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RESUMO

O uso de produtos naturais como forma de diminuir o uso de quimicos na producdo vem
ganhando destaque nos meios de producdo animal. O presente estudo teve como objetivo
analisar a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas secas da Terminalia catappa in
vitro sobre a capacidade antimicrobiana no crescimento da Aeromonas hydrophila e
Staphylococcus aureus. As cepas de Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus
utilizadas foram isoladas de peixes naturalmente infectados, com lesGes compativeis com
aeromonose, proveniente de piscicultura comercial, as bactérias foram reativadas por cultivo
overnight em caldo TSB e entdo cultivada em meio &gar triptona de soja por 18 horas e
suspendidas em salina NaCl 0,9% até a concentracdo 0,5 da escala MacFarland. Para
obtencdo do extrato foi pesada 60 gramas do material moido envolvido em um papel filtro
(Whatman) e feito uma extragdo a quente no aparelho extrator de Soxhlet com o auxilio do
solvente a base de &lcool etilico PA, em seguida o extrato foi evaporado em um evaporador
rotativo e armazenado em frascos. Foi utilizada quatro concentracdes de 100mg de amostra
para 2,5 e 5 ml de agua destilada e 200mg de amostra para 2,5 e 5 ml de dgua destilada, para
os testes in vitro foi utilizado placas de petri (150x20 mm) contendo 60 ml de &gar Mueller
Hinton (KASVI), sendo preparadas e inoculadas com a suspens@o de Aeromonas hydrophila
e Staphylococcus aureus com o auxilio de swab. Apos isso, discos de papel de 6 mm foram
inoculados com 10 pl dos extratos testados e colocados sobre a placa previamente
confeccionada, onde também foram adicionados discos sem inoculacdo de extratos sendo esse
0 controle negativo e o antibiético clororanfenicol (30ug) utilizado como controle
positivo. O ensaio foi feito em 3 repeti¢des cada. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e posteriormente avaliou-se a formacdo de halos de inibicdo ao redor dos discos. Os
resultados demonstraram que as concentragdes do extrato da Terminalia catappa (100 mg de
amostra para 2,5 e 5 ml de agua destilada e 200 mg de amostra para 2,5 e 5 ml de 4gua

destilada) ndo apresentaram a formacao do halo de inibicao.

Palavra-chaves: fitoterapicos; piscicultura; antimicrobiano, patogenias



ABSTRACT

The use of natural products as a way to reduce the use of chemicals in production has been
gaining prominence in the means of animal production. The present study aimed to analyze
the antimicrobial activity of Terminalia catappa dry leaf extracts in vitro on the antimicrobial
growth capacity of Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus. The strains of
Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus used were isolated from naturally infected
fish with lesions compatible with aeromonose from commercial fish culture. The bacteria
were reactivated by overnight cultivation in TSB broth and then cultivated on soybean
tryptone agar for 18 hours. suspended in 0.9% NaCl saline to the MacFarland 0.5
concentration. To obtain the extract, 60 grams of the ground material wrapped in a filter paper
(Whatman) was weighed and hot extracted in the Soxhlet extractor apparatus with the aid of
the PA alcohol solvent, then the extract was evaporated in a rotary evaporator and stored in
vials. Four concentrations of 100mg of sample for 2.5 and 5 ml of distilled water and 200mg
of sample for 2.5 and 5 ml of distilled water were used for in vitro tests. Petri dishes (150x20
mm) containing 60 ml were used. of Mueller Hinton agar (KASVI), being prepared
and inoculated with the suspension of Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus with
the aid of swab. After that, 6 mm paper discs were inoculated with 10 pl of the tested extracts
and placed on the previously prepared plate, where discs without inoculation of extracts were
also added. The assay was done in 3 repetitions each. The plates were incubated at 37 ° C for
24 hours and the formation of inhibition halos around the discs was evaluated. The results
showed that the concentrations of Terminalia catappa extract (100 mg sample for 2.5 and 5
ml distilled water and 200 mg sample for 2.5 and 5 ml distilled water) showed no inhibition

halo formation.

Keywords: herbal remedy; pisciculture; antimicrobial; pathogeny
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ANALISE DA EFICACIA DO EXTRATO DA FOLHA DA
AMENDOEIRA-DA-PRAIA (Terminalia catappa) SOBRE O
CRESCIMENTO DA Aeromonas hydrophila E Staphylococcus aureus

EFFECTIVENESS ANALYSIS OF THE ALARM OF THE BEACH ALMOND
(Terminalia catappa) LEAF EXTRACT ON THE GROWTH OF Aeromonas hydrophila
AND Staphylococcus aureus.

