivel.
, A cabega torna-se mais proeminente e o primérdio
Esse periodo s6 ot isivel
A ptico passa a ser visivel.
carac;tglrcl)zado O broto caudal se estende e forr_r]a a estrutura inicial
= . da cauda, conferindo ao embrido uma forma que
Segmentagao aparecimento S7 -
. comeca a se assemelhar a um feijao.
dos somitos e
|n|C|oAda A cauda torna-se mais proeminente e alongada. A
organogénese. ~ ; S -
S8 extensdo do vitelo torna-se muito distinta no animal em
desenvolvimento.
A cauda comega a se endireitar. A extensao do vitelo
S9 estd claramente distinguida do embrido em

desenvolvimento.
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O alongamento da cauda continua e ela comega a se
310 desprender da extensao do vitelo. O tronco posterior

comega a se endireitar, e a cabega esta

completamente formada.

A cauda estd completamente desprendida da
S11 extensdo do vitelo. O tronco posterior encontra-se

quase totalmente reto.

Estagio
filotipico:
periodo no

qual todos os Cauda completamente solta e reta. O tronco posterior
vertebrados

Faringula S12 esta totalmente alinhado. Presenga de pigmentagao

apresentam
- na cabega e na cauda.
caracteristicas

morfolégicas
semelhantes.

2.4.4. Taxa de eclosao

A taxa de eclosdo foi avaliada entre 48 e 144 horas pos-fertilizagao (hpf),
conforme os critérios estabelecidos pela OECD 236 (2013) para definicdo de atraso
no processo de eclosdo. Considerou-se que houve atraso na eclosdo quando a taxa
foi inferior a 80% apds 96 hpf. Os resultados foram apresentados em forma de
porcentagem por grupo experimental (35 animais por grupo, totalizando 21 grupos

experimentais = 735 embrides).
2.5. Analise estatistica

O planejamento estatistico dos experimentos foi realizado por meio do
delineamento experimental simplex lattice (Tabela 1), utilizado como base para
determinar o numero de grupos experimentais e avaliar a interagao entre os
compostos quimicos (CADENA et al., 2020b). As concentragbes de EtOH, TL, AF e
QUE (auséncia e presencga), bem como suas misturas, foram utilizadas como fatores.
Todos os dados foram apresentados como média + desvio padréo (DP). O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado para garantir a regularidade da distribui¢cao
dos grupos (p < 0,05). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para analise dos
dados, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software Origin Pro Academic 2024 (Origin
Lab, Northampton, MA, EUA).

3. Resultados
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Como condigédo para validagao dos testes, a sobrevivéncia dos animais no grupo
controle foi =2 90% ao final de 96 hpf em todos os ensaios, conforme estabelecido pela
OECD 236 (2013).

3.1. Endpoints de desenvolvimento
3.1.1. Epibolia

Embrides de zebrafish foram expostos (conforme descrito na Tabela 1) aos
tratamentos quimicos durante os periodos de clivagem até gastrulagéo, entre 2 e 8
hpf (Kimmel et al., 1995). Para avaliar possiveis interferéncias na porcentagem de
epibolia, foi medida a area do saco vitelino coberta pelas células embrionarias em
crescimento durante o movimento de epibolia. Os resultados estdo apresentados na
Figura 3.

Como esperado, os grupos Controle e DMSO nao apresentaram reducéo na
porcentagem de epibolia, nem diferenga significativa entre si (p = 0,99). No entanto,
conforme previsto, a exposicao ao EtOH afetou a epibolia, e o grupo EtOH apresentou
reducao significativa na porcentagem de epibolia (Figura 3). O grupo TL nao
apresentou reducdo na porcentagem de epibolia. O grupo EtOH+TL apresentou
reducao na porcentagem de epibolia, porém sem diferencga significativa em relagao ao
grupo EtOH isolado (p = 1,00), o que pode indicar que a exposi¢gdo ao EtOH seja a
unica responsavel pela reducédo observada nesse grupo.

Em relagdo aos compostos de potencial efeito protetor, a exposi¢cao ao AF nao
afetou a porcentagem de epibolia, ndo apresentando efeitos toxicos. Além disso, o AF
demonstrou protegao eficaz contra os defeitos induzidos por EtOH e EtOH+TL (Figura
3). A exposicao a QUE também nao apresentou efeitos toxicos, mas néo protegeu
contra os defeitos induzidos por EtOH ou EtOH+TL (Figura 3). Adicionalmente, a
combinagcao QUE+TL apresentou sinais significativos de toxicidade, uma vez que esse
grupo foi estatisticamente diferente dos grupos TL (p = 0,00) e QUE (p < 0,00). Por
fim, a exposicdo a combinagdo AF+QUE indicou possiveis efeitos tdxicos, com
reducao na porcentagem de epibolia (Figura 3), e ndo apresentou efeito protetor
contra os defeitos induzidos por EtOH, TL ou EtOH+TL (Figura 3).
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Figure 3: Porcentagem de epibolia em embrides de zebrafish as 8 horas poés-fertilizagdo (hpf) apos
exposicao ao etanol e cloridrato de tramadol durante a embriogénese. O processo de desenvolvimento
embrionario foi considerado afetado quando * = p < 0,05.
Legenda: Controle — agua declorada; DMSO — 0,01% (v/v) dimetilsulfoxido; EtOH — etanol; TL — cloridrato
de tramadol; AF — acido félico; QUE — quercetina. Cada grupo experimental foi comparado ao grupo
controle por meio de analise de variancia (ANOVA). (F(25,22931) = 25,22931 p < 0.05) seguido pelo teste
de Tukey (DMSO p = 0.99; EtOH p < 0.001; TL p = 0.99; EtOH+TL p <0.001; FA p = 1; FA+EtOH p = 1;
FA+TL p = 1; FA+EtOH+TL p = 1; QUE p = 0.99; QUE+EtOH p < 0.001; QUE+TL p = 0; QUE+EtOH+TL p
< 0.001; FA+QUE p < 0.001; FA+QUE+EtOH p = 0; FA+QUE+TL p < 0.001; FA+QUE+EtOH+TL p = 0).

