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RESUMO: A crescente resisténcia microbiana tem impulsionado a busca por
compostos de origem natural ou sintética com atividade antimicrobiana ou capazes
de potencializar a acdo de antibidticos. Nesse contexto, o modelo in vivo utilizando o
peixe Danio rerio (Zebrafish) tem ganhado destaque, devido a sua elevada homologia
genética com os seres humanos e a resposta imunoldgica bem caracterizada. Assim,
este capitulo propde a padronizacdo de um protocolo experimental in vivo para a
avaliagdo da atividade antibacteriana e do potencial sinérgico de substancias naturais
e sintéticas, utilizando exemplares adultos de Zebrafish como modelo bioldgico.
O protocolo inclui a criacdo e aclimatagdo dos animais, preparacdo dos meios de
cultura e indculo bacteriano, definicdo de concentra¢des dos compostos testados
com base na Concentracao Inibitéria Minima (MIC), e procedimentos de infeccdo
intramuscular. Além disso, inclui o tratamento o tratamento oral com antibidticos,
produtos avaliados ou suas combinagdes com os antibidticos em concentracdes
subinibitérias. Além disso, o protocolo apresenta as técnicas de eutanasia dos
animais, bem como a dissecacdo dos tecidos e sua forma de semeio. Com isso, este
protocolo permite avaliar a eficacia terapéutica de compostos em um ambiente
bioldgico real, considerando fatores de absorcdo, metabolismo e resposta imune,
que nao sao possiveis de serem observados em ensaios in vitro.

PALAVRAS-CHAVES: Infeccdo experimental, Resisténcia microbiana, Ensaios pré-
clinicos, Farmacodinamica experimental.

In vivo Experimental Protocol for Antibacterial and
Antibiotic Potentiation Testing in Danio rerio (Zebrafish)

ABSTRACT: The increasing microbial resistance has driven the search for compounds
of natural or synthetic origin with antimicrobial activity or capable of potentiating
the action of antibiotics. In this context, the in vivo model using the Danio rerio fish
(zebrafish) has gained prominence due to its high genetic homology with humans
and its well-characterized immunological response. Thus, this chapter proposes the
standardization of an in vivo experimental protocol for evaluating the antibacterial
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activity and synergistic potential of natural and synthetic substances, using adult
zebrafish as a biological model. The protocol includes the breeding and acclimatization
of the animals, preparation of culture media and bacterial inoculum, definition
of concentrations of the tested compounds based on the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC), and intramuscular infection procedures. It also includes oral
treatment with antibiotics, evaluated products, or their combinations with antibiotics
at subinhibitory concentrations. Furthermore, the protocol presents techniques for
animal euthanasia, as well as tissue dissection and plating methods. Therefore, this
protocol allows the evaluation of the therapeutic efficacy of compounds in a real
biological environment, considering factors of absorption, metabolism, and immune
response, which are not possible to observe in in vitro assays.

KEYWORDS: Experimental infection, Microbial resistance, Pre-clinical trials,
Experimental pharmacodynamics.

INTRODUCAO

O uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos pela humanidade acarretou
na selecdo de microrganismos resistentes, um problema conhecido mundialmente
como resisténcia microbiana (RAM) desde a década de 1940 (Nadeem et al., 2020;
Salam et al., 2023). Infelizmente, a problemética vem se agravando ao longo das
Ultimas décadas, com a inclusdo de antimicrobianos na pecudria como promotores
de crescimento e preventivos de doencas, pratica que contribui significativamente
para o surgimento e disseminacdo de bactérias resistentes (Endale et al., 2023;
Nowakiewicz et al., 2020).