Resumo

O uso de produtos naturais como forma de diminuir o uso de quimicos na produgdo vem
ganhando destaque nos meios de producdo animal. O presente estudo teve como objetivo
analisar a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas secas da Terminalia catappa in
vitro sobre a capacidade antimicrobiana no crescimento da Aeromonas hydrophila e
Staphylococcus aureus. As cepas de Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus
utilizadas foram isoladas de peixes naturalmente infectados, com lesbes compativeis com
aeromonose, proveniente de piscicultura comercial, as bactérias foram reativadas por cultivo
overnight em caldo TSB e entdo cultivada em meio agar triptona de soja por 18 horas e
suspendidas em salina NaCl 0,9% até a concentracdo 0,5 da escala MacFarland. Para
obtencdo do extrato foi pesada 60 gramas do material moido envolvido em um papel filtro
(Whatman) e feito uma extragdo a quente no aparelho extrator de Soxhlet com o auxilio do
solvente a base de alcool etilico PA, em seguida o extrato foi evaporado em um evaporador
rotativo e armazenado em frascos. Foi utilizada quatro concentracdes de 100mg de amostra
para 2,5 e 5 ml de agua destilada e 200mg de amostra para 2,5 e 5 ml de dgua destilada, para
os testes in vitro foi utilizado placas de petri (150x20 mm) contendo 60 ml de &gar Mueller
Hinton (KASVI), sendo preparadas e inoculadas com a suspensdo de Aeromonas hydrophila
e Staphylococcus aureus com o auxilio de swab. Apos isso, discos de papel de 6 mm foram
inoculados com 10 pl dos extratos testados e colocados sobre a placa previamente
confeccionada, onde também foram adicionados discos sem inoculagdo de extratos sendo esse
o0 controle negativo e o antibidtico clororanfenicol (30ug) utilizado como controle
positivo. O ensaio foi feito em 3 repeti¢cdes cada. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas e posteriormente avaliou-se a formacdo de halos de inibicdo ao redor dos discos. Os
resultados demonstraram que as concentragdes do extrato da Terminalia catappa (100 mg de
amostra para 2,5 e 5 ml de agua destilada e 200 mg de amostra para 2,5 e 5 ml de 4gua
destilada) ndo apresentaram a formacao do halo de inibicdo.

Palavra-chaves: fitoterapicos; piscicultura; antimicrobiano, patogenias

Abstract

The use of natural products as a way to reduce the use of chemicals in production has been
gaining prominence in the means of animal production. The present study aimed to analyze
the antimicrobial activity of Terminalia catappa dry leaf extracts in vitro on the antimicrobial
growth capacity of Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus. The strains of
Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus used were isolated from naturally infected
fish with lesions compatible with aeromonose from commercial fish culture. The bacteria
were reactivated by overnight cultivation in TSB broth and then cultivated on soybean
tryptone agar for 18 hours. suspended in 0.9% NaCl saline to the MacFarland 0.5
concentration. To obtain the extract, 60 grams of the ground material wrapped in a filter paper
(Whatman) was weighed and hot extracted in the Soxhlet extractor apparatus with the aid of
the PA alcohol solvent, then the extract was evaporated in a rotary evaporator and stored in
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vials. Four concentrations of 100mg of sample for 2.5 and 5 ml of distilled water and 200mg
of sample for 2.5 and 5 ml of distilled water were used for in vitro tests. Petri dishes (150x20
mm) containing 60 ml were used. of Mueller Hinton agar (KASVI), being prepared
and inoculated with the suspension of Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus with
the aid of swab. After that, 6 mm paper discs were inoculated with 10 pl of the tested extracts
and placed on the previously prepared plate, where discs without inoculation of extracts were
also added. The assay was done in 3 repetitions each. The plates were incubated at 37 ° C for
24 hours and the formation of inhibition halos around the discs was evaluated. The results
showed that the concentrations of Terminalia catappa extract (100 mg sample for 2.5 and 5
ml distilled water and 200 mg sample for 2.5 and 5 ml distilled water) showed no inhibition
halo formation.

Keywords: herbal remedy; pisciculture; antimicrobial; pathogeny

Introducéo

A piscicultura no Brasil tem demostrado um grande crescimento nos Gltimos anos, segundo
Camargo e Pouey (2005) o desenvolvimento de tecnologias de insumos na producao,
as grandes areas de lamina d’agua disponiveis e pequena varia¢do de temperatura anual sao
fatores que vem contribuindo para o crescimento da atividade no pais. Dados da Associacao
Brasileira da Piscicultura mostram que em 2018 o Brasil chegou a produzir cerca de 722.560
toneladas do produto, gerando uma receita de aproximadamente 5,6 bilhdes, sendo a Tilapia
do Nilo a principal espécie criada em cativeiro com cerca de 169, 3 toneladas, seguida do
Tambaqui com cerca de 88,7 toneladas, destacando-se a regido a centro-oeste que vem
mostrando uma grande producéo em relacdo as demais regides.

