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                                    RESUMO 

 

ANJOS, K.R.G. Impacto da irradiação de luz vermelha em embriões de Danio 
rerio (zebrafish) expostos à radiação gama. 2024. 91 f. Dissertação (Mestrado em 
Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares – IPEN – 
CNEN/SP. São Paulo. 

 

 A radiação ionizante (RI), que é utilizada no tratamento de pacientes oncológicos, 
na radioterapia (RT), pode ocasionar múltiplos danos nas células saudáveis, em 
seus componentes e estruturas moleculares, o que vai depender do tipo de célula 
irradiada e da dose utilizada.  Uma das consequências destes danos nas células é a 
ocorrência de mucosite e radiodermite, que são efeitos adversos da RT. Assim, 
torna-se imprescindível a busca por novos radioprotetores. Laser e diodo emissor de 
luz (LED), por sua vez, vêm sendo utilizados para o alívio destes efeitos dos efeitos 
colaterais da RT. No entanto, é conhecido que este tipo de radiação também 
promove a formação de espécies reativas de oxigênio, como a RT, dependendo da 
dose de luz. Nesse contexto, o presente trabalho foi realizado para entender a 
influência da irradiação com LED's frente à radiação ionizante. Foi utilizado embriões 
de zebrafish para análise in vivo deste teste. A utilização de embriões de zebrafish 
permite a exposição dos organismos em microplacas de cultura celular, em diversas 
condições experimentais, o que facilita a utilização de várias réplicas de uma só vez, 
além de acompanhar a resposta de formação no desenvolvimento embriolarval, 
sendo este um modelo animal que apresenta 70% de semelhança genética com 
humanos. Para a realização do ensaio, foi utilizado o LED vermelho de 660 nm nos 
tempos de 1 minuto, 6 minutos e 12 minutos. Para o ensaio utilizando a radiação 
ionizante, foram utilizadas as doses de 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy e 25 Gy para 
organismos com 4 e 6 horas pós-fertilização e as doses de 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy, 40 
Gy e 50 Gy para organismos com 24 horas pós-fertilização. Os organismos foram 
observados durante 144 horas de ensaio. Para análise do embrião, além do ensaio 
com a luz vermelha e a utilização da radiação gama, foi realizado teste de 
micronúcleos que são indicadores aceitos para evidenciar como estão as células de 
um organismo vivo e como consequência sua saúde, pois é um dano genotóxico 
irreversível para a célula. Os resultados obtidos demonstraram que quanto maior a 
dose de radiação gama, maior foi a taxa de mortalidade dos organismos, e também 
ao utilizar o LED antes da exposição dos organismos da radiação gama, houve uma 
diminuição da mortalidade. A frequência de MN em organismos irradiados com 
radiação gama mostraram-se muito maiores que os valores obtidos em organismos 
irradiados apenas com o LED ou com LED associado à radiação gama. E os 
organismos que receberam LED e radiação gama posteriormente, foram os grupos 
que tiveram menor frequência de micronúcleos, sugerindo o provável efeito 
radioprotetor do LED. 

 

Palavras-chave: Danio rerio, Radiação ionizante, Diodo emissor de luz. 

 

 

 



 

                                                       ABSTRACT 

ANJOS, K.R.G. Impact of red light irradiation on Danio rerio (zebrafish) embryos 
exposed to gamma radiation. 2023. Xxp. Dissertation (Master's Degree in Nuclear 
Technology), Nuclear and Energy Research Institute - IPEN - CNEN/SP. São Paulo. 

 

Ionizing radiation (IR), which is used in the treatment of cancer patients, in 
radiotherapy (RT), can cause multiple damages to healthy cells, their components 
and molecular structures, which will depend on the type of cell irradiated and the dose 
used.  One of the consequences of this cell damage is the occurrence of mucositis 
and radiodermatitis, which are adverse effects of RT. Therefore, the search for new 
radioprotectors becomes essential. Laser and light-emitting diode (LED), in turn, 
have been used to alleviate these side effects of RT. However, it is known that this 
type of radiation also promotes the formation of reactive oxygen species, such as RT, 
depending on the light dose. In this context, the present work was carried out to 
understand the influence of LED irradiation compared to ionizing radiation. Zebrafish 
embryos were used for in vivo analysis of this test. The use of zebrafish embryos 
allows the exposure of organisms in cell culture microplates, in different experimental 
conditions, which facilitates the use of several replicas at once, in addition to 
monitoring the formation response in embryolarval development, this being a model 
animal that has 70% genetic similarity to humans. To carry out the test, a 660 nm red 
LED was used at times of 1 minute, 6 minutes and 12 minutes. For the test using 
ionizing radiation, doses of 5 Gy, 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy and 25 Gy were used for 
organisms 4 and 6 hours post-fertilization and doses of 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy, 40 Gy 
and 50 Gy for organisms 24 hours post-fertilization. The organisms were observed 
during 144 hours of testing.Keywords: Danio rerio, Ionizing radiation, Light-emitting 
diode. To analyze the embryo, in addition to the red light test and the use of gamma 
radiation, a micronucleus test was carried out, which are accepted indicators to 
demonstrate how the cells of a living organism are doing and, as a consequence, 
their health, as it is irreversible genotoxic damage. to the cell. The results obtained 
demonstrated that the higher the dose of gamma radiation, the higher the mortality 
rate of the organisms, and also when using the LED before exposing the organisms 
to gamma radiation, there was a decrease in mortality. The frequency of MN in 
organisms irradiated with gamma radiation was much higher than the values obtained 
in organisms irradiated only with LED or with LED associated with gamma radiation. 
And the organisms that subsequently received LED and gamma radiation were the 
groups that had a lower frequency of micronuclei, suggesting the probable 
radioprotective effect of LED. 

 

Keywords: Danio rerio, Ionizing radiation, Light-emitting diode. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
              De acordo com o INCA, é estimado que nos anos de 2023, 2024 e 2025 

ocorram 704 mil novos casos de câncer no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE/INCA, 

2022). Com a consequência do aumento de novos casos de câncer, há também a 

necessidade e aumento de tratamentos quimioterápicos e radioterápicos e com esta 

tendência, há a necessidade da utilização de agentes radiomodificadores. (SOUZA et 

al., 2000). 

              A radioterapia é amplamente utilizada em variados tipos de câncer, porém, 

com o tratamento radioterápico há efeitos colaterais. Grandes doses de radiação 

ionizante, podem levar a má qualidade de vida de pacientes oncológicos, interferência 

no tratamento do câncer e até no aumento das chances de óbito. (FUSISSAKI et al., 

2019; HAMA e TATE, 2019).  Com este fato, é importante e necessário novas 

pesquisas para descoberta de radiomodificadores que possam amenizar os efeitos 

colaterais da radioterapia, como mucosite e radiodermite. Artigos mostram que a 

terapia com luz de baixa potência pode ser utilizada como agente radiomodoficadora 

de efeitos da radioterapia, ou seja, da radiação ionizante (CHERKASOVA et al., 2020). 

Diodo emissor de luz (LED) e LASER (Amplificação de luz por emissão estimulada de 

radiação), são utilizados para terapia com luz de baixa potência com comprimento de 

onda entre vermelho e infravermelho, pois estes penetram mais profundo no tecido 

biológico. (SABINO et al., 2016). 

             No ambiente clínico são utilizados LASER no qual possui luz monocromática, 

colimada em que as ondas emitidas são paralelas possuindo a mesma distância e 

coerente em que a luz incide paralelamente aos seus feixes.  E também, na clínica 

diária, é utilizado o LED, que também é monocromático, coerente, mas não é 

colimado, porém o efeito é bastante parecido com o LASER, pois quando a luz é 

incidida no tecido biológico, o efeito é semelhante (HEISKANEN  et al., 2018). 

              Ao utilizar a luz de baixa potência para terapias, há a formação de espécies 

reativas de oxigênio, em que surgem da instabilidade dos elétrons desemparelhados, 

fazendo com que tenha uma alta reatividade com moléculas biológicas, aumentando 

a atividade celular. Então, a associação da luz junto com a radiação ionizante, pode 
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haver a proteção ou sensibilização do tecido celular, e isto vai depender da dose de 

luz utilizada. (CHUNG et al.,2012). 

              Os estudos pré-clínicos são extremamente essenciais para que 

posteriormente os estudos clínicos sejam realizados e se obtenha avanço de novos 

tratamentos e tecnologias e o zebrafish (Danio rerio) vem sendo utilizado como 

modelo pré-clínico em estudos envolvendo fármacos, ecotoxicologia, neurologia e 

outras áreas (CARTNER et al., 2019). O zebrafish é um peixe tropical de água doce, 

teleósteo, que atinge o tamanho de até 4 cm em sua fase adulta. É um peixe que 

possui o genoma parecido com o dos humanos, além do reparo de DNA (SCHNEIDER 

et al., 2009). O zebrafish possui uma reprodução bastante rápida e em 48 horas de 

vida a 72 horas, o embrião passa para o estado larval, sendo possível observar seu 

desenvolvimento e seus órgãos, pois o embrião é transparente assim como a larva. 

Em um estudo mais recente, foi evidenciado que os embriões e larvas de zebrafish 

que foram expostos à radiação gama, demonstraram ser sensíveis à radiação 

ionizante, desenvolvendo alterações importantes no seu desenvolvimento e também 

aumentando a chance de danos (DAMASCENO, 2019).  