Isso tem acarretando no surgimento de Bactérias multirresistentes (MDR -
Multidrug-resistant), que sdo microrganismos resistentes a trés ou mais classes de
antibidticos e outros antimicrobianos tem aumentado exponencialmente em um
curto espaco de tempo (Catalano et al.,, 2022). Com isso, a busca por compostos com
atividade antimicrobiana tem aumentado nos Ultimos anos, visando contornar a
resisténcia microbiana (Vaou et al.,, 2021; Alvarez-Martinez et al., 2020). O foco tem
dos estudos se concentram em atividades antibacterianas in vitro, e infelizmente
nao avangam para estudos in vivo devido a uma série de fatores, como éticos,
financeiros, mao de obra qualificada e especializada (Theuretzbacher et al., 2023).

Como alternativa para o avanco nesses estudos, um modelo animal que surge
é o Danio rerio (Zebrafish) para ensaios de avaliacdo de atividade antimicrobiana
(Kotova etal., 2023). Esta espécie € um pequeno peixe teledsteo listrado de ambiente
aquatico doce, e é caracterizado por apresentar uma alta homologia genética
com os seres humanos, chegando a 70% de similaridade, bem como similaridade
genética. Além disso, outras vantagens estdo associadas ao uso dessa espécie
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modelo biomédico, dentre elas estd o genoma totalmente sequenciado, a facilidade
de manipulacdo do seu genoma, a alta fecundidade da espécie, facil manejo, o
curto tempo de geragdo que é em torno de 3 meses, o rdpido desenvolvimento
embrionario (1 dia) e a fertilizagdo ser externa (Howe et al., 2013; Teame et al.,
2019). Além disso, é bastante acessivel manter um grande nimero de peixes em
um espaco de laboratério relativamente pequeno, quando comparado a roedores
(Teame et al, 2019).

Levando isso em consideracao, diversos pesquisadores tém utilizado o zebrafish
como modelo experimental para a inducdo de infeccdes e para a avaliacdo da
atividade antibacteriana (Souza et al., 2023; Cruz et al., 2026; Batista et al., 2023;
Neely et al.,, 2002). Com base entéo no principio dos “3 Rs” (substituicdo (replace),
reducdo e refinamento), em que este principio recomenda a substituicdo de
vertebrados por animais com menor potencial de percep¢do da dor, como o caso
do zebrafish (Ameen-Ali; Allen, 2024), este trabalho teve como objetivo propor
um Procedimento Operacional Padrdo in vivo para testes antibacterianos e de
potencializacdo de antimicrobianos em Danio rerio com leve alteracées do protocolos
utilizados atualmente.

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Criacao de Zebrafish

Apds aprovacdo no Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), peixes adultos
devem ser acondicionados em aqudrio com no minimo 30 L de dgua desclorada.
Para desclorar a dgua, primeiro meca a quantidade desejada em litros utilizando
um balde graduado. Em seguida, adicione o produto Protect Plusm da Labcon®
gota a gota e agite vigorosamente por 60 segundos para garantir uma distribuicdo
uniforme. Utilize 4 gotas para cada litro de dgua. Permita que a dgua descanse por
um periodo de 1 hora. Apds o repouso, meca o pH e a temperatura da dgua, visando
alcancar um pH ideal de 7 e uma temperatura de 25 °C (Figura 01).
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30L Descloragdo Agitacdo-60s Aferir pH e
Temperatura

Aguardar
1h

Figura 01: Decloracdo da dgua.

Apds isso, adicionar cuidadosamente os peixes ao aquario o qual deve conter
um filtro bioldgico com carvao aditivada. Os peixes deverdo ser mantidos em ciclo
claro/escuro de 14:10. A dieta é fornecida ad libitum (a vontade), utilizando a
racdo Spirulina da Alcon®. Recomenda-se disponibilizar uma quantidade que seja
completamente consumida em até cinco minutos, de duas a quatro vezes ao dia.
O Ph deve ser monitorado diariamente (Figura 02).