Segundo a FAO (2013), o Brasil ocupa a 12° posi¢do no ranking dos 15 maiores produtores
da aquicultura mundial. Devido a expansdo do mercado e a busca por fontes de alimentos
mais saudaveis, a piscicultura ganhou uma forte intensificacdo buscando atender as
necessidades da populacdo, para isso os produtores buscaram formas de aumentar a
producdo, utilizando um ndmero maior de animais por tanque, causando o adensamento
desses animais facilitando a transmisséo de doencas, acarretando em queda na produgéo e um
elevado custo de manutencdo. Segundo Pavanelli et al. (2008) as principais doencas que
podem afetar os animais podem ser provocadas por parasitas, platelmintos, bactérias e
nematoides. Bactérias como Aeromonas hydrophila (gram-negativa) € uma bactéria
heterotrdfica, encontrada principalmente em climas quentes. Pode também ser encontrada em
aguas marinhas, doces, marinhas, estuarinas, clorinadas ou ndo-clorinadas. Pode
sobreviver em ambientes aerébicos ou anaerdbicos.e Staphylococcus aureus (gram-positiva)

é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-positivos, frequentemente encontrada na
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pele, sdo causadores de patogenias na piscicultura, podendo ser encontradas tanto nas fontes
naturais de &gua, no solo e na manipulagéo e transporte desses animais.

Para se combater as patogenias causadas por essas bactérias se faz uso de produtos quimicos,
sendo que seu uso pode trazer algum efeito toxico aos tecidos dos peixes e pode acumular
residuos na musculatura, oferecendo risco potencial ao consumidor caso ndo sejam
respeitados os tempos de caréncia pds-tratamento, podendo causar contaminacdes no solo e
lencdis freaticos dependendo da concentracdo acumulada (TAVECHIO et al., 2009). Além
disso, o uso de antibidticos na producdo animal tornou-se um problema de salde publica e
animal devido a resisténcia antimicrobiana, gerando inclusive a recomendacdo da restricdo
completa de antimicrobianos para promocdo do crescimento, pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (TANG et al., 2017). Logo, o uso de fitoterapicos surge como uma alternativa
ao tratamento com antibioticos, haja vista que produz um menor impacto ambiental, reduz a
quantidade de residuos quimicos nos animais, sd0 menos toxicos e possuem diversas
propriedades bioldgicas capazes de impedir o crescimento e disseminacdo de patdgenos
(FUJIMOTO, 2012). Os extratos vegetais tém mostrado efeitos positivos na produc¢édo animal
e esses estdo associados aos principios ativos presentes nas plantas (SANTANA et al., 2015).
Estes sdo preparacdes liquidas ou em pé obtidas da retirada dos principios ativos das drogas
vegetais por diversas metodologias (MARQUES, 2005). Na piscicultura o uso de
fitoterapicos vem ganhando destaque na area da sanidade, onde essas preparacdes Sao
utilizadas para combater os danos causados por essas bactérias (YUNIS-AGUINAGA et al.,
2016). In vitro esses extratos sdo testados por meio de disco-difuséo, onde a difuséo
do antimicrobiano leva a formacéao de um halo de inibicdo do crescimento bacteriano (SEJAS
et al. 2002).

Umas das plantas que se tornou uma fonte de tratamento natural é a Terminalia catappa,
segundo PATRO (2013), a Castanhola é uma arvore que pertence a familia Combretaceae,
tipica de regides tropicais. Também ¢é conhecida como sete-copas, chapéu-de-sol
e castanheira. E uma arvore de crescimento rapido podendo crescer de 12 a 35 metros, bem
resistente e suas folhas mudam de verde para um tom mais avermelhado quando estéo perto
de cair e podem ser usadas para fins medicinais, pois possuem varias substancias ativas como
0 Tanino, que séo polifendis de origem vegetal que servem como uma protecdo contra o
ataque de alguns herbivoros e de microrganismos patogénicos. Assim, o presente trabalho

objetivou analisar a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas secas da Terminalia
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catappa in vitro sobre a capacidade antimicrobiana no crescimento da Aeromonas hydrophila
e Staphylococcus aureus.