               Uma das vantagens de se utilizar o zebrafish como modelo animal em 

pesquisas é a possibilidade de ter vários ovos em um único ensaio, tendo várias 

réplicas e também diferentes condições para análise dos testes, possibilitando a 

realização em curto tempo. Outro fato importante é que a utilização do zebrafish 

coloca em prática o princípio dos 3 R’s que é reduzir, refinar e substituir os mamíferos 

bastante utilizados em pesquisa, além de seu custo ser bem menor, sua reprodução 

mais rápida quando comparado com a utilização de roedores, por exemplo, e o fato 

do tempo de pesquisa ser menor, consequentemente (DAMMSKI et al., 2011). 

               Tem crescido o número de estudos que usam o zebrafish para avaliar 

alterações morfológicas com uso de substâncias como drogas e álcool, além da 

análise comportamental que estes estudos proporcionam, podendo fazer 

comparações com o padrão humano, O fato de o embrião ser transparente também 

se torna a grande vantagem para análise de alterações morfológicas quando são 

expostos à diferentes substâncias (DAMMSKI et al., 2011).  

              Assim, é importante que a busca por agentes radiomodificadores com a 

utilização deste modelo animal, como foi proposto no presente estudo, seja realizada 
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para descoberta de novos tratamentos, tecnologias e aprofundamento de 

conhecimento.  
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 2 OBJETIVO 

 
              O objetivo deste projeto é investigar o papel radiomodificador da radiação 

LED de emissão vermelha em embriões de Danio rerio expostos à radiação gama. 

              Objetivos específicos: 

● Obter a DL50 (dose letal mediana) da radiação gama em embriões de Danio 

rerio; 

● Determinar a influência da irradiação com LED em embriões de 

Danio rerio expostos à radiação gama; 

● Determinar a frequência de micronúcleos em embriões de Danio rerio 
irradiados com LED e radiação gama. 
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 3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

          3.1 Câncer 

 

             O câncer é uma das doenças mais recorrentes em todo o mundo, sendo um 

dos mais recorrentes motivos de morte, é, portanto, um grande causador de baixa da 

expectativa em todos os países. Em praticamente todos os países ao redor do mundo, 

esta doença é a causa primária ou secundária de morte antes dos 70 anos. As 

consequências de novos casos ao passar dos anos e da mortalidade do câncer está 

crescendo aceleradamente em todo o mundo (SUNG et. al., 2021). 

            Para o Brasil, estima-se que nos anos de 2023 a 2025 acontecerão 704 mil 

casos novos de câncer e estima-se que o número de casos novos de câncer da 

cavidade oral é de 15.100 casos, no Brasil, nos anos de 2023 a 2025, no qual 4.200 

dos casos ocorrerá no sexo feminino e 10.900 dos casos, acometerá o sexo 

masculino. (MINISTÉRIO DA SAÚDE/INCA, 2022.) 

 

          3.2 Radiação ionizante 

 

            A radiação ionizante é resumida como uma energia suficiente para liberar 

elétrons de um átomo, fazendo com que este átomo fique carregado; na radiação não 

ionizante como, por exemplo, luz visível, ondas de rádio ou radiação ultravioleta, não 

há energia suficiente para tirar os elétrons. Há duas formas de ionização: a direta e 

a indireta. Na ionização direta, há a interação entre cargas elétricas, como no caso 

das radiações alfa e beta. Já no caso da ionização indireta, não há 

interação entre cargas elétricas, iguais ocorre na radiação gama, nos raios X e 

também na emissão de nêutrons (SPINELLI, 2006). 

            Na radiação gama (γ) há a formação de ondas eletromagnéticas emitidas por 

núcleos instáveis e adianta há a emissão de uma partícula alfa ou beta (α ou β). Então, 

após o decaimento, o radionuclídeo-filho, recém formado, ainda permanece com 

energia em excesso. Para dissipar esta energia, há emissão de raios gama. 

(SPINELLI, 2006). 
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          3.3 Efeitos biológicos da radiação 

 

              Quando há exposição à radiação, muitos fatores devem ser levados em 

consideração: dose e tempo, forma de exposição e condição biológica. Abaixo, estão 

explicados os fatores mais relevantes que são considerados quando se quer analisar 

o potencial de interação com a matéria biológica (OKUNO, 2007). 

             Dose de radiação em relação ao tempo: quanto maior for a dose de radiação, 

maior será o efeito dela. No entanto, isto é modificado quando há o fracionamento 

desta dose. A dose pode ser elevada se for em uma única exposição, porém, pode 

ser irrelevante se esta mesma dose for fracionada ao longo do tempo (OKUNO, 2007). 

               Em relação à forma de exposição: uma dose pode ter o efeito distinto se for 

originada de uma partícula ou de fótons. As partículas possuem um baixo poder de 

penetração, e a proteção deste tipo é mais simples, ao contrário da exposição com 

fótons. A forma de resposta de um radiofármaco é diferente se for injetado na 

circulação tendo como objetivo produzir uma imagem ou ser captado por variados 

tipos de células cancerígenas (TAUHATA et al., 2014). 

               Algumas condições biológicas favorecem o dano causado pela radiação, 

enquanto outras acabam limitando este dano. Um grande exemplo são os estágios 

iniciais de desenvolvimento do embrião, que são os mais sensíveis à radiação. Já nos 

tecidos de um adulto, células epiteliais que possuem divisão rápida, como é o caso do 

intestino delgado, são muito mais sensíveis à radiação do que as células do tecido 

muscular. Outro fator a ser levado em consideração é um ser humano que possui altos 

níveis de estresse ambiental, como: desnutrição, estresse, reprodução, doença, este, 

provavelmente será mais vulnerável quando comparado ao indivíduo sadio. (DAFRE, 

2013). 

              A radiação pode atuar em diversos níveis, como: componentes das células, 

células, tecidos, organismos e até populações inteiras. As lesões produzidas no DNA 

(ácido desoxirribonucleico) são as que mais causam consequências, porém estas 

lesões podem ocorrer também em fosfolipídeos de membrana ou proteínas, além de 

outros componentes. (DAFRE, 2013). 
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             Quando há produção de lesões no DNA, esse é considerado um efeito direto. 

A lesão é uma alteração na estrutura do DNA. O DNA de um cromossomo pode ser 

quebrado em duas partes (quebra dupla na fita do DNA) ou pode ser uma quebra 

simples, quando uma das fitas do DNA é rompida. Há também, a possibilidade de ter 

ligação entre duas fitas de DNA, o que é conhecido como “crosslink”, quando um 

agente intercalante, ou seja, sensibilizador estiver presente. Quando ocorre este caso, 

as fitas não podem mais se separar e a célula acaba perdendo a capacidade de fazer 

a divisão, tendo como consequência até a morte celular, devido a esta lesão. As bases 

que são componentes do DNA podem ser retiradas ou ser alteradas quimicamente 

para diversos derivados. Em quebras duplas no DNA há maior complicação no reparo 

e podem gerar cromossomos anormais até a perda de partes de cromossomos. 

(DAFRE, 2013). 

             No efeito indireto da radiação, ocorre a produção de substâncias que são 

lesivas, como, por exemplo, os radicais livres. Estes, arrancam elétrons de moléculas 

importantes para o funcionamento celular: DNA, proteínas, lipídeos de membrana. Os 

antioxidantes levam a diminuição nos danos causados pela radiação de efeito indireto, 

pois estes, na maioria das vezes envolvem a ação de radicais livres. (DAFRE, 2013). 

          3.4 Radiomodificadores 

 

           Os radiomodificadores atuam por vezes como radioprotetores ou 

radiossensibilizadores, e em alguns casos como ambos em tecidos diferentes e isto 

vai depender de diferentes fatores metabólicos. Um radiomodificador que atua como 

radioprotetor é caracterizado assim por ser administrado antes da exposição à 

radiação ionizante, fazendo a proteção do tecido normal. Quando o radiomodificador 

atua como radiossensibilizador, ele possui a capacidade de sensibilizar o tecido 

normal à radiação ionizante. (SOUZA et al., 2000). 
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          3.4.1 Radiossensibilizadores 

 

            Os radiossensibilizadores são conhecidos como compostos 

radiomodificadores e radiossensibilizadores e são decorrentes da descoberta que, no 

princípio do século passado, os tecidos irradiados na ausência de Oxigênio (O2) 

apresentavam uma resistência de 2,5 a 3 vezes maior que tecidos irradiados na 

presença deste gás. Como consequência destas descobertas, pesquisas foram 

iniciadas em busca de protocolos que pudessem ser úteis no tratamento de tumores 

e na década de 1950, foi apresentado o primeiro modelo de hipóxia em tumores 

(BUMP et al., 1983). 

 

          3.4.2 Radioprotetor 

 

             Como foi descrito anteriormente, alguns compostos quando associados à 

radiação oferecem resultados positivos no combate a tumores, algumas vezes é 

necessário reduzir os efeitos colaterais da radiação ionizante nos organismos. Então, 

nestes casos, usa-se outra classe de radiomodificadores, que são os radioprotetores. 

Os radioprotetores são administrados antes da exposição à radiação ionizante, tendo 

como finalidade reduzir os danos resultantes da mesma, podendo ser sintéticos ou 

naturais (JAGETIA & BALIGA, 2002). 