3.1.2. Efeitos teratogénicos

Em seguida, um novo conjunto de embrides foi exposto (conforme descrito na
Tabela 1) aos tratamentos quimicos até 24 hpf, com o objetivo de verificar se os
defeitos induzidos por EtOH e o possivel antagonismo entre AF+QUE observado na
epibolia correlacionam-se com efeitos teratogénicos apds 22 horas de exposicdo. A
taxa de sobrevivéncia foi superior a 90% em todos os grupos experimentais, indicando

baixa letalidade na exposi¢cao dos embrides de zebrafish aos tratamentos quimicos.

Os grupos Controle e DMSO nao apresentaram sinais de efeitos teratogénicos.
A exposicao ao EtOH também nao induziu efeitos teratogénicos em nenhum dos



54

grupos expostos ao EtOH. No entanto, a exposicdo ao TL apresentou sinais
significativos de efeitos teratogénicos, especialmente relacionados a edemas

pericardicos. A exposigao a combinagdo EtOH+TL ndo induziu efeitos teratogénicos.

Em relacdo aos compostos de potencial efeito protetor, o AF ndo apresentou
sinais de efeitos teratogénicos, mas também n&o protegeu contra os efeitos induzidos
por TL. A exposi¢cdo a QUE n&o demonstrou sinais de toxicidade e aparentou proteger
contra os efeitos teratogénicos induzidos por TL. A exposi¢cdo a combinagao AF+QUE
nao apresentou sinais de toxicidade por nao causar efeitos teratogénicos, e

demonstrou protegao contra os efeitos induzidos por TL.
3.1.3. Taxa de desenvolvimento embrionario

Embrides de zebrafish foram expostos (conforme descrito na Tabela 1) aos
tratamentos quimicos até 24 hpf. A taxa de desenvolvimento embrionario foi avaliada
com base nos estagios determinados por uma versdo modificada de Kimmel et al.
(1995) e Quintaneiro et al. (2022) (Figura 2). O estagio com maior porcentagem por
grupo foi considerado para a determinagdo da taxa de desenvolvimento de cada
grupo. Os resultados estao apresentados na Figura 4.

Os grupos Controle e DMSO né&o apresentaram atraso no desenvolvimento
embrionario, nem diferencas significativas entre si (p = 1,00). O grupo EtOH
apresentou atraso significativo no desenvolvimento embrionario (Figura 4). O grupo
TL ndo apresentou atraso no desenvolvimento. A exposi¢cdo a combinagao EtOH+TL
causou atraso no desenvolvimento embrionario.

Em relagcao aos tratamentos com potencial efeito protetor, o AF ndo causou
atraso no desenvolvimento embrionario e protegeu parcialmente contra os efeitos
induzidos por EtOH. No entanto, a exposigdo ao AF nao protegeu contra os efeitos
induzidos pela combinagdo EtOH+TL. Além disso, a exposicao a QUE nao causou
atraso no desenvolvimento embrionario, mas também nao foi capaz de proteger contra
os efeitos induzidos por EtOH ou EtOH+TL. A exposicao a combinacdo AF+QUE nao
apresentou atraso no desenvolvimento embrionario, porém nao protegeu os embrides
quando combinada com TL (AF+QUE+TL), nem contra os efeitos induzidos por EtOH
ou EtOH+TL.