Material e Métodos

Obtencéo e Preparo do Extrato

As folhas maduras da Terminalia catappa foram coletadas no periodo de Fevereiro de 2019
a Maio de 2019. Apos coletadas, essas folhas foram levadas para o laboratério de
bromatologia (IBEF/UFOPA), onde se realizou assepsia com &lcool 70 e posteriormente
foram pesadas em balanga semi-analitica e secas em estufa de circulacdo forcada a 45° entre
48 a 72 horas, até que apresentassem aspecto crocantes ou quebradico, indicando a perda de
umidade, com avaliacdo a cada 12 horas. Apos serem retiradas da estufa foram moidas em
moinho de facas do tipo Willey com peneira de 2 mm e armazenadas em recipientes fechados.
Para a obtencdo do extrato, a amostra foi levada para o laboratério de pesquisa e
desenvolvimento de produtos naturais e bioativos — PDBIio, onde foi pesada 60 gramas do
material moido envolvido em um papel filtro (Whatman) e feito uma extracdo a quente no
aparelho extrator de Soxhlet com o auxilio do solvente a base de alcool etilico PA, em seguida
0 extrato foi evaporado em um evaporador rotativo e armazenado em frascos.

Para obtencdo da massa do extrato, o residuo oriundo da evaporacao foi adicionado em placas
de petri e foram secos com um secador, resultando na evaporacdo do restante do
alcool sobrando, apenas o extrato concentrado que foi utilizado para preparar as substancias
testes. Para fazer cada concentracdo foram utilizadas 100mg de amostra para 2,5 e 5 ml de
agua destilada e 200mg de amostra para 2,5 e 5 ml de agua destilada. Para se obter uma melhor

homogeneizacao o material foi colocado em um banho ultrassénico por 10 segundos.

Obtencdo das Bactérias

A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada foi isolada de peixes naturalmente infectados, com
lesBes compativeis com aeromonose, proveniente de piscicultura comercial. Para tanto, o0s
animais foram coletados e transportados até o Laboratério de Sanidade Animal
(LARSANA), IBEF/UFOPA. Apo0s a chegada, os animais sofreram eutanasia por
aprofundamento do plano anestésico com benzocaina (Sigma-Aldrich Laboratory,
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Steinheim, Alemanha), 100 mg L -1 (bem-estar animal e ISO- Organizacgéo Internacional para
Padronizacgéo, 2006).

Durante a necropsia foram colhidos assepticamente fragmentos de encéfalo, rim, figado e
baco para cultura bacteriol6gica. Amostras coletadas, esses fragmentos foram semeadas em
placas de Petri, contendo agar triptona de soja (TSA / Difco®), acrescido com ampicilina (10
mg/L), sendo incubadas por 24 h, a 30 ° C. Apds a incubacéo, as col6nias suspeitas foram
devidamente identificadas por suas caracteristicas morfologicas e tintoriais, seguida de
métodos bioquimicos e pelo “kit Bactray 3”, sendo entdo armazenadas em caldo TSB
suplementado com glicerol a -80°C. Ja a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 14458,

foi cedida pela bacterioteca do laboratério de microbiologia/ISCO.

Anélise Microbioldgica dos Extratos por Diluicdo em Placa de Petri

O teste foi realizado no laboratério de microbiologia (ISCO/UFOPA). Para o ensaio
do potencial antimicrobiano dos extratos de Terminalia catappa, as cepas de Aeromonas
hydrophila e Staphylococcus aureus foram reativadas por cultivo overnight em caldo TSB
(Kasvi®) e entdo cultivada em meio agar triptona de soja (TSA / Difco®) por 18 horas e
suspendidas em salina NaCl 0,9% até a concentracdo 0,5 da escala MacFarland. O ensaio
seguiu o protocolo descrito pela Clinical and Laboratory Standards Institute, sendo realizado
em placas de petri (150x20 mm) contendo 60 ml de 4gar Mueller Hinton (KASVI®), sendo
preparadas e inoculadas com a suspensao de Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus
com o auxilio de swab. Apos isso, discos de papel de 6 mm foram inoculados com 10 ul dos
extratos testados e colocados sobre a placa previamente confeccionada, onde também foram
adicionados discos sem inoculacdo de extratos sendo esse 0 controle negativo e o antibiotico
clororanfenicol (30ug) utilizado como controle positivo. O ensaio foi feito em 3 repeti¢bes
cada. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e posteriormente avaliou-se a formacao
de halos de inibicéo ao redor dos discos.