             Os compostos que são classificados como radioprotetores, ou seja, que 

possuem ação radioprotetora, devem ter sua atuação evitando danos aos órgãos e 

tecidos, não serem tóxicos ou apresentarem baixa toxicidade, demonstrando uma 

proteção relevante contra os efeitos da radiação. Outro ponto importante é que estes 

não devem se acumular e produzir danos irreversíveis, devem possuir um extenso 

período de proteção, devem poder ser administrados com outras drogas, podendo ser 

armazenados de 2 a 5 anos em condições normais ou extremas, e também serem 

tolerados e não interferir com o comportamento (JAGETIA & BALIGA, 2002). 
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 3.5 Histórico LED 

 

             A grande descoberta do diodo emissor de luz (LED), está diretamente ligada 

a dois nomes: Henry Joseph Round do laboratório de Marconi que observou o 

fenômeno de eletroluminescência em 1907, no qual era usado um detector e um cristal 

de carboneto de silício (ROUND, 1907). O segundo nome é do cientista Russo, Oleg 

Vladimirovitch Losev, que em seus artigos científicos, publicados entre 1924 e 1930, 

forneceu um estudo abrangente sobre o LED e delineou as suas aplicações. Suas 

pesquisas realizadas foram publicadas em revistas da Alemanha, União Soviética e 

Inglaterra, porém estas não foram colocadas em prática durante algumas décadas 

(LEE, 2003; ZHELUDEV, 2007). Oleg entendeu a natureza fria, ou seja, não térmica 

da emissão do LED, mediu o limiar de emissão de luz e também entendeu que a 

emissão está relacionada à ação de diodo e foi medido, com detalhes, a dependência 

tensão-corrente característica do dispositivo eletrônico. 

              No começo da década de 70, os semicondutores surgiram, possibilitando 

acesso à tecnologia de baixo custo, simples manuseio e com respostas terapêuticas. 

Primariamente as substâncias semicondutoras utilizadas eram o arseneto de gálio 

(GaAs), porém com os avanços tecnológicos houve a possibilidade do uso de 

materiais novos como semicondutores: InGaAsP e AlGaInAs (SCHUBERT, 2006). Os 

LEDs são a junção de duas ou mais substâncias semicondutoras distintas, n – doped 

e p – doped. O n – doped possui grande quantidade de elétrons e o p – doped possui 

carência de elétrons ou buracos, sendo que os elétrons n – doped se conectam aos 

buracos do elemento p – doped (HALLIDAY et al., 2009). Impurezas ou dopagem são 

resultantes da alteração do desempenho dos condutores que ocorre em consequência 

à substituição de átomos. Semicondutores dopados com átomos doadores de elétrons 

da banda de condução ou tipo (n) são carregados negativamente. Os semicondutores 

contendo átomos aceitadores são do tipo (p), ou seja, carregam uma carga positiva. 

mostram buracos na banda de valência. A interação eletrônica que ocorre entre o 

material que retira elétrons e a carga doadora contribui para a liberação espontânea 

de fótons do LED (HALLIDAY et al., 2009). Os LEDs emitem comprimentos de onda 

entre 247 e 1300 nanômetros, do espectro ultravioleta ao espectro infravermelho. O 

LED possui luz monocromática, luz que não é coerente e não é colimada, porém, suas 

respostas terapêuticas não são distintas quando comparado ao LASER (DOURADO 
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et al., 2011). Há reparo (MEYER et al., 2010), cicatrização de ferida, alívio da dor e 

inflamação (DUJOVNY et al., 2017), proteção contra o estresse oxidativo nos 

processos inflamatórios (SILVEIRA, et al., 2016), terapia adjuvante no esporte, 

depilação, reparo tecidual, e tumores epiteliais (FERRARESI et al., 2016). 

 

          3.5.1 Interação do LED e laser com o tecido biológico 

 

             A capacidade de absorbância, refração, reflexão e espalhamento, são fatores 

que estão associados às interações entre os fótons do LED e LASER e os tecidos 

biológicos. Na absorbância, o fóton que é emitido pelo LED e LASER divide sua 

energia com receptores fotossensíveis à luz, que são chamados de cromóforos. Esses 

cromóforos agem como catalisadores através de uma reação fotoquímica. (KARU, 

1988; KOLESAROVÁ, 1999). A interação do LED e LASER com o tecido biológico é 

baseada em mecanismos e respostas chamadas fotobiomoleculares. A capacidade 

de absorção e espalhamento entre os tecidos alvos são eventos primordiais. A 

mitocôndria é necessária para desencadear a cascara de sinalizações e alterações de 

propriedades da oxidação de enzimas terminais da cadeia respiratória, sendo 

citocromo C oxidase ou IV complexo da cadeia de transporte de elétrons, e moléculas 

especializadas: porfirinas e flavoproteínas (BEAUVOIT et al., 1995; MCBRIDE et al., 

2006; TATA e WAYNANT, 2011; KARU, 1999; FERRARESI et al., 2016). É esperado 

que haja produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) na fotobiomodulação. A 

ROS (espécies reativas de oxigênio) é grandemente tóxica na terapia fotodinâmica 

(PTD) no qual há grande produção de ROS. No entanto, LED e LASER de baixa 

potência, há pouca produção de ROS quando o tecido biológico é irradiado com 

energias de Joules ± 4 J/cm2 (LAVI et al., 2003; LUBART et al., 2005). A ROS vai 

funcionar como sinalizador bioquímico extremamente relevante para mediar as 

atividades celulares, como: proliferação e síntese de proteína e transdução. Quando 

peróxido de hidrogênio (H2O2) ou superóxido (O2-) são produzidos em pouca 

quantidade, há o aumento transitório de Ca2+ celular responsável pela sobrevivência 

celular. No entanto, as altas doses de cálcio podem ser extremamente tóxico para as 

células e também, a produção de O2- e H2O2 podem proporcionar a produção do 

radical hidroxila (OH-), que é altamente letal aos organismos vivo por meio das 

reações de Fenton ou Haber-Weiss (LAVI et al., 2003; LUBART et al., 2005). A água, 
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hemoglobina e melanina são os principais cromóforos que vão impedir que o fóton 

adentre ao tecido. A água absorve mais luz em comprimento de ondas acima de 1300 

nm fazendo a penetração ao tecido prejudicada e a melanina absorve mais luz em 

comprimento de ondas abaixo de 830 nm. O infravermelho próximo está na faixa do 

espectro ideal para penetrar ao tecido (figura 1) (PRYOR e MILLIS, 2015). 

 

Figura 1 - Profundidade de penetração dos diferentes comprimentos de onda. 

Fonte: NETO, J.A., 2023 

 

             Comprimentos de onda de até 600 nm de LED e LASER, apresentam alta 

absorção em cromóforos: melanina e hemoglobina. Os comprimentos de onda entre 

600-700 nm são utilizados com grande frequência para tratamento de tecidos 

superficiais (figura 2). 
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Figura 2 – Espectro de absorção dos cromóforos da pele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: NETO, J.A., 2023. 

 

          3.6 Danio rerio (zebrafish) 

 

             O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish é um peixe que possui 

origem no Sul da Ásia, que vive em água doce, com hábitos noturnos, possui alta taxa 

reprodutiva, sua fecundação é externa, boa adaptação para a criação em cativeiro e 

o seu embrião é transparente, possuindo um desenvolvimento rápido, com evolução 

de embrião para estágio de larva entre 48 horas a 72 horas. Este peixe chega em seu 

estágio adulto aos 3 meses de vida e sua expectativa de vida média é de 4 anos 

(SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). 

              No ano de 1934, o Danio rerio foi utilizado na ciência (CREASER, 1934), 

porém só em 1981, após a publicação do trabalho de George Streisinger e sua equipe 

que este modelo animal passou a ser popularizado, onde foram descritos métodos 

para gerar mutações por meio de ginogênese (STREISINGER et al., 1981).  

Entretanto, o modelo animal zebrafish, consolidou-se no ano de 1996, no qual tiveram 

diversas publicações sobre os genes e mutações. Já no Brasil, só após 3 anos foi 

publicado um artigo que usava o zebrafish como modelo animal e também foi o peixe 

transgênico principiante (FIGUEIREDO et al., 2007). Nos dias atuais, há diferentes 
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frentes de pesquisas que utilizam o zebrafish como modelo animal, para variadas 

áreas de estudo como meio ambiente, ecologia, toxicologia, farmacologia, 

comportamental e outros.  

      Figura 3 – Peixe Danio rerio adulto 

 

        Fonte: autora da dissertação. 

             Um dos motivos para o aumento do uso de zebrafish como modelo animal se 

dá pelo seu modelo genético, pois o genoma dessa linhagem é parecido com o do ser 

humano, além de que os primeiros dias de desenvolvimento após fertilização, o 

embrião possui transparência, o que facilita a visualização do seu desenvolvimento.  

             Um fator bastante relevante é o zebrafish possui alta taxa de reprodução, 

fazendo com que os testes e pesquisas sejam em grande escala e sejam mais 

fidedignos (D’AMORA; GIORDANI, 2018). Diversos artigos relatam algumas 

mudanças genéticas do zebrafish, com isso há a possibilidade de indução de 

mutações para diferentes fins como: patologias e também na parte neurológica. (GAO 

et al., 2017; LEE et al., 2021). 

              A espécie zebrafish possui preferência por viver em sociedade, formando 

cardumes pequenos. A fêmea geralmente libera hormônios inibitórios, fazendo com 

que a hierarquia seja evidente em relação a outras fêmeas, impedindo-as de liberar 

feromônios na fase de ovulação. Há também fêmeas que brigam para exercer a 

hierarquia e isso muitas vezes pode interferir de maneira direta na reprodução. Os 

feromônios liberados pelas fêmeas são atrativos para os machos e no momento da 

reprodução. Os machos, por sua vez, liberam hormônios para induzir a ovulação das 
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fêmeas, fazendo com que a quantidade de embriões seja maior, e consequentemente 

sua qualidade também, diferente de fêmeas que não vivem em sociedade 

(LAWRENCE e HARPER, 2016). Seu ciclo circadiano deve ser respeitado, sendo 

utilizado geralmente um ciclo de 14 horas de claro e 10 de escuro. Estes fatores são 

extremamente importantes a serem seguidos, pois sua qualidade de vida e seu 

comportamento dependem deste padrão (LAWRENCE, 2007). 