55

12
. R s11
100 B <10
[ ]so
- N s7
s I s6
=P
g
= 60-
=
=P}
=
g
< 40+
>
=}
[
20
O_

Control

DMSO

EtOH

TL

EtOH+TL

FA
FA+EtOH -
FA+TL -

FA+E(OH+TL

QUE

QUE+EtOH

QUEATL
QUE+EtOH+TL —
FA+QUE -
FA+QUE+EtOH —
FA+QUE+TL —

FA+QUE+EtOH+TL

Figure 4: Porcentagem de animais conforme a taxa de desenvolvimento embrionario em zebrafish as 24 horas
pos-fertilizagdo apds exposicdo ao etanol e cloridrato de tramadol durante a embriogénese. O processo de
desenvolvimento embrionario  foi considerado  afetado  quando * = p < 0,05.
Legenda: Controle — agua declorada; DMSO - 0,01% (v/v) dimetilsulféxido; EtOH — etanol; TL — cloridrato de
tramadol; AF — acido folico; QUE — quercetina. Cada grupo experimental foi comparado ao grupo controle por
meio de anadlise de variancia (ANOVA de uma via) (F(25,22931) = 25,22931; p < 0,05), seguida pelo teste de
Tukey. (DMSO p = 1; EtOH p = 0; TL p = 1; EtOH+TL p = 0; FA p = 0.98; FA+EtOH p = 0; FA+TL p = 0.49;
FA+EtOH+TL p < 0.001; QUE p = 0.98; QUE+EtOH p < 0.001; QUE+TL p = 1; QUE+EtOH+TL p = 0; FA+QUE
p <0.001; FA+QUE+EtOH p < 0.001; FA+QUE+TL p = 0; FA+QUE+EtOH+TL p < 0.001).

3.3. Taxa de ecloséo

A taxa de ecloséo foi definida conforme as diretrizes da OECD 236 (2013).
Neste teste, considerou-se que houve atraso na eclosdo quando menos de 80% dos
embrides eclodiram até 96 hpf. Os resultados estao apresentados na Figura 5.

O grupo DMSO nao afetou a taxa de eclosdo e nao apresentou diferencga
significativa em relagao ao grupo Controle (p = 1,00). No entanto, a exposi¢ao ao EtOH



56

(150 mM) afetou negativamente a taxa de eclosao. A exposi¢cdo ao TL nao interferiu
na taxa de eclosdo. A combinagdo EtOH+TL também nao afetou a taxa de ecloséo.

Em relacdo aos tratamentos com potencial efeito protetor, a exposicdo ao AF
nao afetou a taxa de eclosdo e demonstrou protecao contra os efeitos induzidos por
EtOH. A exposigdao a QUE também néo afetou a taxa de eclosao e apresentou efeito
protetor contra os efeitos induzidos por EtOH. Por outro lado, o grupo AF+QUE afetou
a taxa de eclosdo, apresentando reducdo quando combinado com EtOH+TL
(AF+QUE+EtOH+TL), e ndo demonstrou protecdo contra os efeitos induzidos por
EtOH.

Os grupos que néo atingiram mais de 80% de eclosao até 96 hpf apresentaram

eclosdo completa (100%) até 144 hpf.
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Figure 5: Taxa de eclosdo aos 72 horas pés-fertilizagdo em embrides de zebrafish apds exposicdo ao
etanol e cloridrato de tramadol durante a embriogénese. A ecloséo foi considerada afetada quando * = p <
0,05. Legenda: Controle — agua declorada; DMSO - 0,01% (v/v) dimetilsulféxido; EtOH — etanol; TL —
cloridrato de tramadol; AF — acido folico; QUE — quercetina. Cada grupo experimental foi comparado ao
grupo controle por meio de analise de variancia (ANOVA de uma via) (F(25,22931) = 25,22931; p < 0,05),
seguida pelo teste de Tukey (DMSO p=1; EtOHp <0.001; TL p=1; EtOH+TL p=1; FA p=0.99; FA+EtOH
p=1; FA+TL p =1; FA+EtOH+TL p = 1; QUE p =1; QUE+EtOH p = 0.99; QUE+TL p = 1; QUE+EtOH+TL
p = 1; FA+QUE p = 1; FA+QUE+EtOH p = 0; FA+QUE+TL p = 1; FA+QUE+EtOH+TL p = 0).
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4. Discussao

O uso concomitante de etanol e opioides é bastante prevalente mundialmente,
mesmo quando o comportamento ndo apresenta todas as caracteristicas necessarias
para ser classificado como um transtorno. A amplitude dos riscos associados ainda é
pouco conhecida. A maioria dos estudos adota critérios baseados em “substancia
unica’, o que gera uma lacuna no conhecimento sobre o uso combinado de
substéncias e ndo contempla cenarios reais de abuso de drogas. Essa situagéo
evidencia a necessidade de mais estudos que fornegcam dados sobre o uso
concomitante de etanol e opioides (HOOD et al., 2020; COOK et al., 2022).

Estudos indicam um aumento de 70% no uso combinado de substancias apos
a pandemia, devido a influéncia desse periodo na saude mental (MANCHIKANTI et
al., 2021). As mulheres representam a populagdo com maior incidéncia de problemas
de saude mental, e gestantes vivenciam niveis elevados de estresse e ansiedade ao
longo da gravidez, especialmente no contexto pos-pandémico (COOK et al., 2022).
Pesquisas sobre o uso concomitante de substancias em gestantes sdo necessarias
para identificar suas consequéncias, tanto para a mae quanto para o bebé, além de
investigar substancias com potencial efeito protetor contra os efeitos induzidos por
esse tipo de exposigao.

Neste estudo, os efeitos da mistura de etanol e opioides foram avaliados por
meio de testes de desenvolvimento embrionario, como a porcentagem de epibolia, a
taxa de desenvolvimento embrionario e a taxa de eclosdo. Além disso, 0os grupos
foram observados para a identificacdo de possiveis efeitos teratogénicos. Esses
testes também foram uteis para analisar o potencial protetor do acido folico (AF) e da
quercetina (QUE) contra os efeitos do uso combinado de substancias em um modelo
de zebrafish.