Resultados e Discussoes

Os resultados demonstraram que as concentragdes do extrato da Terminalia catappa (100 mg
de amostra para 2,5 e 5 ml de &gua destilada e 200 mg de amostra para 2,5 e 5 ml de agua
destilada) ndo apresentaram a formacao do halo de inibi¢do. As bactérias Gram-negativas
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possuem uma capsula que tem a capacidade de protegé-las de muitos antimicrobianos,
conferindo maior resisténcia do que as bactérias Gram-positivas (Schved et al. 1994). Apesar
das diferencas morfologicas das espécies Grans positivas e negativas, ndo foi verificado
inibicdo nas concentracGes testadas pelo método de extracdo empregada no presente estudo.
Silva et al. (2017), avaliando a extracéo a frio (temperatura ambiente) das folhas maduras da
Terminalia catappa por remaceracdo com alcool absoluto com renovagdo do do liquido
extrator no sétimo dia, obteve 3 concentracBes (1mg/ml, 10mg/ml e 100mg/ml) para
tratamento, onde ndo houve crescimento de halo inibitorio para Aeromonas hydrophila o que
corroborou com os resultados encontrados no presente estudo.
Silva et al. (2017), realizando um estudo utilizando extratos etanoélicos e aquosos de Lippia
alba e Lippia origanoides, através de extracdes a frio, onde o extrato etanélico foi obtido por
maceracdo estatica com alcool etilico 90% e remocdo do solvente através de evaporagéo e
extrato aquoso obtido apenas por maceracdo e diluicdo em agua destilada com posterior
filtracdo a vacuo utilizando cinco isolados de Aeromonas hydrophila, sendo uma cepa padréo
ATCC, dois isolados de tambaqui (561 e 570), um isolado de pacu e outro de tilapia.
Observou que houve apenas atividade nas placas testadas com os extratos etandlicos de L.
alba e L. origanoides sobre os isolados bacterianos, enquanto para os extratos aquosos ndo
foi observada atividade antibacteriana.
Castro (2008), testando alguns extratos metandlicos da Péra glabrata (sete-casca), Merremia
tomentosa (rosa-pau) e Inga guidonia (inga-do-brejo), ndo observou formacéo de halo de halo
de inibicdo frente a bactéria Aermonas hydrophila.
N&do se verificou atividade antimicrobiana nas concentracdes do extrato da Terminalia
catappa (100 mg de amostra para 2,5 e 5 ml de agua destilada e 200 mg de amostra para 2,5
e 5 ml de agua destilada) contra S. aureus. Morais et al. (2018), realizando estudo sobre
extracdo hidroalcélica da Terminalia catappa por meio de maceracao, utilizando uma mistura
de alcool etilico e agua destilada como solvente, obteve resultados satisfatorios na inibicao
da bactéria nas quatro concentragcfes utilizadas em 50 mg/mL (23,6 £ 1,5 mm), 25 mg/mL
(21 £ 1 mm), 12, mg/mL (16,3 £ 1,5 mm), 6,25 mg/mL (11 £ 1 mm). Em um outro estudo
onde foi avaliada a acdo antimicrobiana da casca da Terminalia catappa, observou-se
atividade do extrato sobre Staphylococcus aureus, por meio do teste de difusdo em agar, onde
a bactéria demonstrou sensibilidade & concentracdo de 100 mg/mL (7.33 mm + 0.58). Essa
diferenca com os resultados do presente trabalho, mostra que o método de extracdo é
determinante no processo obtengédo do principio ativo com atividade antimicrobiano.
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Carvalho et al. (2014), avaliando o extrato das flores de camomila através da extracao a frio
utilizando o solvente polar alcool etilico 96° GL como liquido extrator, obteve um extrato
etandlico, e por meio da extracdo a quente no Shoxlet utilizando o solvente apolar
ciclohexano, obteve o extrato de ciclohexano, ndo apresentou resultados significativos na
inibicdo da bactéria, havendo apenas formacdo de pequenos halos de 8, 7 e 5 mm
nas dilui¢des 1:1 e 1:2 do extrato etandlico, sendo desconsiderado pelo autor.

Gongcalves et al. (2005), avaliando a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos
das folhas da erva matte e da goiabeira sobre a inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus, observou a formacéo de halos de 18 mm para erva matte e 17 mm para a goiabeira,
descrevendo-a como sensivel com formacdo de halo. Por se tratar de uma bactéria gram
positiva, a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 14458, deveria ter sido sensivel ao
extrato das folhas da Terminalia catappa. Entretanto, os resultados obtidos ndo descartam a
eficiéncia da espécie em combater o crescimento bacteriano. Visto que, fatores como método
de extracdo e concentracGes podem interferir nos resultados das amostras, fazendo com que
0 extrato ndo manifeste suas propriedades antibacterianas.

Assim como o presente estudo, 0s extratos citados acima ndo conseguiram agir de forma
eficiente na inibicdo de crescimento bacteriano, sendo observado atividade apenas nos
extratos etilicos com extracdo a frio. Os resultados negativos podem ter sido influenciados

pelo método de extracdo, periodo de coleta ou armazenamento do material.

Concluséao

O extrato alcodlico da folha de amendoeira (Terminalia catappa L.) ndo foi capaz de
interferir no crescimento da Aeromas hydrophila e Staphylococcus aureus em nenhuma das
concentracdes testadas. Contudo é necessario a continuidade do estudo sobre esta planta
utilizando outros métodos de extracdo, tendo em vista que a mesma possui caracteristicas com

grande potencial antimicrobiano.
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ANEXO

1. NORMAS DA REVISTA CIENCIA ANIMAL BRASILEIRA

CONDICOES PARA SUBMISSAO
Como parte do processo de submisséo, 0s autores séo obrigados a verificar a conformidade
da submiss@o em relacéo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que nao estiverem

de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra revista?