Ciclo claro/escuro
Racdo a vontade 14:10
AferirpH e
Temperatura
diariamente

Figura 02: Quarentena de Zebrafish.
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1° DIA DE TESTE

Preparo de meios de cultura

Inicialmente, contabilizar o nimero de placas de Petri que serdo utilizadas no
ensaio. Em seguida, preparar o meio de cultura realizando a diluicdo conforme as
instrucées do fabricante do Agar BHI (Brain Heart Infusion — Agar). O meio deve ser
devidamente pesado e diluido em dgua destilada em um Erlenmeyer, o qual deve ser
tampado com algod&o e coberto com papel aluminio. Apds a autoclavacao, dentro
da cabine de seguranca bioldgica, distribuir o meio esterilizado nas placas de Petri,
podendo-se utilizar tanto placas de vidro previamente esterilizadas quanto placas
descartdveis. As placas de devem permanecer descobertas durante o processo. Em
seguida, ligar a luz UVB e aguardar a completa solidificacdo do meio (Figura 03).
Apds esse processo, as placas devem ser embaladas com filme plastico e armazenadas
sob refrigeracéo.

o |

Pesar BHI agar & =

1 ——
S

Autoclave

Diluir em agua Vedar com algodao e
destilada papel aluminio

— = {

Ligar UVB e aguardar Distribuir em placas
secar

Figura 03: Preparacdo de BHI agar.

Para um teste mais preciso, o pesquisador pode optar por utilizar meios seletivos
e diferenciais. Para Staphylococcus aureus pode ser utilzado meio Manitol Salt Agar
(MSA), para Escheria coli o meio Eosin Methylene Blue Agar (EMB) e Pseudomonas
aeruginosa o meio Cetrimide Agar.

Autoclavacao do material

No 1° dia os materiais (Tabela 01) devem ser embalados em papel madeira e
esterilizados em autoclave por 15 mina 121 °C(Figura 04). Para operar a autoclave,
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comece adicionando dgua da torneira no fundo do equipamento. Em seguida,
coloque o cesto contendo os materiais a serem autoclavados, tais como vidrarias,
utensilios, meios de cultura e dgua destilada. Feche a tampa da autoclave e ligue-a
na configuracdo maxima. Aguarde até que a dgua comece a ferver e o gotejamento
se inicie. Uma vez que isso ocorrer, feche a valvula e aguarde até que a temperatura
atinja 121 °C. Assim que essa temperatura for alcancada, reduza para a temperatura
minima e cronometre 15 minutos antes de finalizar o ciclo. Por fim, desligue a
autoclave, abra a valvula de vapor, até a saida completa deste. Abra a tampa e
retire o seu material esterilizado. Tome cuidado, pois estardo em alta temperatura.

Papel madeira

-

Figura 04: Esterilizacdo do material.
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iten Quantidade

Pistilo de microtubo azul (1,5 mL) - 80 un

Esponja de lavar louca cortadas 4un

(apenas regido amarela cortada)

Ponteiras brancas (10 uL) 3 caixas

Ponteiras amarelas (200 pL) 3 caixas

Ponteiras azuis (1.000 pL) 3 caixas

Microtubos (1,5 mL) 1 pote grande
cheio

Microtubos (2,0 mL) 1 pote grande
cheio

Placas de Petri Grande 2 pares

Placas de Petri Média 38 pares 21




Papel aluminio cortado em tamanho 4 cm x4cm 50 un

Pinca curva Tun
Tubos de ensaio contendo 4 mL de salina 5un
Tubos Falcon 15 mL 8un
Tubos Falcon 50 mL 10un

Tubo rosquedvel tampa azul com dgua destilada 200 mL

Agua destilada 300 mL
Alca de drigalski 8un
BHI-Agar

Tabela 01 - Lista de material a ser autoclavado.

Preparacao do PBS

Retire uma pastilha do frasco de PBS que esta no armario de reagentes, utilizando
uma pinca esterilizada. Proceda entéo a dissolucao da pastilha em um Erlenmeyer
previamente esterilizado, contendo 200 mL de dgua destilada estéril. Apds a
dissolucao, etiquete o recipiente de forma adequada e armazene-o na geladeira,
garantindo as condi¢des ideais de conservagao.