Os efeitos induzidos pelo EtOH foram observados como atraso no
desenvolvimento embrionario precoce, com redugéo na porcentagem de epibolia, na
taxa de desenvolvimento aos 24 hpf e na taxa de eclosdao. Os animais expostos ao
EtOH apresentaram algum nivel de atraso no desenvolvimento, o que corrobora os
dados ja conhecidos sobre os efeitos do EtOH em humanos e outros modelos animais
(SARMAH et al., 2013; CADENA et al., 2020a; POPOVA et al., 2021). A exposigéo ao
EtOH pode interferir em vias metabdlicas importantes, levando a defeitos de

sinalizacdo. No desenvolvimento embrionario precoce, essa interferéncia pode
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comprometer a diferenciacdo e migracéo celular (WALLEN et al., 2021). Além disso,
o EtOH estd associado a defeitos de adesédo celular e a desorganizagdo dos
microtubulos, ao perturbar a rede E-caderina—microtubulo na célula vitelina, o que
provavelmente causa a redugéo na porcentagem de epibolia (SARMAH et al., 2013).
O EtOH também pode aumentar o estresse oxidativo, o que pode levar ao aumento
da apoptose celular e danos teciduais. Esses efeitos geralmente ndo aumentam a
mortalidade, mas causam atraso no desenvolvimento embrionario e na ecloséo
(MANIKANDAN et al., 2022).

Apesar dos resultados demonstrarem os efeitos do EtOH no desenvolvimento
embrionario, os efeitos teratogénicos induzidos pelo EtOH observados em outros
estudos — como edemas pericardicos e corporais (CADENA et al., 2020a; 2020b) —
nao foram observados neste estudo. Isso provavelmente se deve a linhagem de
zebrafish utilizada.

A linhagem de zebrafish utilizada em um estudo é altamente relevante devido
as diferengas genéticas, fisioldgicas e comportamentais entre elas (VAN DEN BOS et
al., 2017). Outros estudos que utilizaram zebrafish como modelo para exposi¢céo ao
EtOH utilizaram a linhagem AB (SARMAH et al., 2020; CADENA et al., 2020a; 2020b).
A linhagem AB ¢é obtida por cruzamentos extensivos que tornam a maioria dos loci
gendmicos homozigotos, o que aumenta a sensibilidade a exposicao a substancias
(COE et al., 2009; KHATIWADA et al., 2024). Neste estudo, foi utilizada a linhagem
WT (Wild-Type), escolhida com base em sua variabilidade genética, resultante de
maior heterozigosidade devido a cruzamentos menos controlados. Isso pode oferecer
uma nova perspectiva ao extrapolar os resultados para comparagao com humanos
(KHATIWADA et al., 2024).

Devido a variabilidade genética da linhagem WT, os animais s&o menos
sensiveis a exposicao a drogas. Sob as mesmas condi¢gdes de concentragao e tempo
de exposicao, zebrafish da linhagem WT apresentam menos efeitos toxicos do que os
da linhagem AB (KHATIWADA et al., 2024). Além da variabilidade genética, o corion
da linhagem WT pode ser relevante para compreender os resultados deste estudo.
Em zebrafish da linhagem AB, a quantidade de EtOH que realmente alcanca o
embrido corresponde a apenas um vigésimo a um trigésimo da concentracdo do
banho externo, devido a barreira coribnica (FERNANDES et al., 2015). Por isso, é
interessante considerar se, entre as diferengas fisiolégicas entre as linhagens de

zebrafish, as caracteristicas do cérion também divergem. A auséncia dos defeitos
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morfolégicos induzidos pelo EtOH observados em outros estudos pode estar
associada as diferencas fisioldgicas e genéticas entre as linhagens AB e WT. Quando
a diferenca ocorre dentro do mesmo tipo de linhagem, pode ser atribuida a variagbes
nas condigdes de manutengdo, regides geograficas e variabilidade genética
(KHATIWADA et al., 2024).

O opioide utilizado neste estudo foi o cloridrato de tramadol (TL), selecionado
devido as suas altas taxas de prescricdo e uso indevido. No Brasil, € o segundo
opioide mais prescrito. Além disso, tem-se observado um aumento global no uso
indevido do TL, com algumas regides, como a Australia e paises do continente
africano, enfrentando condigbes epidémicas (UN, 2020). Nos Estados Unidos, a
epidemia de opioides entrou em sua quarta onda, representando uma preocupacgao
significativa de saude publica (WHO, 2024).

Os opioides ndo sao reconhecidos como substancias teratogénicas, e o uso de
TL durante a gestacdo € considerado nao letal. No entanto, ha potencial para
interferéncia nas enzimas antioxidantes, além de risco aumentado para defeitos
cardiovasculares e ocorréncia da sindrome de abstinéncia neonatal por opioides
(NOWS) (TANOUE et al., 2019; KIRLA et al., 2021).