2. Os autores estdo cientes de que deverdo pagar a taxa de submissao e enviar o comprovante
de pagamento juntamente com o manuscrito para dar inicio a tramitacdo? Veja no tdpico
Taxas (https://www.revistas.ufg.br/vet/Fees)

3. Os autores estdo cientes de que sdo os responsaveis diretos pelo conteudo de seu artigo?

4. Os arquivos para submisséo estdo em formatos editaveis: Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF e o arquivo néo ultrapassa 4MB? Submissdes com texto em PDF serdo sumariamente

arguivadas

5. Os nomes e afiliagdo dos autores foram excluidos do texto do artigo?(usar a
opcao Propriedades no Word para remover a identificacdo do autor. Veja instrucoes
sobre esse procedimento em https://support.office.com/pt-br/article/remover-
dados-ocultos-e- informa%C3%A7%C3%B5es-pessoais-por-meio-da-
inspe%C3%A7%C3%A30-de- documentos-apresenta%C3%A7%C3%B5es-ou-pastas-de-
trabalho-356b7b5d-77af-44fe- a07f-9aa4d085966f)

6. O texto esta formatado conforme as normas descritas em Diretrizes para Autores?

7. As linhas estdo numeradas de maneira continua e o texto paginado?
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8. As Figuras, Gréaficos e Tabelas estdo inseridas no corpo do texto e em ordem de chamada?
(E n&o no final do texto)

9. As referéncias e citacdes estdo de acordo com o estilo VVancouver?

10. O Preenchimento do Cadastro deverd incluir todos os autores envolvidos, afiliagdo
institucional, endereco de E-mail e 0 ORCID, ndo podendo ultrapassar 0 nimero maximo de

nove (9) autores. O contato principal esta identificado?

11. E obrigatorio anexar a certificacdo de aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) para o caso de pesquisa com animais e pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEP) para as pesquisas que tenham aplicacdo de questionario a

pessoas, bem como, a inser¢do do nimero dos protocolos respectivos no corpo do texto.

12. A Declaracdo de Anuéncia com a assinatura de todos os autores envolvidos esta

disponivel para ser anexado nessa submissao?

13. Os autores estdo cientes que, em caso de aprovacao para publicacdo os préprios autores
serdo, obrigatoriamente, responsaveis pela traducéo e revisao linguistica que devera ser feita

por empresa certificada, preferencialmente, uma das indicadas pela CAB?

DIRETRIZES PARA AUTORES

No processo de submissédo, os autores devem considerar todos os itens listados em condi¢des
para submissdo. As submissbes que ndo estiverem de acordo com as normas Serao
rejeitadas de imediato.

1. Alertamos que o cumprimento das diretrizes € um facilitador para o sucesso de sua
submissédo. Artigos que estejam fora das normas preconizadas serdo rejeitados.

2. A Declaracdo de Anuéncia, obrigatdria, devera ser anexada no ato da submissao.

Deveréa conter os nomes de todos os autores, bem como, a instituicdo afiliada de cada um e
com uma breve descri¢do individual de como o autor participou da referida pesquisa. Veja o

modelo da declaracéo:

MODELO DE DECLARACAO DE ANUENCIA
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Os autores abaixo-assinados declaram, para fins de submissédo de manuscrito ao periddico
Ciéncia Animal Brasileira, da EVZ/UFG, que o artigo "Titulo" é original, inédito e nao foi
submetido a outro periddico.

Carta de Anuéncia: Os autores expressam sua anuéncia acerca da submissédo, assim como
da Politica Editorial, das Diretrizes para Publicacdo e da Declaracao de Direito Autoral, que
se aplicardo em caso de aceite e posterior publicacdo do artigo. Ao lado de cada home e
assinatura, consta uma breve descricdo de como o autor participou da referida pesquisa.

Cidade, data.

Autores

Nome, instituicdo afiliada, breve descri¢do da participacdo, Assinatura
Nome, instituicdo afiliada, breve descri¢do da participagdo, Assinatura
Nome, instituicdo afiliada, breve descri¢do da participacdo, Assinatura
Nome, instituicdo afiliada, breve descricdo da participacdo, Assinatura
Nome, instituicdo afiliada, breve descricao da participacdo, Assinatura
Nome, instituicdo afiliada, breve descricdo da participacdo, Assinatura

o~ wN PR

Nota Cientifica e Relato de Caso: ndo estdo sendo aceitos no momento.

Revisao de Literatura: somente sera publicada quando solicitada por convite e iniciativa do
Conselho Editorial.