              Além de outras características mencionadas anteriormente, existem outros 

fatores como: baixo custo, tolerância alta de variações do ambiente e facilidade de 

manutenção, que são características relevantes para a utilização do zebrafish como 

modelo animal em pesquisas (LAWRENCE, 2007). Em 2013, um estudo mostrou que 

71% dos genes que codificam proteínas no genoma humano, possuem correlação 

com os genes encontrados no peixe zebrafish, sendo que 84% dos genes, estão 

associados a doenças de humanos (HOWE et al., 2013). 

           3.6.1 Genética do zebrafish 

 

              Especificamente, seu desenvolvimento embrionário acontece dentro de 72 

horas, passando depois para fase larval, possuindo seu desenvolvimento externo ao 

corpo materno. O desenvolvimento embrionário passa por as seguintes fases: zigoto, 

clivagem, blástula, gástrula, segmentação, patologias, realizando bloqueio gênico e 

mutações (SIEBEL; BONAN, 2015). Na fase de faríngula o zebrafish já possui 

musculatura e alguns órgãos como o coração. Na fase larval, ele já possui 

praticamente todas as estruturas de seu organismo (SIEBEL; BONAN, 2015). Abaixo, 

na figura 4, estão demonstrados os diferentes modelos de animais utilizados em 

pesquisa e suas diversas vantagens. 

 

 

 

 



32 
 

Figura 4 - Comparação de vantagens entre modelos animais para uso de análise de toxicidade. 

 

Fonte: Medrades, J.P., 2023. 

         3.6.2 Fish Embryo Toxicity (FET – Test) 

 

             No ano de 2013, foi criado o Fish Embryo Toxicity (FET) que foi preconizado 

para testes embriotoxicológicos agudos (OECD n° 236, 2013). Para realização do 

teste é utilizado os embriões fertilizados, alguma substância de teste, controle positivo 

e negativo e, geralmente, 5 concentrações da substância teste. Kimmel et al., (1995) 

demonstraram o desenvolvimento embrionário e larval do zebrafish, demonstrado na 

Figura 5, e que é utilizado atualmente como base para embriotóxicos. 
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Figura 5 - Processo de desenvolvimento embrionário do zebrafish (Danio rerio) adaptado de 

Kimmel et al. (1995). Embriogênese em 72 horas pós-fertilização (hpf): (1) o zigoto, (2) clivagem, 

(3) blástula, (4) gástrula, (5) segmentação, (6) faríngula, (7) e os períodos de incubação 

(eclosão). 

 

 

 

                Fonte: Piau, T.B., 2021. 
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         3.7 Estudos toxicológicos  

 

            Estudos toxicológicos são responsáveis por entender os efeitos prejudiciais 

que foram e são provocados por algum agente tóxico. Em testes de toxicidade é 

possível avaliar alterações que ocorrem em algum organismo biológico após serem 

expostos a alguma substância. Alterações decorrentes de exposição a diferentes 

substâncias tóxicas podem ser irreversíveis ou não, provocando algum efeito na 

molécula, na célula, no tecido e até no órgão dos organismos vivos, podendo em 

alguns casos, levar à morte (CHOUERI, 2015). Muitos protocolos para ensaios 

toxicológicos, como o FET teste mencionado anteriormente são recomendados pela 

Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD), ensaios estes que 

são aceitos positivamente pela comunidade científica. 

           3.7.1 Biomarcadores genéticos 

 

             Estudos toxicológicos utilizam biomarcadores para avaliar o efeito das 

substâncias testadas, contaminantes de meio ambiente e os biomarcadores genéticos 

são os mais utilizados pois apresentam dano genotóxico (CHOUERI, 2015).  E estes 

biomarcadores podem ser celular, fisiológico, bioquímico e até comportamental. São 

encontrados em tecidos, fluidos ou comportamento do organismo após ou durante 

exposição da substância ou contaminante (CHOUERI, 2015). Biomarcadores são 

interessantes, pois as substâncias estranhas em contato com o organismo podem 

causar mutações, podendo ser de origem teratogênica, hereditária e até mesmo 

cancerígena (MITCHELMORE e CHIPMAN, 1998).  

            Algumas moléculas são capazes de transpassar a carioteca e fazer interação 

direta com o DNA, causando desnaturação e degradando a dupla hélice, e 

consequentemente produção de micronúcleo e aduto (BERRA, 2008). Com a 

presença de moléculas tóxicas, há sua instabilidade e reatividade e esta molécula se 

liga a lipídios, bases nitrogenadas e proteínas, fazendo a quebra das ligações, 

prejudicando a estrutura de origem. Danos como este são classificados como 

biomarcadores de resposta biológica, são bastante precisos e com grande 

sensibilidade, podendo ser utilizados em ensaio cometa, alterações nucleares e teste 

de micronúcleo, dependendo da necessidade do estudo (SADAUKAS-HENRIQUE et 

al., 2014). 
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          3.7.2 Micronúcleos 

 

              Os micronúcleos (MNs) são corpos pequenos e extranucleares que se 

originam de cromossomos acêntricos ou de fragmentos de cromátides durante a fase 

conhecida como anáfase e pela segregação retardada de cromossomos também 

durante a anáfase, que por sua vez, não estão inclusos no principal núcleo durante a 

fase telófase  (FENECH et al., 2011; LUZHNA et al., 2013 ). Os agentes tóxicos fazem 

a indução de quebras de cadeia de DNA que não são reparadas ou mal reparadas, 

fazendo com que apareçam cromátides ou fragmentos dos cromossomos que não se 

aderem às fibras do fuso mitótico e não se ligam ao núcleo principal, formando, então 

o micronúcleo (MN) (FENECH et al., 2020). 

              Com a formação de MN, ele pode ter alguns destinos como: extrusão pela 

célula; degradação do MN por autofagia; reincorporação no núcleo principal; ruptura 

do envelope nuclear do MN; persistência, mantendo por um ou mais ciclos e até 

mesmo as células com MN podem ser eliminadas por apoptose (GUO et al., 2019).  

 

           3.7.3 Testes genotóxicos 

 

              A Genotoxicidade é resumida como alterações no material genético, devido 

a exposição a substâncias que são capazes de produzir este dano. De acordo com a 

OECD de 2016, no protocolo de número 487 (OECD, 2016), os efeitos genotóxicos 

listados são: alterações danosas no DNA ou cromossomos, como mutações gênicas, 

modificações e ligações de nucleotídeos, aberrações cromossômicas e alterações 

cromossômicas numéricas, rearranjos quebras e deleções.  

           3.7.4 Teste do micronúcleo e anormalidades nucleares  

 

           Com a atividade transcricional que é reduzida, devido a má formação do 

complexo nuclear e também na falha na importação nuclear, os micronúcleos geram 

um dano para a célula (SADIQUL et al., 2016). Além da avaliação da frequência de 

micronúcleo (MN), há também a possibilidade de avaliar a frequência de anomalias 

nucleares, que neste caso, possuem relação com erros que ocorrem durante a mitose 

e morte celular (FENECH, 2000).   

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749121016018#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749121016018#bib70
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749121016018#bib55
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              Algumas das anormalidades nucleares são conhecidas como: cariorréxis que 

é a fragmentação destrutiva do núcleo de uma célula morta, cariólise que é a 

dissolução completa da cromatina de uma célula moribunda devido à degradação 

enzimática produzida por endonucleases, binucleação no qual a célula apresenta dois 

núcleos, que possuem aproximadamente o mesmo tamanho, e, vacúolos nucleares 

que é uma cavidade dentro do limite nuclear (CARRASCO et al., 1990; SADIQUL et 

al., 2016). Sendo assim, MN e anormalidades nucleares são indicadores aceitos para 

evidenciar como estão as células de um organismo vivo e como consequência sua 

saúde (ERGENE et al., 2007; SADIQUL et al., 2016) pois é um dano genotóxico 

irreversível para a célula (DEPLEDGE; FOSSI, 1994; SADIQUL et al., 2016).   
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 4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

          4.1 Aprovação no Comitê de Ética 

 

             Foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto 

de Pesquisas Energéticas e Nucleares, registrada com o nº 01/21 a utilização do 

zebrafish como modelo animal. 

         4.2 Criação e Manutenção do Modelo Experimental  

 

             Os peixes adultos foram adquiridos através de doação da Companhia 

Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB). Após ter sido realizado o transporte 

adequado dos peixes até o Centro de Química e Meio Ambiente (CEQMA), os peixes 

passaram por aclimatação. O saco de transporte foi lavado por fora e retirado uma 

pequena quantidade de água de seu interior, deixando o suficiente para cobrirem os 

peixes confortavelmente. O saco foi adicionado dentro do aquário com água, de 

maneira que ficasse flutuando, dando início a aclimatação para que a temperatura se 

igualasse. Após 15 minutos de flutuação, foi adicionado um pouco de água do aquário, 

a cada 5 minutos, até que o volume de água do saco fosse triplicado para equiparar o 

pH. Após este processo foi averiguado a temperatura e pH, assim os peixes foram 

colocados dentro do aquário, sem a água do saco para que não houvesse grande 

concentração de amônia. O pH da água foi mantido entre 7.0 e 8.0 e temperatura para 

cada aquário foi mantida entre 26 a 27 ºC com o laboratório climatizado e a oxigenação 

da água foi realizada através do filtro com bomba (AquaOne) como ilustrado na Figura 

6. 
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Figura 6 – Filtro com bomba do aquário. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora da dissertação. 