Em relacdo ao desenvolvimento embrionario normal, observamos que o TL
causou edemas pericardicos, mas nao interferiu na porcentagem de epibolia, na taxa
de desenvolvimento embrionario ou na taxa de eclos&o. Contudo, outros estudos
demonstraram efeitos toxicos do TL no desenvolvimento embrionario precoce. Um
estudo com exposi¢cdo embrionaria ao TL em embrides de galinha mostrou aumento
nas taxas de mortalidade, retardo no crescimento e malformacgdes congénitas (LABIB
et al., 2022). Esses resultados podem estar relacionados a concentragdo de TL
utilizada, que foi superior a empregada em nosso estudo, além do modelo animal
adotado.

No zebrafish, a barreira coridnica pode reduzir a quantidade de TL que atinge
0 embrido, como ja observado em exposi¢des ao EtOH (FERNANDES et al., 2015).
Estudos com zebrafish que relataram alta embriotoxicidade ou malformacdes
associadas ao TL apresentaram diferengas metodoldgicas, como tempo de exposicao
ou concentracao (KIRLA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2023). Em modelos murinos,
a exposicgao fetal ao TL também demonstrou certo nivel de malformagdes, mas de
forma dependente da concentragao, sendo utilizadas doses superiores as do presente
estudo (ELNAZSIROUS et al., 2020).
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A concentracao utilizada em nosso estudo é farmacologicamente relevante,
pois corresponde a niveis plasmaticos proximos a faixa terapéutica em humanos
(TANOUE et al., 2019). Em relagédo aos edemas pericardicos, o grupo TL apresentou
a maior incidéncia dessa malformagéo entre os grupos estudados. Opioides como o
TL podem interferir nos canais de ions de sddio no tecido cardiaco, o que pode levar
a disfungdes cardiacas (JIA et al., 2023). Além disso, a exposigcdo ao TL esta
associada ao estresse oxidativo nos rins, o que pode contribuir para a formacao de
edemas em modelos de zebrafish (WANG et al., 2024).

Esses achados corroboram resultados obtidos em zebrafish e outros modelos
que observaram a formacao de defeitos cardiacos apds exposicéo a opioides (BLOOR
etal., 2012; VAN HOOGDALEM et al., 2021; JIA et al., 2023; WANG et al., 2024). Tais
malformagdes congénitas no sistema cardiovascular também sdo observadas em
recém-nascidos expostos ao TL durante a gestagao ou lactagao, e estdo associadas
a alguns dos desfechos clinicos esperados em casos de sindrome de abstinéncia
neonatal por opioides (NOWS) (BLOOR et al.,, 2012; KIRLA et al., 2021; VAN
HOOGDALEM et al., 2021; BALDO, 2022).

A exposicdo combinada ao EtOH+TL causou atraso no desenvolvimento
embrionario, evidenciado pela redugao na porcentagem de epibolia e na taxa de
desenvolvimento. No entanto, essa redugao nao foi significativamente diferente da
observada no grupo EtOH isolado (p = 1,00). Por outro lado, a exposi¢éo ao TL n&o
induziu reducdo na porcentagem de epibolia nem na taxa de desenvolvimento
embrionario. Isso sugere que o EtOH pode ser o unico responsavel pela redugao
observada nos parametros de desenvolvimento no grupo EtOH+TL.

A exposi¢ao ao EtOH+TL nao reduziu a taxa de eclosdo, com mais de 80% dos
animais eclodindo até 72 hpf. Esse resultado pode indicar algum nivel de recuperacgéao
dos efeitos induzidos pelo EtOH, especialmente em casos de administracdo aguda
(CHATERJEE et al., 2014; PAUL et al., 2020).

Quanto aos efeitos teratogénicos, o grupo EtOH+TL n&o apresentou nenhuma
das malformacdes esperadas para essa combinacdo, como edemas pericardicos e
edemas corporais. Os defeitos cardiovasculares observados com a exposig¢ao ao TL
nao foram detectados no grupo EtOH, apesar de ambos serem descritos como
indutores de comprometimentos cardiovasculares (LI et al., 2016; BALDO, 2022).

Para a avaliagdo dos efeitos teratogénicos no desenvolvimento embrionario

precoce, 0s animais foram expostos até 24 hpf e fixados. Aos 24 hpf, a maioria dos
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embrides dos grupos EtOH e EtOH+TL n&o ultrapassou o estagio 6 (S6), que se situa
entre o final da gastrulagao e o inicio da segmentacéao (11 a 12 hpf). Em zebrafish, a
formagao cardiaca inicia-se por volta de 5 hpf, e a circulagdo comega aos 24 hpf
(BROWN et al., 2016). Isso pode explicar a auséncia de defeitos cardiovasculares no
grupo EtOH+TL, ja que a maioria dos embrides desse grupo permaneceu estagnada
em 12 hpf.

Em relagc&o aos tratamentos quimicos com potencial efeito protetor, o AF ja é
utilizado como suplemento para maes e criangas, sendo amplamente estudado em
modelos animais. O AF é conhecido por prevenir danos causados por radicais livres e
por interferéncias em vias metabdlicas que podem levar a apoptose e danos teciduais
(LIU et al., 2020; INCE, 2020; CADENA et al., 2020b). Neste estudo, o AF né&o
apresentou sinais de toxicidade e protegeu efetivamente contra os efeitos da
exposicdo ao EtOH, corroborando os resultados observados por Cadena et al.
(2020a).