Dectecdo de plagio: todos os artigos submetidos a revista CAB serdo previamente
analisados por detectores eletronicos de plagio. Os artigos reprovados serdo minuciosamente
analisados pela Equipe Editorial e, quando for o caso, informacgdes adicionais serdo
requisitadas aos autores. Caso o plagio seja confirmado o artigo sera sumariamente rejeitado.

Texto: O artigo submetido podera ser enviado tanto redigido em Inglés quanto em Portugués.
Como a revista CAB adota a publicacdo bilingue, os autores deverdo ter ciéncia que sera
necessario o envio do texto na outra modalidade no caso de aprovacao para publicacéo. Para
0 texto em portugués, a revisao linguistica sera realizada pela equipe editorial do portal de

periddicos da UFG.

PREPARACAO DE ORIGINAIS
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Autores: 0s nomes dos autores e a filiagdo institucional de cada um ndo devem aparecer no
arquivo texto enviado para submissao para, com isso, garantir o critério de sigilo da CAB na
avaliacdo por pares duplo-cego. A CAB alerta que o nimero de autores por artigo deve ser

de, no maximo, 9 (nove).

NuUmero de paginas: sugere-se que o artigo contenha um nimero maximo de 20 paginas.

Resumo: o texto do artigo deve conter um resumo em inglés e outro em portugués, de mesmo
teor, apresentando clareza e concisdo. Exige-se que o resumo tenha no minimo 180 e, no
maximo, 250 palavras. Nao serdo aceitas traducdes automaticas.

Palavras-chave: nimero minimo de 3 e no maximo de 5 palavras, separadas por ponto e
virgula. Devem ser apresentadas tanto em Inglés quanto em Portugués.

Figuras, Graficos e Tabelas: deverdo ser inseridos, obrigatoriamente, no corpo do texto
apos serem citados. Nao inserir no final do texto.

Comité de Etica: devem ser apresentados o nimero do protocolo de aprovacio da pesquisa
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) e/ou Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEP) no corpo do texto. O certificado de aprovacao, obrigatdrio, devera ser
anexado no ato da submissao do artigo.

URLSs: utilizar italico ao invés de sublinhar (exceto em enderecos URL), todos os enderecos
de URLs no texto deverdo estar ativos (Ex.:http://www.ibict.br).

ESTRUTURA DO TEXTO

Titulo em portugués:_Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito;

Resumo: Fonte Times New Roman 12, espago 1, justificado, com um minimo de
180 e maximo de 250 palavras;

Palavras-chave: Fonte Times New Roman 12, espago 1, justificado e no maximo
cinco palavras-chave;

Titulo em inglés_(obrigatério): Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado; negrito;
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Abstract_(obrigatério): Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado;

Keywords: Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado e no maximo cinco palavras-
chave;

Introducéo: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;
Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;
Resultados: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Discussao: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5 (Os topicos
Resultados e Discussdo podem ser apresentados juntos a critério dos autores);

Conclusoes: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espagcamento 1,5;

Referéncias (ndo utilize o termo bibliografia): Usar fonte Times New Roman 11, espaco 1

entre linhas e colocar espaco 6 pontos acima e abaixo do paragrafo.
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SOBRE O PROJETO:

Resumo do projeto/Aula:

A aquicultura mundial encontra-se em plena expansdo e € uma das principais fontes de proteina de
elevado valor biolégico nas proximas décadas. Esse cendrio impulsiona e culmina na intensificacdo dos
sistemas de produgéo aquicola, com aumento da incidéncia e severidade de varias doencas. Os surtos de
doencas cada vez mais sdo reconhecidos como um dos entraves para producdo aquicola.
Convencionalmente o controle de doencas de peixes tem como principal foco 0 uso de compostos quimicos
e antibidticos, causando impactos na salide animal e publica. Assim o desenvolvimento de formas
alternativas na prevencdo de doencas é uma das maiores necessidades para o desenvolvimento da
piscicultura. Isto vem sendo realizado com o uso de fitoterapicos e suas moléculas ativas isoladas com
atividade potencial farmacolégico utilizados na clinica animal e humano. Assim o projeto pretende-se avaliar
0 efeito destas moleculas na modulacdo do sistema imune inato, dos parametros clinicos e na sobrevivéncia
dos tambaquis suplementados durante a aeromonose. A prospeccdo de suas potencialidades tecnologicas e
funcionais é de extrema importéncia para a producéo aquicola sustentavel.

Objetivos:

Analisar e isolar moléculas ativas oriundas de fitoterapicos amazénicos com efeitos imune-protetor e de
valor zootécnico para tambaquis visando melhorar o desenvolvimento das pisciculturas.

