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Abstract

Este protocolo detalha os passos para realizar ensaios de citotoxicidade em zebrafish (Danio rerio), incluindo a
preparacao de solucdes, o manejo dos organismos e 0s controles necessarios. Certifique-se de seguir as
regulamentacodes éticas para o uso de organismos vivos em pesquisa.

Guidelines

Consideracées Eticas e Regulatérias

« Submeta o projeto ao comité de ética em experimentacao animal (CEUA) da sua instituicdo antes de iniciar.
« Certifique-se de que os experimentos seguem as normas da ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010) e as
legislacdes locais.

« Evite interferéncias: Realize um pré-teste para determinar se o solvente (ex.: DMSO) tem efeito citotéxico.

» Replicabilidade: Realize experimentos em diferentes lotes para verificar consisténcia.

e Seguranca: Descarte os residuos do experimento seguindo protocolos de biosseguranca.
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Materiais Necessarios

1

Equipamentos e Instrumentos

« Sistema de manutencao de zebrafish (tanques com controle de temperatura e pH)
» Microsseringas ou micropipetas de 1-10 uL

» Placas de 96 pocos

o Microscopio estereoscopico

« Sistema de aeracao e filtracao de agua

Reagentes

o Extratos de cianobactérias (em solucao aquosa, metandlica ou outra)

» Meio de cultura para zebrafish (E3 Medium: NaCl, KCI, CaCl,, MgSQ,)

o DMSO (Dimetilsulfoxido, para dissolucdo de compostos)

 Controle positivo (Ex.: Doxorrubicina ou outro agente citotdxico conhecido)
« Controle negativo (DMSO diluido ou veiculo do extrato)

» Azul de metileno ou outro corante vital para avaliagao de mortalidade

« Agua destilada ou ultrapura

Zebrafish
» Embrides com até 72 horas pos-fertilizacao (hpf) ou larvas com até 5 dias.

Preparacao dos Organismos

2

1. Cruzamento dos zebrafish:

= Configure pares de zebrafish adultos em tanques de reproducao na proporcao de 1:2
(machos:fémeas).

= Colete os ovos e lave-os com 0 meio E3.

= Incube os embrides a 28 = 1°C até atingirem o estagio desejado (=72 hpf ou larvas =5
dias).

N

. Triagem de embrides/larvas:
= Examine os embrides/larvas sob o microscopio.
Exclua aqueles com malformacdes ou desenvolvimento anormal.

Preparacao das Solucoes de Teste

3

Diluicdo do extrato:

= Prepare uma solucao estoque do extrato em DMSO ou outro solvente apropriado (ex.:
10 mg/mL).

= Dilua a solucao estoque no meio E3 para obter concentracées finais desejadas (ex.:
0,1-100 pg/mL).

» Garanta que a concentracao final de DMSO nao exceda 0,1% no poco.
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Controles:

= Positivo: Use um agente citotoxico conhecido em diluicdes previamente testadas.
= Negativo: Meio E3 contendo 0,1% DMSO.

Setup do Ensaio

4 Distribuicao nas placas:
= Use placas de 96 pocgos.
= Adicione 200 pL do meio E3 em cada poco.
= Alimente as larvas se necessario (para ensaios >24 h).
Adicao de zebrafish:
= Adicione uma larva em cada poc¢o usando pipetas Pasteur ou micropipetas (limpas e
estéreis).
Adicao dos tratamentos:
= Adicione os extratos diluidos e controles aos respectivos pocos.
= Realize pelo menos trés réplicas técnicas e biologicas.
Incubacao
5

Incube as placas em um ambiente controlado a 28 + 1°C.
= Monitore as larvas a intervalos regulares (6, 12, 24 e 48 horas).

» Certifique-se de que nao haja contaminacao e que as larvas estejam adequadamente
oxigenadas.

Avaliacao dos Resultados

6 Parametros de Citotoxicidade:

Mortalidade:

= Examine as larvas ao microscopio apods 24 e 48 horas. Larvas imobilizadas e sem
batimento cardiaco sao consideradas mortas.

Mudanca de Cor:

= |arvas mortas frequentemente perdem a transparéncia, tornando-se opacas ou
esbranquicadas.

= Alteragdes de pigmentagcdo, como escurecimento ou formac¢ao de manchas
Malformacdes:

= QObserve possiveis alteracdes na morfologia, como deformacdes no eixo corporal ou
edema.
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Atividade locomotora:
= Teste a resposta ao estimulo luminoso.

Calculo da concentracao letal:
= Determine a CL50 (Concentracao Letal 50%) usando métodos estatisticos, como

Probit ou regressao logistica.

Documentacao:
» Registre as concentracdes testadas, efeitos observados e anote dados qualitativos.
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