No entanto, em relagdo aos efeitos teratogénicos no grupo FA+TL, o AF nao foi

eficaz na protecdo contra os efeitos cardiacos induzidos pelo TL. Como discutido
anteriormente, o TL pode interferir nos canais de ions de sddio e aumentar o estresse
oxidativo nos rins (JIA et al., 2023; WANG et al., 2024). Ainda assim, 0s mecanismos
metabdlicos utilizados pelo TL para induzir comprometimentos cardiacos
permanecem desconhecidos, sendo necessarias investigacdes adicionais. E possivel
que os impactos do TL no sistema cardiaco de zebrafish ndo estejam relacionados ao
metabolismo do folato, uma vez que essa via pode ser corrigida com suplementacao
de AF (CADENA et al., 2020a; JIANG et al., 2021). Contudo, é plausivel afirmar que
nao se trata de um efeito toxico induzido pela coexposi¢géo ao AF e TL, pois 0s grupos
TL e FA+TL ndo apresentaram diferencga significativa entre si (p = 0,99).
O segundo antioxidante utilizado neste estudo foi a quercetina (QUE), um flavonoide
com propriedades antioxidantes potentes, encontrado naturalmente em diversas
frutas e vegetais (HUSSEIN et al.,, 2023). Os estudos sobre o potencial de
suplementagcdo da QUE durante a gestagcdo foram majoritariamente realizados em
modelos animais, pois sua seguranga para exposigao fetal ainda é incerta (INCE,
2020).

Neste estudo, a QUE ndo apresentou sinais de toxicidade e protegeu

efetivamente contra os efeitos induzidos pelo EtOH, corroborando os resultados



62

observados por Cadena et al. (2020a). De forma inesperada, a associagao entre QUE
e TL demonstrou possivel efeito téxico ao afetar a porcentagem de epibolia. No
entanto, quando administrados isoladamente, tanto QUE quanto TL ndo afetaram esse
parametro, sendo significativamente diferentes do grupo QUE+TL. Esse possivel
efeito toxico da coexposicao no desenvolvimento embrionario requer investigagao

adicional.

Uma hipdtese para esse resultado pode estar relacionada aos niveis de
glutationa. A glutationa € um antioxidante sintetizado pelo organismo que influencia
diretamente a atividade antioxidante da quercetina (NAKHAEE et al., 2021). Quando
os niveis de glutationa estdo reduzidos, a quercetina pode apresentar propriedades
pré-oxidantes e citotéxicas (NAKHAEE et al., 2021). Estudos sugerem que opioides
podem reduzir os niveis de glutationa (ROOT-BERNSTEIN et al., 2020; SAHIN et al.,
2023). Assim, é possivel que uma maior absorgcao de TL leve a diminuigao dos niveis
de glutationa, o que poderia explicar os efeitos toxicos observados na coexposi¢cao
entre QUE e TL.

Para ampliar o escopo de sintomas avaliados, ensaios clinicos frequentemente
utilizam mais de um composto quimico para triagem de tratamentos e substancias
protetoras. A mistura FA+QUE demonstrou possivel efeito téxico no desenvolvimento
embrionario precoce ao afetar a porcentagem de epibolia, conforme relatado por
Cadena et al. (2020a). O fato de essa mistura nao ter afetado a taxa de
desenvolvimento embrionario nem a taxa de eclosao provavelmente se deve a menor
vulnerabilidade do embrido a medida que cresce. Ali et al. (2017) teorizaram que, a
medida que o embrido se aproxima da eclosao, suas defesas tornam-se mais robustas
e menos dependentes do corion, possivelmente porque a larva precisa comecar a

interagir com o ambiente externo.

Em relagdo ao potencial protetor da mistura FA+QUE, esta nao foi capaz de
proteger contra os efeitos induzidos pelo EtOH na porcentagem de epibolia, na taxa
de desenvolvimento e na taxa de eclosao. Pode-se teorizar que nem o AF nem a QUE
foram capazes de proteger os embrides quando suas concentragdes foram reduzidas
pela metade em uma mistura, conforme metodologia do delineamento simplex lattice
(Cadena et al., 2020b). Mesmo em concentragao total, apenas o AF demonstrou

potencial protetor contra os efeitos induzidos pelo EtOH.
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Quanto a redugao na porcentagem de epibolia e na taxa de desenvolvimento
observada no grupo FA+QUE+TL, os efeitos toxicos entre os compostos e a idade
embrionaria podem ser uma possivel explicagdo. Primeiramente, como discutido
anteriormente, os grupos FA+QUE e QUE+TL apresentaram sinais de efeitos toxicos
ao reduzir a porcentagem de epibolia. Em segundo lugar, além dos potenciais efeitos
toxicos dessas combinagdes, os embrides estavam no periodo inicial de gastrulagao

durante o teste de epibolia, sendo, portanto, mais vulneraveis.