Gelo

Para garantir uma refrigeracdo eficaz, coloque o termogel gelo rigido reutilizavel
no congelador por pelo 12 horas antes de utilizar. Além disso, para preparar uma
reserva adicional de gelo, recomenda-se encher os recipientes de sorvete com dgua
e colocd-los no congelador até que as pedras de gelo estejam formadas e prontas
para uso (Figura 05).
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Calculo das concentracdes de drogas/substancias
a serem empregadas no teste

Para realizar o ensaio de atividade antibacteriana in vivo inicialmente tem que
conferir os resultados in vitro do produto e antibidtico, neste caso a MIC. A partir
destes avaliamos frente ao modelo in vivo, sendo entdo considerado o valor da
MIC do antibidtico como referéncia e para a potencializacdo o MIC do produto em
avaliacdo em concentracdo sub-inibitdria (MIC/8). Abaixo estdo os calculos para a
preparacdo da droga, através da formula:

C1xV1=C2xV2:

Onde:

C1 = Concentracao inicial

V1 =Volume inicial

C2 = Concentragao final

V2 = Volume final

e  Concentracao de 1024 ug/mL

Pesamos 10 mg na balanca (0,010 g) e diluimos em 1 mL de DMSO. Chegando a
concentracdo inicial de 10.000 pg/mL. Fazendo entdo uma solucdo mae (Figura 06).

Dessa forma:

C=M/V

Logo,

1024 pg/mL=10.000 pg/V
V=10.000/1024

V=9,765 mL

Em uma solucdo final de 9,765mL deve haver DMSO a aproximadamente 10%

Entdo: 0,010g de antibiotico/produto + 1 mL de DMSO + 8,765 mL de H,0
destilada estéril.
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Produto

- B Agitar por 1 Transferir 8765mlde
10 mg min HO
Proteger da luz

Figura 06: Preparo de solucdo de produtos e antibioticos.

Cultivo dos micro-organismos

Inicialmente serd realizado o semeio da bactéria em placa de Petri contendo
Agar Brain Heart Infusion (BHI). Para tanto, com o auxilio da alca de niquel cromo
colete da placa de estoque a cepa correspondente do teste e realize o seu semeio
na nova placa de acordo com a figura 07. Posteriormente, acondicione em estuda
por 24 h a 37 °C (Figura 08).

D

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4

Figura 07: Método de semeio de microrganismo em placa de Petri contendo meio sélido.

Protocolo Experimental in vivo para Testes Antibacterianos e de Potencializacao de Antibidticos em Danio rerio (Zebrafish)

CAPITULO 2




Figura 08: Cultivo dos micro-organismos.

2° DIA DE TESTE

12 Etapa: Preparo do inéculo

Apds o periodo de incubacdo, serd preparado o indculo bacteriano na escala
1 de McFarland, o que corresponde a uma densidade de aproximadamente 1 x 108
células por mL, em solucdo salina estéril. Para este fim, serdo coletadas amostras das
placas incubadas contendo a cultura bacteriana, utilizando a alca de inoculagdo e
tranferidos para tubos de ensaio contendo a salina. Posteriormente, retirar 100 L
doindculo e transferir para uma placa de microdiluicdo e levar ao espectrofotémetro
para medir a densidade dptica. Esta deve ser realizada no comprimento de onda
de 630 nm e atingir 0,300 (Figura 09).

Se a absorbancia for >0,300, deve-se adicionar mais salina.
Se a absorbancia for <0,300, deve-se adicionar mais cultura de bactérias.

Repetir a leitura no Elisa. Até alcancar 0,300.

|
!
|

|

saling 100 pL 630nm
0,300

Figura 09: Preparo dos inéculos.
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22 Etapa: Infeccdo em modelo adulto de Zebrafish:
10 - Colocar dgua desclorada em duas caixas organizadoras.
29 - Colocar gelo e termometro.
3° - Monitorar a temperatura até alcancar de 12 °Ca 15 °C.

