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Zebrafish

Sua Importancia na Avaliacao de Toxicidade

Monica Lopes Ferreira



Modelo experimental para pesquisa cientifica

Em 1981 - George Streisinger, biologo,
professor da Universidade de Oregon

Considerado o introdutor do zebrafish
como modelo na pesquisa cientifica.

Mostrou vantagens na utilizacdo do
peixe para estudos genéticos

publicou na Nature, artigo considerado
um marco na medicina translacional.




Danio rerio

Zebrafish — Paulistinha
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Zebrafish: vantagens como modelo experimental
1. Alta taxa reprodutiva

Embrides transparentes

Répido desenvolvimento

Pequeno porte

el

Uso na experimentagao de todos os estagios de vida
Facil manipulacao
EconOmicos para criacao

Genoma sequenciado

S T &

Métodos e estratégias de avaliagdo genética e embrioldgica sdo aplicados com
facilidade ao modelo

10. Importante nimero de mutantes



Zebrafish: vantagens como modelo experimental
1. Alta taxa reprodutiva: 100 a 200 embrides/dia




Zebrafish: vantagens como modelo experimental

2. Embrides transparentes




Zebrafish: vantagens como modelo experimental
3. Rapido desenvolvimento

48 a 72 horas: ovo » larva

4. Pequeno porte: 3 a 5 cm quando adulto




Zebrafish: vantagens como modelo experimental

6. Facil manipulacdo

a) imersao do animal em uma solugdo com

o agente a ser investigado

b) administragdo de substancias pode ser feita
por via oral, intramuscular, intravenosa e
intraperitoneal



Zebrafish: vantagens como modelo experimental

7. Econdmicos para criagdo (recursos e objetivos)
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Zebrafish: vantagens como modelo experimental

8. Genoma sequenciado: 70 % de seus 26 mil genes sdo semelhantes aos genes humanos

70% de seus 26 mil genes sao
semelhantes aos genes humanos

quando adulto

e quando avaliados somente genes
envolvidos com doengas esta homologia

sobre para 84%




Zebrafish: vantagens como modelo experimental
9. Métodos e estratégias de avaliagdo genética e embriologica sdao aplicados com
facilidade ao modelo

10. O desenvolvimento de técnicas especiais de clonagem, mutagénese e transgénese
permite a identificagdo de um namero importante de mutantes
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Toxicidade

Teste Toxicidade em embrides de peixes

“Zebrafish Embryotoxicity Test” - ZET

Danio rerio

OECD 236




Caracteristicas Importantes para o Teste ZET (Danio rerio)

* Fertilizacdo externa

* Baixo custo

* Necessidade de pequenas quantidades de moléculas

* Tempo de exposicao reduzido

* Embrides e larvas transparentes, o que facilita a visualizagcdao de seu desenvolvimento

* Ciclo de vida curto

* Rapido desenvolvimento embrionario rapido

* Descoberta rapida de fendtipo

* Rastreabilidade genética

* Eticamente aceitavel

*Grande sensibilidade quando exposto a produtos quimicos por
ser capaz de absorver de forma rapida os compostos que sao diretamente adicionados
na agua e acumula-los em diferentes tecidos (principalmente no Sistema Nervoso
Central)

* Permite a avaliacao de respostas cronicas, teratogenicidade, cardiotoxicidade, genotoxicidade,
disturbios musculares e 6sseos

* Toxicidade neurocomportamental, toxicidade especifica de 6rgaos (ex. hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade), toxicidade reprodutiva, ruptura enddcrina, estresse oxidativo e
avaliacao de risco ambiental
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OECD/OCDE 236

Adopted:
26 July 2013

OECD GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS

PRINCIPLE OF THE TEST

3. Newly fertilised zebrafish eggs are exposed to the test chemical for a period of 96 hrs. Every
24 hrs. up to four apical observations are recorded as indicators of lethality (6): (i) coagulation of
fertilised eggs. (ii) lack of somite formation. (iii) lack of detachment of the tail-bud from the yolk sac. and
{(iv) lack of heartbeat. At the end of the exposure period. acute toxicity is determined based on a positive
outcome in any of the four apical observations recorded. and the LCsg is calculated.

Embrides de zebrafish recém-fertilizados (no estagio da blastula <3 hpf) sdo expostos a
produtos quimicos em teste por um periodo de 96 horas.

A cada 24 horas, até quatro observacdes sédo registradas como indicadores de letalidade: (1)
coagulacdo de ovos fertilizados, (2) falta de formacao de somito, (3) falta de descolamento da
cauda e (4) auséncia de batimento cardiaco.



OECD/OCDE 236

Fig. 2: Scheme of the zebrafish embryo acute toxicity test procedure (from left to right): production of eggs, collection of the eggs, pre-exposure immediately after
fertilisation in glass vessels, selection of fertilised eggs with an inverted microscope or binocular and distribution of fertilised eggs into 24-well plates prepared with the
respective test concentrations/controls, n = number of eggs required per test concentration/control (here 20), hpf'= hours post-fertilisation.

0 hpf <15 hpf <3 hpf

A 2n eggs n fertilised eggs ...’
p per conc. per test concen- .‘.‘
» /control tration/control @ 0 @ Q
— e Glass vessel with
0% 8% %0 °F respective test con- Selection of
Spawning unit centrations/controls fertilised eggs OOOO
at volumes to fully & fertilisation rate
cover eggs determination
24 h pre-
conditioning

19
© OECD, (2013)



Table 1. Apical observations of acute toxicity in zebrafish embryos 24 - 96 hrs post fertilisation.

Exposure times

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

Coagulated embryos + + + +

Lack of somite formation + + + +

MNon-detachment of the tail + + + +
Fig. 1: Coagulation of the embryo: Under bright field

Lack of hearibeat + + + illumination, coagulated zebrafish embryos show a
variety of intransparent inclusions.

236 OECD/OCDE

OECD/OCDE 236

Fig. 3: Non-detachment of the tail bud in lateral view (a: —; 96 hrs old zebrafish embryo). Note also the
lack of the eye bud (*).

Fig. 2: Lack of somite formation: Although retarded in development by approx. 10 hrs, the 24 hrs old

Fig. 4: Lack of heartbeat is, by definition, difficult to illustrate in a micrograph. Lack of heartbeat is zebrafish embryo in (a) shows well-developed somites (), whereas the embryo in (b) does not show any

indicated by non-convulsion of the heart (double arrow). Immobility of blood cells in, e.g., the aorta sign of somite fo!'rnation (=). ‘A'llhough shf)wing apr d yolk sac oed (*), the 48 hrs old
abdominalis (— in insert) is not an indicator for lack of heartbeat. Note also the lack of somite formation in zebrafish embryo in (c) shows distinct formation of somites (—), whereas the 96 hrs old zebrafish embryo
this embryo (*, homogenous rather than 1 of tissues). The observation time depicted in (d) does not show any sign of somite formation (—). Note also the spinal curvature (scoliosis)

to record an absence of heartbeat should be at least of one minute with a minimum magnification of 80x. and the pericardial oedema (*) in the embryo shown in (d).
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