 

 

             Os peixes eram alimentados com ração floculada (TetraMin) 2 vezes ao dia, 

e com artêmias que eram recentemente eclodidas e filtradas. Para o processo de 

eclosão das artêmias, que são comercializadas em ovos, era utilizado 1 L de água 

deionizada com Cloreto de sódio, sendo aeradas durante 24 horas. O ciclo circadiano 

ideal de luz no laboratório para o zebrafish é geralmente definido em 14 horas de luz 

e 10 horas de escuridão completa (MATTHEWS et al., 2002).  Este ciclo de claro-

escuro imita o ambiente natural sendo o ideal para manutenção do relógio circadiano 

do zebrafish. Para o ciclo claro-escuro, foi utilizado um temporizador que foi 

programado para ficar 14 horas com luz e 10 horas de escuro, ou seja, ele liga e 

desliga automaticamente. (LAMMER et al., 2009). 
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          4.3 Reprodução zebrafish 

 

            Para a desova, os organismos devem ter entre 4 e 24 meses de idade. Os 

machos e as fêmeas devem permanecer separados por um período de 7 a 14 dias 

antes do acasalamento. Os peixes para reprodução foram mantidos em aquários de 

reprodução em uma proporção de 1 fêmea para 2 machos, separados por uma 

divisória acrílica transparente que continham perfurações, sendo possível a troca de 

água contendo feromônios entre eles, o que estimula o acasalamento. (ABNT, 2011). 

            No aquário de reprodução foram colocadas plantas artificiais para simular o 

ambiente natural (Figura 7). A reprodução é mais favorável para ocorrer durante o 

início do dia. A reprodução ocorria no período da manhã, quando se adentrava ao 

laboratório e ligava-se a iluminação simulando a luz do dia e retirava-se a divisória 

transparente e assim aguardava-se 40 minutos e se a reprodução ocorria os ovos 

eram depositados ao fundo do aquário. 

            Os ovos eram retirados com pipeta pasteur e transferidos em uma placa de 

petri que continha meio embrionário (40 ml da solução de NaCl, KCl, CaCl2+2H2O, 

MgSO4 7H2O, diluídos em 2 L de água deionizada (Figura 8). Com o auxílio de um 

microscópio lupa, visualizava-se os ovos fertilizados e não fertilizados, sendo os 

fertilizados separados para realização do teste. Os ovos fertilizados eram transferidos 

para uma placa de 24 poços, um ovo em cada poço com 2 ml de meio embrionário 

em cada poço. 

Figura 7 – Aquário de reprodução utilizado nos ensaios com zebrafish. 

 

 

 

 

 

 

 

                   Fonte: autora da dissertação. 
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Figura 8 – Preparo da solução para o meio embriônico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

          4.4 Ensaio com a utilização do LED 

 

               Para a realização do ensaio utilizando somente o LED, os ensaios foram 

realizados em triplicata e os ovos fertilizados transferidos em placa de 24 poços, eram 

submetidos a irradiação de LED vermelho (660 nm) com 30 mW, durante 1, 6 e 12 

minutos, o que resultava em 1,8 J, 10,8 J e 21,6 J. Para a irradiação do LED vermelho, 

utilizou-se o emissor de LED (Figura 9) (LEDBox – BioLambda). 
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Figura 9 – Equipamento emissor de LED 660 nm (LEDbox). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

             Em cada poço era depositado 2 ml de água embrionária. Ainda não se sabe 

ao certo o tempo e os mecanismos da irradiação do LED nos embriões e, por este 

motivo, foram utilizados organismos de diferentes horas pós fertilização (hpf) que, 

consequentemente, estavam em diferentes estágios de desenvolvimento 

(DAMASCENO, 2019). Após a colocação de um embrião em cada poço, aguardava-

se o organismo atingir 4 horas pós fertilização e assim realizava-se a irradiação com 

o LED. Ao atingir 6 horas pós fertilização, outras placas eram irradiadas e com 24 

horas pós fertilização, mais placas de 24 poços contendo os organismos eram 

irradiadas. 

        4.5 Dose letal mediana da radiação gama 

            Para realização da determinação da dose-letal média da radiação gama, os 

ovos fertilizados foram transferidos em placa de 24 poços e foram submetidos à 

irradiação gama. Os ensaios utilizando radiação gama foram realizados em triplicata. 

Os organismos de 4 hpf e de 6 hpf recebiam as respectivas doses: 5 Gy, 10 Gy, 15 

Gy, 20 Gy e 25 Gy e os organismos com 24hpf receberam 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy, 40 

Gy e 50 Gy. Para isso foi utilizado o Gammacell, do Centro de Tecnologia das 

Radiações (CETER), que está representado na Figura 10.  
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Figura 10 – Irradiador de radiação gama tipo Gammaecell. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Fonte: autora da dissertação. 

 

              Em cada poço era depositado 2 ml de água embrionária com um embrião em 

cada poço. Todos os grupos Controle, LED e Radiação Gama foram observados em 

microscópio invertido durante as 144 hpf e foram anotadas a quantidade de mortes e 

a presença de alterações nos batimentos cardíacos, deformações da coluna cervical, 

edema do pericárdio e edema do saco vitelínico, sendo estes parâmetros 

preconizados no teste embriotoxicológico agudo. (OECD n° 236, 2013). 
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         4.6 Ensaio associando LED com radiação gama 

            Para o ensaio do LED com radiação gama, os ovos fertilizados eram 

transferidos em placa de 24 poços e foram submetidos a irradiação com LED em 1 

minuto, 6 e 12 minutos. E após a irradiação com o LED, foi feita a exposição com 

radiação gama, 10% da DL50 em um ensaio e DL50 de radiação gama em outro ensaio. 

O processo foi igual ao realizado nos ensaios de LED e radiação gama. A mesma 

análise foi realizada e a exposição foi feita nos mesmos tempos pós-fertilização: 4 hpf, 

6 hpf e 24 hpf. 

 

         4.7 Citometria de fluxo para quantificação de micronúcleos 

 

          Os organismos de Danio rerio, do grupo LED, Grupo Radiação Gama e Grupo 

LED + Radiação Gama foram dissociados segundo o protocolo de Bresciani et al., 

2018, descritos todos os passos abaixo e o como controles negativos, foi utilizado o 

meio embrionário, controles recomendados pela OECD para avaliações com o D. rerio 

(OECD, 2013). 

           4.7.1 Dissociação de organismos de Danio rerio na fase larval 

 

          O teste de micronúcleos foi realizado com o organismo no estágio larval com 

144 horas pós fertilização. O primeiro passo consistia em ressuspender a colagenase 

em PBS na proporção de 100 mg/ml e após eram feitas alíquotas de 40 µl e 

armazenados em -20°C. Para o segundo passo, foi feito o preparo do DMEM-10% 

FBS e equilibrado a 30°C.  

           Foi utilizado para o preparo da mistura de dissociação 480µl de 0,25% tripsina-

EDTA + 20µl de Colagenase 100 mg/ml (para embriões com 6 dpf). Após o preparo 

da mistura de dissociação, era feita a eutanásia dos organismos com tricaína 

metanossulfato, então eram transferidos 20 embriões de cada grupo em um tubo de 

1,5 ml e lavado 2 vezes com PBS. Depois da remoção do PBS, era adicionada a 

mistura de dissociação, feita a homogeneização mecânica dos organismos utilizando 

pipeta, até que o tecido não fosse mais visível. Foi levado à centrífuga (Figura 11) por 
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5 minutos em 700 rpm em temperatura ambiente e depois da centrifugação o pellet 

era visível. Descartava-se o sobrenadante e após era ressuspendido o pellet com 1 

ml de PBS.  

Figura 11 – Centrífuga utilizada para realizar o processo de dissociação dos embriões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

            Toda a amostra foi filtrada utilizando cell strainer (Figura 12) de 70 µl em um 

tubo de 50 ml e o filtro foi lavado com 500 µl de DMEM-10% FBS. Cada tubo recebeu 

uma solução de corante de monoazida de brometo de etídio (EMA) (Thermo-Fisher 

Scientific, E1374) em uma concentração de 8,5 μg/ml diluída em PBS suplementado 

com 2% de soro bovino fetal. 

   Figura 12 – Tubos de 50 ml com os filtros (cell strainer). 

 

 

 

 

 

 

   Fonte: autora da dissertação. 
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           Os tubos foram transferidos, abertos e dispostos em uma caixa de isopor 

contendo gelo sendo expostas a uma fonte de luz de led azul por 30 minutos para a 

fotoativação do composto, o que associa o corante irreversivelmente ao DNA das 

células inviáveis, que possuem a membrana com a integridade comprometida. Este 

procedimento tem como objetivo rotular eficientemente as células que não devem ser 

incluídas na contagem de núcleos e micronúcleos. Após este passo, as células 

receberam PBS com 2% de soro bovino fetal e foram centrifugadas para remoção de 

corante livre. Foram realizadas duas etapas de lise para liberar núcleos e 

micronúcleos e marcar o DNA. O primeiro passo consistiu em lise das células 

utilizando uma solução com cloreto de sódio (0,854 mg mL), citrato de sódio (1 mg/mL) 

e IGEPAL (0,3 μL/ mL) e 0,4 μM de corante fluorescente verde SYTOX (Thermo-Fisher 

Scientific, S7020). Esta solução também continha RNAse (Sigma, SLB5176V), o que 

eliminava a chance dos corantes se associarem a moléculas de RNA residual. Após 

a lise por 60 min em estufa a 37ºC, as placas foram centrifugadas e o material 

biológico recebeu a segunda solução de lise (sacarose 85,6 mg mL, ácido cítrico 15 

mg/mL e SYTOX Green 0,4 μM). Após 30 minutos, o material ficou em temperatura 

ambiente para leitura no citômetro de fluxo do laboratório do Centro de Biotecnologia 

- CEBIO, figura 13 (Accuri C6, BD Biosciences). 