Sobre a baixa taxa de desenvolvimento, os grupos FA+QUE e QUE+TL nao
apresentaram sinais de toxicidade, diferindo dos resultados da porcentagem de
epibolia devido a diferenga de idade entre os embrides nos dois testes. No entanto, o
grupo FA+QUE+TL apresentou reducéo na taxa de desenvolvimento, provavelmente
porque, mesmo que os compostos isoladamente ndo tenham sido toxicos nesse
parametro, demonstraram toxicidade na porcentagem de epibolia. Assim, o atraso no
desenvolvimento observado no grupo FA+QUE+TL pode ser atribuido as interagdes

téxicas entre os compostos, conforme discutido anteriormente.

Por fim, a mistura FA+QUE ndo foi capaz de proteger contra os efeitos
induzidos por EtOH+TL na porcentagem de epibolia, na taxa de desenvolvimento e na
taxa de eclosao. Isso possivelmente se deve as interagdes tdxicas entre os compostos

mencionadas anteriormente.
5. Conclusao

Este estudo apresentou evidéncias sobre os efeitos toxicos do etanol (EtOH) e
do cloridrato de tramadol (TL) no desenvolvimento embrionario precoce, utilizando o
zebrafish como modelo experimental, bem como sobre o potencial efeito protetor de
dois antioxidantes: acido folico (AF) e quercetina (QUE). O AF demonstrou protecao
parcial contra os efeitos toxicos induzidos pelo EtOH. A QUE nao protegeu contra os
efeitos induzidos pelo EtOH e apresentou possivel efeito toxico quando associada ao
TL. O TL induziu efeitos teratogénicos relacionados ao sistema cardiovascular, um
efeito toxico comumente associado a exposicdo embrionaria a opioides. A
coexposicao entre EtOH e TL nao apresentou efeitos significativamente diferentes do
grupo EtOH isolado nos testes realizados neste estudo.

Infelizmente, o abuso de alcool e opioides continua sendo comum, e sua

prevaléncia esta em crescimento. No momento, ainda n&do se conhecem todos os
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possiveis desfechos do uso concomitante de substancias, tampouco os tratamentos
terapéuticos ou substancias protetoras eficazes contra os defeitos induzidos por essa

pratica.
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5 CONCLUSOES

1.

O presente estudo caracterizou a intoxicagao por alcool (EtOH) e opioides (TL),
de forma isolada e em associagdo, em modelo embrionario de zebrafish;

A concentragao de EtOH utilizada foi suficiente para induzir efeitos toxicos no
embrido de zebrafish, causando redugado da porcentagem da epibolia, da taxa
de desenvolvimento embrionario, e atraso na eclosdo. Quanto ao opioide, a
concentracao de TL utilizada induziu efeitos toxicos em apenas um dos testes
realizados, causando edemas de pericardio, o que corrobora outros estudos
que avaliaram a embriotoxicidade desse opioide em zebrafish. Quanto a
associagao das drogas, com a intoxicagédo por EtOH+TL, foi possivel observar
efeitos toxicos, na reducdo da porcentagem epibolica e da taxa de
desenvolvimento embrionario. Porém, estatisticamente, tais resultados nao
foram significativamente diferentes dos obtidos com exposicédo apenas ao
EtOH, o que pode sugerir que os efeitos toxicos observados no modelo de
poliuso foram induzidos pelo EtOH. Com base nisso, é possivel concluir que os
mecanismos indutores de toxicidade do EtOH interferem de maneira mais
proeminente na morfologia do animal durante o desenvolvimento embrionario,
causando um maior delay no processo;

A concentragdo de AF utilizada ndo induziu efeitos toxicos e protegeu
totalmente contra a redugao da porcentagem da epibolia e da taxa de eclosao
e parcialmente contra a redugao na taxa de desenvolvimento induzidas pelo
EtOH. Porém, ndo protegeu contra os efeitos induzidos por TL. Contra os
efeitos induzidos por EtOH+TL, o AF protegeu contra a redugdo da

porcentagem da epibolia. Quanto a QUE, a concentragao utilizada também nao
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induziu efeitos tdxicos, mas nao protegeu contra os efeitos téxicos induzidos
pelo EtOH, TL e EtOH+TL. Além disso, a co-exposi¢ao a QUE e TL induziu
efeitos tdéxicos ao reduzir a porcentagem epibdlica, o que requer investigagao.
A associacdo AF+QUE induziu efeitos toxicos ao reduzir a porcentagem da
epibolia, e ndo protegeu contra os efeitos toxicos induzidos pelo EtOH, TL e
EtOH+TL;

. O uso do zebrafish como modelo animal para estudar o potencial protetor do
AF e da QUE contra a intoxicacdo por EtOH e TL no periodo embrionario
também se mostrou adequado. Pois foi possivel caracterizar os efeitos toxicos
induzidos pelo EtOH, TL e EtOH+TL, avaliar a seguranga da exposi¢cao
embrionaria ao AF e a QUE, e seu potencial protetor contra a intoxicagao, e
comparar os resultados com estudos realizados em outros modelos animais,

inclusive mamiferos.
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Sindrome alcoodlica fetal no contexto de pés-pandemia da COVID-19
Fetal alcohol syndrome in a post-pandemic of COVID-19 context
Sindrome alcohdlico fetal en el contexto de la postpandemia del COVID-19
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Gongalves Cadena'.