40 - Colocar o peixe na dgua e observar a reducdo dos seus movimentos (Ficara
de cabeca para baixo).

50 - Retirar o peixe com ajuda da rede.

6° - Conter ele na esponja contendo agua gelada (Figura 10).

/ 1215 -15°C
Figura 10: Anestesia e contecdo de Zebrafish.

7° - Inocular com 10 pL de inéculo via intramuscular com auxilio de seringa de
insulina. Obs.: Fazer primeiro o controle ndo infectado, contendo apenas salina.

89 - Inserir a agulha em um angulo de 45° em relagdo a coluna vertebral, em
posicao imediatamente anterior e lateral a nadadeira dorsal.

99 - A agulha deve ser inserida até o final do bisel.

10° - A agulha deve ser mantida 5 segundos antes de ser retirada (Figura 11).

Protocolo Experimental in vivo para Testes Antibacterianos e de Potencializacao de Antibidticos em Danio rerio (Zebrafish)

CAPITULO 2




Figura 11: Infeccdo em Zebrafish anestesiado.

119 - Aclimatar os peixes em copos distintos com 250 mL de dgua desclorada
autoclavada e identificados durante 4 h. Deixe os copos tampados.

12° - Apds esse periodo tratar oralmente os peixes.
13° - Retirar com cuidado o peixe da dgua.

149° - Tratar oralmente com 20 uL do produto ou antibidtico. Podendo ser feita
com pipeta automatica (Figura 12).

159 - Retorne o peixe ao copo.
16°: Aguardar 24 h.

17°: Colocar mais dgua para congelar.
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Figura 12: Tratamento oral com produto em teste ou antibidtico.

3°Dia de teste
1°- Distribuir 1000 pL de PBS em epperdorfs de 1,5 mL.
4°- Colocar dgua gelada em caixa organizadora (0°C a 4°C).

50- Colocar peixe imerso na dgua com gelo até a perca dos movimento opérculares
(Figura 13).

6°- Abrir papel aluminio no tamanho do peixe dentro do fluxo.

7°- Tranferir o peixe para a cabine de biosseguranca.
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Eute;r_lésia
0°C - 4°C/10 min

Figura 13: Eutanasia de Zebrafish.

8°- Dissecar com o bisturi o dorso do peixe (Figura 14).

9°- Transferir com a pinca estéril para eppendor de 1,5 mL contendo 1000 pL
de PBS. Fechar o eppendor e levar a cabine do lado.

10° - Homogenizar dentro da camara com pistilo de microtubo até alcancar a
mesma consisténcia.

7

200 plL Homogenizado

Figura 14: Dissecagdo e homogeneizacdo de material bioldgico.

11°- Dobrar o papel aluminio e descartar o peixe contaminado para a flamax.
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12°- Adicionar 500 pL de PBS no microtubo com macerado e homogeneizar.

13° - Realizar microdiluicdo em microtubos (Figura 15).

00 l0W  t00p  f00uL 00

v |/900pLPBS |/ 900LPBS  1/900pLPBS |/900uLPBS 900 pL PBS

10 102 103 10 10°

Figura 15: Microdiluicdo em PBS.

14° - Pegar 100 pL da ultima solucdo e espalhar com alca de drigaslski o
homogeneizado (Figura 16).

15°- Realizar semeio em placa de Petri contendo agar BHI.

16°- Colocar em estufa a 37 °C por 24 h.
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4° Dia de teste
10 -Realizar a contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) (Figura 17).

29 - Realizar calculo das UFC/mL seguindo a formula:

N

UFC/mL= ————
VxD

onde:
N = numero de col6énias contadas na placa
V =volume inoculado na placa (em mL)

D = fator de diluicdo da amostra (exemplo: 103=0,001)

Figura 17: Leitura de unidades formadoras de colonias (UFC) em placa de Petri.
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