Figura 13 – Equipamento citômetro de fluxo utilizado para leitura dos MN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Toxicidade da fonte de luz vermelha (LED) em embriões de Danio rerio 

 

             Na análise dos organismos com 4 horas pós-fertilização (Figura 14) 

expostos com LED 1 min, LED 6 min e LED 12 min, quando comparados com Grupo 

Controle, levando em consideração a letalidade, houve diferença significativa nos 

grupos: Controle e LED 12 minutos. Nos organismos com 6 hpf (Figura 15), quando 

expostos a 1 minuto, 6 minutos e 12 minutos de LED, houve diferença significativa 

nos grupos Controle e LED 12 minutos. Em análise com organismos que receberam 

o mesmo tempo de LED, porém em 24 hpf (Figura 16), não houve nenhuma 

diferença significativa entre os grupos. 

 

 

   Figura 14 - Resultado da mortalidade em embriões que receberam LED de 1, 6 e 12 minutos com 

4 hpf. 

 

 

 

 

 

 

        Fonte: autora da dissertação. 
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Figura 15 - Resultado da mortalidade em embriões que receberam LED de 1, 6 e 12 minutos 

com 6 hpf. 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

Figura 16 - Resultado da mortalidade em embriões que receberam LED de 1, 6 e 12 minutos 

com 24 hpf. 

 

                   Fonte: autora da dissertação. 
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               Na análise estatística em que comparava os organismos de 4 hpf, 6hpf e 24 

hpf que receberam 1 minuto de LED, comparando com o grupo controle, não houve 

nenhuma diferença significativa entre os grupos. Na mesma análise realizada com os 

grupos 4 hpf, 6 hpf e 24 hpf, irradiados com 6 minutos de LED e 12 minutos de LED, 

quando comparados com o grupo controle, também não houve nenhuma diferença 

significativa da letalidade. 

          Quanto às anomalias observadas, como edema do pericárdio, escoliose e 

edema de saco vitelínico, na análise estatística, os organismos irradiados com LED 1 

minuto, 6 minutos e 12 minutos com 4 hpf, comparados com grupo controle, não 

tiveram diferença significativa. O mesmo ocorreu na análise de organismos de 6 hpf e 

24 hpf, porém, na análise levando em consideração todos os organismos que 

receberam LED 12 minutos, houve diferença significativa no grupo controle e 4 hpf 

(Figura 19). Já na análise de todos os organismos que receberam LED 1 minuto 

(Figura 17) e LED 6 minutos (Figura 18) não houve diferença significativa na 

frequência de anomalias. 

 

Figura 17 - Resultado de anomalias em embriões que receberam LED de 1 minuto em 4 hpf, 

6 hpf e 24 hpf e grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 
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Figura 18 - Resultado de anomalias em embriões que receberam LED de 6 minutos em 4 hpf, 

6 hpf e 24 hpf e grupo controle. 

 

Fonte: autora da dissertação. 

Figura 19 - Resultado de anomalias em embriões que receberam LED de 12 minutos em 4 

hpf, 6 hpf e 24 hpf e grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 
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Na figura abaixo (Figura 20), são demonstradas algumas das anomalias 

observadas em larvas de zebrafish que receberam a luz LED vermelha. 

Figura 20 - (A) Larva de Danio rerio exposto em 4hpf à 12 min de LED com edema no pericárdio e 

alteração no saco vitelínico; (B) Larva de Danio rerio exposto em 6hpf à 6 min de LED com edema 

no pericárdio. 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

             A taxa de mortalidade do grupo controle se manteve igual ou menor que 10% 

sendo esse um dos critérios da OECD 236 para validar os ensaios. Os padrões 

utilizados para o manejo de embriões de zebrafish, como, temperatura, qualidade de 

água, ciclo de 14 horas em claro e 10 horas de escuridão são fatores que podem 

contribuir para uma baixa mortalidade. Entretanto, tais fatores não são suficientes para 

evitar a mortalidade nas primeiras 24 hpf (FRAYSSE et. al., 2006). 

 

5.2 Toxicidade de 10% da DL50 da radiação gama em embriões de Danio 

rerio 

 

          Foi realizado um ensaio utilizando as doses de 10% da DL50 (4 hpf – 1,12 Gy, 6 

hpf – 1,78 Gy e 24 hpf – 1,67 Gy), para comparar com os grupos que receberam 

apenas dose de LED e com o grupo que recebeu doses de LED e imediatamente os 

10% da DL50 de radiação gama. Em análise estatística, levando em consideração a 

mortalidade (Figura 21) e a quantidade de anomalias, não houve diferenças 

significativas, porém, em um artigo publicado em 2023, foi realizado um ensaio 

utilizando embriões de zebrafish. Foram utilizados doses de radiação gama de  de 

0,01, 0,1 e 1 Gy para observar as mudanças no desenvolvimento do embrião de 
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zebrafish, ritmo circadiano, genes, RNA e expressão de proteínas e melatonina . Os 

resultados revelaram que a radiação de 0,1 e 1 Gy pode levar a diferentes graus de 

apoptose das células nervosas telencefálicas e à formação de estruturas 

vacuolares. A radiação de 0,1 e 1 Gy poderia reduzir a taxa de eclosão de embriões 

de zebrafish em 72 hpf e atrasar a eclosão dos embriões. A análise do comportamento 

circadiano a 120 hpf demonstrou que a dose de radiação de 1 Gy alterou o ritmo 

circadiano do zebrafish bem como diminuiu a distância, amplitude e fase do 

movimento, evidenciando que apesar de doses mais baixas como 1 Gy, não 

aumentarem a taxa de mortalidade, é possível que existe alterações fisiológicas 

(DAKUP, et al, 2020). 

 

Figura 21 - Letalidade por dose de radiação gama (10% DL50), nos ensaios 1, 2 e 3 respectivamente 

com 4 hpf, 6 hpf e 24 hpf. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

5.3 Toxicidade da radiação gama em embriões de Danio rerio para obtenção 

da DL50 

 
            No ensaio realizado apenas com doses de radiação gama em 5 Gy, 10 Gy, 15 

Gy, 20 Gy e 25 Gy em embriões com 4 hpf e 6 hpf, foram obtidos os seguintes 

resultados demonstrados na Figura 22, Figura 23 e Figura 24. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/melatonin
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            Na Figura 25, é demonstrado o resultado de mortalidade com as doses de 

radiação 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy, 40 Gy e 50 Gy para organismos de 24 hpf. 

Figura 22 - Resultado da letalidade da radiação gama nos organismos com 4 e 6 horas pós-

fertilização em 96 horas de ensaio. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
Fonte: autora da dissertação. 

 
 Figura 23 - Resultado da letalidade da radiação gama nos organismos com 4 e 6 horas pós-

fertilização em 120 horas de ensaio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 Fonte: a autora da dissertação. 
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Figura 24 - Resultado da letalidade da radiação gama nos organismos com 4 e 6 horas pós-

fertilização em 144 horas de ensaio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Fonte: autora da dissertação.
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Figura 25 - Resultado da letalidade da radiação gama nos organismos com 24 horas pós-fertilização 

em 96 horas, 120 horas e 144 horas de ensaio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Fonte: a autora da dissertação. 

 

 

            Os organismos com 4 hpf demonstraram maior sensibilidade quando 

comparados com organismos que foram irradiados após 24 hpf. Em todas as doses 

de radiação foram observadas deformidades nos organismos e com o passar do 

tempo a letalidade foi observada. Quanto maior a dose de radiação maior foi a 

letalidade. As deformidades observadas foram: edema do pericárdio, escoliose e 

edema de saco vitelínico. 

            Em um estudo feito por Kumar et al., (2017) foi apontado que há o aumento 

da taxa de mortalidade de embriões irradiados com radiação gama o que demonstra 

grande toxicidade nos organismos irradiados, como foi demonstrado neste presente 

trabalho.
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5.4 Valores da DL50 obtida com radiação gama 
 

 

Figura 26 - Valores da média dos 3 ensaios para obter a DL50 nos organismos 

irradiados com radiação gama em 4 hpf. 6hpf e 24 hpf.       

 

Fonte: autora da dissertação. 

 
 
 

             Foram realizados 3 ensaios com radiação gama, como demonstrados na 

Figura 26, para obtenção da DL50 e os resultados em cada ensaio tiveram pequenas 

variações, porém, foi realizada a média das doses obtidas nos três ensaios para 

ser utilizada como a dose obtida de DL50. 
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5.5 Toxicidade da fonte de luz vermelha (LED) associado a 10% da DL50 de 

radiação ionizante em embriões de Danio rerio 

 

           Foi realizado um ensaio utilizando as doses de 10% da DL50, para comparar 

com os grupos que receberam apenas dose de LED e com o grupo que recebeu 

doses de LED e imediatamente os 10% da DL50 de radiação gama. 