RESUMO

Objetivo: Tragar relagao entre as consequéncias secundarias do pés-pandemia da COVID-19 e fatores de
risco para o desenvolvimento dos transtornos do espectro alcodlico fetal (TEAF) e da sindrome alcodlica fetal
(SAF). Revisao bibliografica: No contexto atual de pés-pandemia é correto afirmar que houve um
crescimento de alguns dos principais fatores que influenciam em um maior risco do desenvoilvimento do TEAF.
Dentre eles se tem um aumento do estresse e da ansiedade, que empobreceram a saide mental e
aumentaram o consumo de alcool, as taxas de desemprego aumentaram a insegurancga alimentar e o impacto
nos servicos de saude diminuiram a realizagao de servigos basicos. Todos esses fatores ja existiam, mas
foram exacerbados pela pandemia, podendo ser considerados consequéncias secundarias dela.
Consideracoes finais: A pandemia da COVID-19 certamente trouxe maior dificuldade para as gestagdes e
aumentou fatores associados ao desenvolvimento de agravos do desenvolvimento como o TEAF e a SAF.
Pesquisas a respeito da relagao desses fatores, em contexto de pés-pandemia, relacionados a um
crescimento de casos do TEAF e da SAF ainda sao escassas, embora a relagao exista. Isso deve ser avaliado,
pois estes sdo agravos que comprometem permanentemente a vida das pessoas afetadas, mas sao
previsiveis e evitaveis.

Palavras-chave: Transtornos do espectro alcodlico fetal, Gestantes, COVID-19, Revisao.

ABSTRACT

Objective: To delineate a connection between the secondary consequences of the COVID-19 pos pandemic
and the risk factors for fetal alcohol spectrum disorders (FASD) and fetal alcohol syndrome (FAS).
Bibliographic review: In the current post-pandemic context, it is correct to say that there has been an increase
in some of the major factors that influence an increased risk of developing FASD. These include increased
stress and anxiety, which have impoverished mental health and increased alcohol consumption,
unemployment rates have increased food insecurity, and the impact on health services has decreased the
delivery of basic services. All these factors already existed, but were exacerbated by the pandemic, and can
be considered secondary consequences of it. Final considerations: The pandemic of COVID-19 certainly
made pregnancies more difficult and increased factors associated with the development of developmental
disorders such as FASD and FAS. Research on the relation of these factors, in a post-pandemic context, to
an increase in FASD and FAS cases is still scarce, although the relation exists. This should be evaluated, as
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Abstract

Pyriproxyfen (PPF), Bacillus thuringiensis israelensis (BTI), and malathion (MLT) are widely used worldwide to control
the population of mosguitos that transmit arboviruses. The current work aimed to evaluate the toxicity of these single pesti-
cides and their binary mixtures of PFF+BTL PPF+ MLT. and MLT + BTI on the embryo-larval stage of zebrafish (Danio
rerin) as an amimal model. Epiboly, mortality, apical endpoints, affected animals, heart rate, morphometric, thigmotaxis,
touch sensivity, and optomotor response tests were evaluated. PPF and MLT and all mixtures reduced the epiboly percent-
age. Mortality increased significantly in all exposed groups, except BTI, with MLT being the most toxic. The observed
apical endpoints were pericardial and yolk sac edemas, and tail and spine deformation. Exposure to MLT showed a higher
percentage of affected animals. A reduction in heart rate was also observed in MLT- and PPF + MLT-exposed groups. The
PPF + MLT mixture decreased head measurements. Behavioral alterations were observed, with a decrease in thigmotaxis
and touch sensitivity responses in FPF + MLT and MLT 4 BTI groups. Finally, optomotor responses were affected in all
groups. The above data obtained suggest that the MLT + PFF mixture has the greatest toxicity effects. This mixture affected
embryo-larval development and behavior and is close to the reality in several cities that use both pesticides for mosguito
control rather than single pesticides, leading to a reevaluation of the strategy for mosquito control.

Keywords Pesticides - Danio rerio - Heart rate - Toxic effects - Behavior

Introduction

The microcephaly epidemic in Brazil began in 2015 and in
2016: it was declared a public health emergency of interna-
tional concern by the WHO (de Arawjo et al. 201 8; Ximencs
et al. 2023). Microcephaly 15 a neurodevelopmental disorder
in which the size of the head of a newborn 1s smaller by two
standard deviations than other newhorns of the same age
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and sex (Becerra-Solano et al. 2021). Debates were raised in
relation to the cause of the epidemic by the scientific com-
munity and the results put forward were that the treatment
of drinking water reservoirs with pyriproxyfen to control
Aedes spp. larvae could be the cause of microcephaly (Albu-
querque et al. 2016). However, other studies (de Araujo
et al. 2018; Ximenes et al. 2023) proposed that the cause
of microcephaly was the Zika virus infection in pregnant

women. Between 2015 and 2020, the Brazilian Ministry of
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Certificamos que a EMENDA (versao de 04/07/2024) da proposta intitulada "Desenvolvimento de farmacos
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