 

Figura 27 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 1 minuto e a 10% de DL50 da 

radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
Fonte: autora da dissertação. 

 

           No LED 1 minuto, Figura 27, é possível observar que as mortes para 

organismos de 4 hpf foram maiores em comparação com os organismos com mais 

tempo de vida. Na análise estatística, houve diferença significativa nos grupos 

controle e 4 hpf. 
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Figura 28 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 6 minutos e a 10% de DL50 da 

radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: autora da dissertação. 

 

          Para organismos que receberam 6 minutos de LED, é possível notar, na 

Figura 28 que nenhuma das mortes ultrapassam 10% e na análise estatística não 

houve diferença significativa. 
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Figura 29 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 12 minutos e a 10% de DL50 da 

radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

 

 Fonte: autora da dissertação. 

 

           No LED 12 minutos, tivemos diferença significativa nos grupos controle e 4 

hpf. E organismos com 4hpf, mostrados na Figura 29 foram os que mais tiveram 

mortes. 
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5.6 Toxicidade da fonte de luz vermelha (LED) associado a DL50 de radiação 

ionizante em embriões de Danio rerio 

 

            Neste ensaio foram utilizados os mesmos tempos de LED (1 minuto, 6 

minutos e 12 minutos) e logo após irradiados com DL50 obtidas para os organismos 

em tempos diferentes de vida pós-fertilização (4hpf, 6 hpf e 24 hpf). 

 

Figura 30 - Valores da mortalidade de organismos expostos com 4 hpf nos tempos de LED 1 minuto, 

6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

 

 

        Fonte: autora da dissertação. 

 

        Na Figura 30, é possível observar que na análise estatística não houve 

diferença significativa em nenhum dos grupos. 
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Figura 31 - Valores da mortalidade de organismos expostos com 6 hpf nos tempos de LED 1 

minuto, 6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

           Nos organismos de 6 hpf (Figura 31) que receberam tempos diferentes 

de LED e depois receberam a dose de DL50, em análise estatística os grupos 

que tiveram diferença significativa foram controle e 12 minutos de LED com a 

DL50 de radiação gama.  
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Figura 32 - Valores da mortalidade de organismos expostos com 24 hpf nos tempos de LED 1 

minuto, 6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

           É possível notar que para organismos com 24 hpf, observados na Figura 

32, houve menor mortalidade quando comparados com organismos de 6 hpf. Na 

análise estatística, houve diferença nos grupos controle e LED 1 minuto mais 

DL50 de radiação gama, controle e LED 6 minutos mais DL50 de radiação gama 

e controle e LED 12 minutos mais DL50 de radiação gama. 
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Figura 33 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 1 minuto e a DL50 da radiação 

gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

            Na análise estatística em que diferentes organismos com horas pós-

fertilização receberam LED de 1 minuto e DL50 de radiação gama, houve 

diferença significativa no grupo controle e 6 hpf, mostrados na Figura 33. 
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Figura 34 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 6 minutos e a DL50 da radiação 

gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

       Observa-se que na Figura 34, em análise estatística houve diferença 

significativa nos grupos controle e 6 hpf. 
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Figura 35 - Valores da mortalidade de organismos expostos ao LED 12 minutos e a DL50 da radiação 

gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

         Fonte: autora da dissertação. 

 

            Nos organismos que receberam LED de 12 minutos mais a DL50 de 

radiação gama (Figura 35), houve diferença estatística significativa nos grupos 6 

hpf e 4 hpf, controle e 6hpf e controle e 24 hpf. Os organismos que foram 

expostos ao LED 12 minutos e à DL50 de radiação gama que tiveram a menor 

taxa de mortalidade, foram os organismos de 4 hpf, apresentando diferença 

estatística dos organismos de 6 hpf que foram os que tiveram maior taxa de 

mortalidade. 
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Figura 36 - Valores do número de anomalias de organismos expostos com 4 hpf nos tempos de LED 

1 minuto, 6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

        Fonte: autora da dissertação. 

 

          Observa-se na Figura 36, que os organismos de 4 hpf que receberam 

tempos diferente de LED (1, 6 e 12 minutos) e depois receberam a dose de DL50, 

em análise estatística os grupos que tiveram diferença significativa foram 

controle e 1 minuto de LED, controle e LED 6 minutos, controle e LED 12 minutos 

e LED 12 minutos e LED 6 minutos.  
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Figura 37 - Valores do número de anomalias de organismos com 6 hpf nos tempos de LED 1 minuto, 

6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

                                                                    

Fonte: autora da dissertação. 

 

             Na análise estatística dos organismos com 6 hpf que receberam os 

LED’s nos tempos de 1, 6 e 12 minutos e depois receberam a dose de DL50, 

(Figura 36), houve diferença significativa nos grupos: controle e LED 1 minuto, 

controle e LED 6 minutos, controle e LED 12 minutos, LED 6 minutos e LED 1 

minuto, LED 12 minutos e LED 1 minuto.  
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Figura 38 - Valores do número de anomalias de organismos com 24 hpf nos tempos de LED 1 

minuto, 6 minutos e 12 minutos e a DL50 da radiação gama. 

 

      Fonte: autora da dissertação. 

 

         É possível observar na Figura 38 que os organismos de 24 hpf que 

receberam tempos diferente de LED (1, 6 e 12 minutos) e depois receberam a 

dose de DL50, em análise estatística os grupos que tiveram diferença significativa 

foram controle e LED 1 minuto, controle e LED 6 minutos, controle e LED 12 

minutos, LED 6 minutos e LED 1 minuto, LED 12 minutos e LED 1 minuto.  
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Figura 39 - Valores do número de anomalias de organismos expostos ao LED 1 minuto e a DL50 de 

radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

Fonte: autora da dissertação.  

 

            Os grupos que tiveram diferença significativa na análise estatística foram 

os seguintes: controle e 4 hpf, controle e 6 hpf, controle e 24 hpf, 24 hpf e 4 hpf, 

que é possível observar na Figura 39. 
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Figura 40 - Valores do número de anomalias de organismos expostos ao LED 6 minutos e a DL50 

da radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

            Observa-se na Figura 40 que os grupos que tiveram diferença 

significativa na análise estatística foram os seguintes: controle e 4 hpf, controle 

e 6 hpf, controle e 24 hpf. 
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Figura 41 - Valores do número de anomalias de organismos expostos ao LED 12 minutos e a DL50 

da radiação gama em relação ao tempo pós-fertilização. 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

           Os grupos que tiveram diferença significativa na análise estatística foram 

os seguintes: controle e 4 hpf, controle e 6 hpf, controle e 24 hpf, 24 hpf e 4 hpf 

(Figura 41). 
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5.7 Valores da frequência de micronúcleos em células de zebrafish irradiados 

com LED 

 

Figura 42 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos de organismos com 4 hpf. 

                                      4 hpf 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

          Na Figura 42, observa-se que em relação ao controle, a frequência de MN 

nos tempos de 1, 6 e 12 minutos foi crescente, enquanto a viabilidade celular 

diminuiu em relação ao controle. 
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Figura 43 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos de organismos com 6 hpf. 

                                      6 hpf 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

            Como demonstrado na Figura 43, em relação ao controle, a frequência 

de MN no tempo de LED 1 minuto, teve um aumento de 4 vezes. O LED 6 

minutos teve aumento de 3 vezes e o LED 12 minutos um aumento de 

aproximadamente de 4 vezes maior, em relação ao controle. 

Figura 44 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos de organismos com 24 hpf. 

                                         24 hpf 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 
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            Em organismos de 24 hpf (Figura 44), é possível notar um aumento em 

organismos irradiados com LED 12 minutos, quando comparados ao grupo 

controle, sendo que nos tempos de LED 1 minuto e LED 6 minutos, o aumento 

foi menor. 

 

5.8 Comparação dos valores da frequência de micronúcleos em células de 

zebrafish irradiados com LED, DL50 de radiação gama e colchicina 

Figura 45 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (0) em escala logarítmica, levando em consideração o tempo 

de exposição ao LED 1, 6 e 12 minutos de organismos, DL50 e colchicina, de todos os tempos 

pós-fertilização. 

 

 

Fonte: autora da dissertação. 

 

            Na figura 45, é possível observar a diferença da frequência de MN nos 

grupos controle, grupos que só receberam LED, grupos que receberam a DL50 

de radiação gama e o grupo que recebeu colchicina que induz dano genotóxico. 

A frequência de micrónúcleos nesses últimos grupos que receberam doses de 

radiação DL50 e colchicina foram muito maiores quando comparados com os 

grupos controle e os grupos que receberam apenas LED. 
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5.9 Valores da frequência de micronúcleos em células de zebrafish irradiados 

com LED e DL50 da radiação gama 

 

Figura 46 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos e posteriormente a dose DL50 de radiação gama em organismos com 4 hpf. 

 

                                      4 hpf 

 

 

 

 

 

 

 

               Fonte: autora da dissertação. 

            A frequência de micronúcleos do grupo controle e dos grupos que 

receberam o LED e após dose de radiação DL50, (Figura 46), foram similares, 

tendo uma pequena diminuição decrescente à medida em que o tempo de LED 

aumentava. 
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Figura 47 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos e posteriormente a dose DL50 de radiação gama em organismos com 6 hpf. 

                                                           6 hpf  

 

 

 

 

 

 

           Fonte: autora da dissertação. 

 

            Usando o tempo de LED 12 minutos com a DL50 para organismos de 6 

hpf, (Figura 47), foi possível notar um aumento de duas vezes quando 

comparado ao grupo controle, e no grupo LED 6 minutos mais a DL50, houve um 

aumento de 1,5 vezes. 
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Figura 48 - Valores da frequência de micronúcleos (MN) e viabilidade celular (EMA+) por 

incremento em relação ao controle (1), levando em consideração o tempo de exposição ao LED 

1, 6 e 12 minutos e posteriormente a dose DL50 de radiação gama em organismos com 24 hpf. 

                                        24 hpf 

 

 

 

 

 

 

 

     Fonte: autora da dissertação. 

 

             Para organismos de 24 hpf (Figura 48), os grupos de LED 1 minuto e 

LED 6 minutos se manteve o mesmo que o controle, e o grupo LED 12 minutos 

teve uma quantidade um pouco menor se comparado com todos os outros 

grupos e controle. 

             De maneira geral, quando analisamos a quantidade de mortalidade nos 

indivíduos que receberam apenas o LED, nenhum deles chegaram a 50% de 

mortalidade, em nenhum tempo utilizado de LED e também em nenhum tempo 

pós-fertilização do organismo em que foram irradiados, levando em 

consideração o tempo em que foram analisados os dados e contabilizadas as 

mortes (144 hpf). Nossos dados obtidos se contrastam com um estudo de 2014, 

que foi determinada que as larvas de zebrafish que foram expostas a luz 

vermelha apresentaram 100% de mortalidade após 20 dias de vida, enquanto 

que com a luz azul, em 30 dpf, houve um aumento significativo na taxa de 

sobrevivência (VILLAZAMIR, et al., 2014). De acordo com Yuan et. al., (2017) foi 
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constatado que o crescimento do corpo da larva foi impedido pela luz vermelha 

e em outro estudo também realizado em 2017, foi descrito que o impacto da luz 

vermelha induz ao estresse oxidativo, causando inanição e reduzindo a taxa de 

crescimento do comprimento do corpo (NDANDA et. al., 2017). Porém, é 

importante ressaltar que alguns métodos e condições usados neste presente 

estudo podem diferir de estudos anteriores, como a intensidade de luz usada, 

diferenças nas especificações dos LEDs entre outras possíveis diferenças na 

criação de embriões e larvas de zebrafish, que não são explicadas em detalhes.  

             Em estudos foi sugerido que as células na fase embrionária do zebrafish 

são capazes de detectar a luz em 5 hpf (TAMAI et al., 2004) enquanto o órgão 

pineal detecta a luz por volta dos 24 hpf (KAZINI & CAHILL, 1999). Embora exista 

a falta de informação concreta sobre a influência de diferentes comprimentos de 

ondas em fases iniciais no desenvolvimento do zebrafish, alguns estudos 

utilizando outras espécies de peixe, como robalo, bacalhau (VILLAMIZAR et al., 

2011), arinca (DOWNING, 2002) mostraram que o crescimento e 

desenvolvimento foram aumentados utilizando o comprimento de onda entre 470 

a 550 nm (azul-amarelo), havendo divergência com outros estudos. Isto sugere 

que a resposta de diferentes espécies à luz pode ser distinta, dependendo de 

como ocorrem mecanismos fotorreceptores, como fotopigmentosa, além da fase 

de desenvolvimento em que o organismo em questão se encontra (VILLAMIZAR 

et al., 2014). 

             O embriões e larvas que receberam apenas radiação gama, tiveram 

mortalidade e danos significantes, porém quando houve associação do uso do 

LED e posteriormente o uso de DL500 da radiação gama, a maioria dos grupos 

não atingiram 50% de mortalidade, exceto organismos de 6 hpf, que, quando 

receberam 6 minutos de LED e posteriormente a DL50 de radiação gama, tiveram 

58% de mortalidade e organismos com a mesma hora pós-fertilização, quando 

receberam 12 minutos de LED e posteriormente a DL50 de radiação gama, 

tiveram 68% de mortalidade. Organismos com 6 hpf encontram-se na fase de 

desenvolvimento conhecida por gastrulação. Neste período a epibolia, que 

consiste na migração de um conjunto de células que vão recobrir o embrião, e 

acontecem movimentos celulares morfogenéticos de involução, convergência e 

extensão, o que vai produzir as camadas primárias e o eixo embrionário. Com 
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os movimentos de involução, a borda da blastoderme vai se dobrar para trás e 

formar o chamado anel germinativo, que contém duas camadas germinativas: o 

epiblasto e o hipoblasto. As células do epiblasto dividem-se em direção à 

margem e as células que chegam à margem movem-se em direção ao interior 

para integrar o hipoblasto. Diante deste cenário, a literatura nos mostra que 

dependendo do ciclo celular, a célula não vai apresentar a mesma resposta à 

radiação e isso acontece pois há diferentes tipos de interação da radiação 

dependendo da fase em que a célula se encontra. As situações de maior 

complexidade são as mais vulneráveis às modificações induzidas pela radiação, 

então quando há células vivendo diferente etapa do ciclo celular, as 

consequências das interações podem ser diferentes (QUINTANEIRO et al., 

2022). 

            Em relação às anomalias presentes, os indicadores utilizados foram 

avaliados segundo OECD nº 236 (OECD, 2013), que foram os indicadores de 

teratogenicidade (escoliose, deformidade do saco vitelínico, malformações no 

coração e cabeça). A distinção entre a normalidade e não normalidade do 

desenvolvimento do zebrafish foi descrita por Kimmel et al (1995), em diferentes 

imagens capturadas dos embriões e larvas em tempos diferentes pós-

fertilização. Os grupos irradiados com a luz LED tiveram presença de algumas 

deformidades nos três tempos de luz utilizados, porém os grupos que mais 

apresentaram deformidades foram os grupos que receberam apenas a radiação 

gama, ou LED e radiação gama juntos e é possível observar que os mais 

sensíveis foram os organismos irradiados com menos tempo pós-fertilização, o 

que é compatível com o estudo de Geiger et al. (2006)  que descreveram que os 

embriões recém fertilizados parecem mais sensíveis aos efeitos letais da 

radiação e o desenvolvimento e a suscetibilidade parece diminuir após a fase de 

gastrulação. As malformações, podem estar associadas a uma resposta 

diferencial ao estresse (VILLAMIZAR et al., 2014). 

 

            Em relação a frequência de micronúcleos os grupos irradiados com LED, 

tiveram uma frequência maior quando utilizado o LED de 12 minutos nos grupos de 

4 hpf e 24 hpf, enquanto com 6 hpf a maior frequência de MN foi na utilização de 1 

minuto de LED. O nível basal de MN depende do tipo de célula do peixe-zebra e 
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dos estágios de desenvolvimento (CANEDO et al., 2021) o que pode indicar a 

variação da frequência de MN em células de organismos de 6 hpf. As literaturas 

mostraram uma frequência média de MN em eritrócitos de 0,5%, (WANG et al., 

2018; D-COSTA et al., 2018) no cérebro de 1,6%, no fígado de 0,7%, (CANEDO et 

al., 2021) em ZF-L de 1,1% (BONOMO et al, 2020) nas brânquias de 1%, nos 

testículos de 0,8% e no ovário de 1,1% (FAßBENDER e BRAUNBECK, 2013). em 

agregado de células de 3,2% CANEDO et al., 2021). No presente estudo, não foram 

avaliadas frequência de MN em diversos tipos de células, mas de diversos tipos de 

células da larva de zebrafish e houve frequência de MN no grupo controle de 2% 

de MN, aproximadamente. Nos grupos que receberam o LED e após DL50 da 

radiação gama, houve a diminuição da frequência de MN quando comparados com 

o grupo controle e com os grupos que receberam apenas o LED. É possível verificar 

a grande diferença na frequência de MN em organismos que receberam apenas a 

DL50 de radiação gama, sem a aplicação prévia do LED. Isso evidencia que o LED 

protegeu os organismos que receberam radiação gama nos tempos utilizados e na 

hora pós-fertilização em que eles foram irradiados. 
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6 CONCLUSÕES 
 

            Com os ensaios realizados no presente estudo, foi obtida a DL50 da radiação 

gama em embriões de 4 hpf, 6 hpf e 24 hpf, sendo as doses de 11,2 Gy, 17,9 Gy e 

16,7 Gy respectivamente. Levando em consideração que para organismos de 4 hpf 

e 6 hpf, foi utilizada a DL50 de 96 horas de ensaio e para organismos de 24 hpf, a 

DL50 só foi possível de ser obtida com 144 horas de ensaio. 

           Os resultados obtidos do efeito do LED em organismos irradiados com 

radiação gama foram positivos, uma vez que os organismos irradiados com a DL50 

tiveram diminuição da mortalidade quando receberam o LED antes de serem 

submetidos à radiação gama, com exceção dos organismos de 6 hpf que não foi 

possível visualizar a diminuição da mortalidade, provavelmente devido a sua fase 

de desenvolvimento, sendo necessário estudos futuros a fim de avaliar o 

mecanismo de resposta para estes organismos. 

            A frequência de MN em organismos irradiados com radiação gama 

mostraram-se muito maiores que os valores obtidos em organismos irradiados 

apenas com o LED ou com LED associado à radiação gama. E os organismos que 

receberam LED e radiação gama posteriormente foram os grupos que tiveram 

menor frequência de radiação gama, sugerindo o provável efeito radiomodificador 

protetor que o LED teve em embriões e larvas de zebrafish irradiados com radiação 

gama, sendo este um resultado relevante para próximas pesquisas. 
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