Justificativa:

A piscicultura mundial apresenta notavel crescimento, estima-se que o Brasil registre um crescimento de
104% em 2025. Dentre os peixes 0 segundo mais cultivado no pais e primeiro na regido Norte é o
Colossoma macropomum. Apesar dos fatores positivos para a expansao da aquicultura o pais tem grandes
diferencas regionais no que tange as cadeias de producdo aquicolas, alguns em estagios mais avancados
de estruturacdo, enquanto outros menos competitivos. O estado do Para se enquadra no segundo grupo,
todavia tem condicbes naturais para o desenvolvimento do setor. As questdes comerciais levam &
intensificacdo dos sistemas de producdo, com aumento da incidéncia de doencas, sendo as doencas
infecciosas de maior significancia com altas taxas de mortalidade. Para combater as infeccdes a utilizacdo
de produtos quimicos e antibiéticos tem aumentado. Entretanto, 0 uso indiscriminado destes produtos
intensifica a selecdo de microrganismos resistente e graves problemas ambientais. Nos (ltimos anos a
presenca de residuos de antibidticos nos tecidos de peixes comercializadas constitui-se em grandes
barreiras & importacdo, exportacdo e no consumo. Desta forma, & necessario buscar possiveis substitutos
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aos quimioterapicos. Isto vem sendo realizado com o uso de fitoterapicos e suas moléculas ativas isoladas
com atividade potencial farmacologico utilizados na clinica animal e humano. Essas moléculas como
aditivos na nutrico animal, possibilitam melhor qualidade da racdo e dos produtos de origem animal, além,
da melhora no desempenho e da sanidade.Diversas espécies de plantas amazobnicas ja vém sendo
estudadas por grupos de pesquisas da UFOPA e se apresentam como ricas fontes de flavonoides,
alcalides, fenilpropanoides, compostos cumarinicos, dentre outros. Essas substdncias possuem
propriedades acdo antioxidante, atividade imunoestimulante, antiviral, antimicrobiana, antiparasitaria e de
sucesso alternativas ao uso de produtos quimicos e antimicrobianos. A escolha de todas essas espécies
descrita de ocorréncia e de producdo na Amazdnica visa 0 desenvolvimento e a valorizacdo da
agropecudria regional, com concreta aplicacdo pelos piscicultores, rentabilidade e a utilizacdo sustentavel
da floresta. Neste momento, esta proposta visa elucidar dividas que surgiram nos projetos supracitados e a
producdo de principios ativos com potencial zootécnico e imino-protetor para o desenvolvimento das
pisciculturas em plantas amazénicas.

Relevancia:

Utilizagéo da biodiversidade amaz6nicos como ﬂtogénico mostra-se como alternativa viavel a
SUbStitUi(}éO de antimicrobianos na piscicultura, principal espécie de peixes de criagéo intensiva como 0
tambaqui, C. macropomum, principal espécie produzido e consumido na regiéo Norte e a segunda do pais

SOBRE O (S) ANIMAL (IS):

Procéncia: Biotério Animal geneticamente modificado: NAO

Justificativa de Uso:

Necessario dos testes de eficacia das moléculas ativas dos fitoterapicos

TIPO E CARACTERISTICAS DO (S) ANIMAL (IS):

Taxon: Peixe Nome Cientifico: Colossoma macropomum
Nome Vulgar: tambaqui Linhagem: Colossoma macropomum
Idade: juvenil Peso: 180 g

Sexo: M/F Quantidade de Machos e Fémeas: 400
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CONDIGOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTAGAO:

Planejamento estatistico / Delineamento experimental:

Sera utilizado um distribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com parcelas
subdivididas, em que cada peixe representara uma parcela experimental. Serdo utilizados 18 tanques
com 500 litros de capacidade conforme descrito abaixo. Serdo constituidos dois grupos experimentais:
grupo controle (C) e grupo suplementado com probiético (GS), com nove repeticdes cada. As moleculas
isoladas serdo misturadas em trés concentracées por quilo de racdo comercial de 19, 3g e 59. As ragoes
serdo formuladas com base nos dados apresentados no NRC (1993). As ragdes com probiético e
controle serdo fonecidas duas vezes ao dia (as 8h00 e as 16h30) por 90 dias, na propor¢do de 3 a 6 %
da biomassa Os resultados serdo submetidos as analises de variancia one way e sera feito o teste de
normalidade alfa 5% (Kolmogorov — Smirmov; Anderson-Darling; Shapiro-Wilk e Watson). Estabelecida a
normalidade dos dados sera realizada comparacdo das médias obtidas pelo teste de Tukey (p<0,05) ou
teste Dunn's (5%). O programa estatistico experimental utilizado sera “software R". Os dados de
sobrevivéncia serdo analisados utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism 5 (Graph Pad
Software In., San Diego, California, EUA).

Os materiais biologicos destes exemplares serio usados em outros projetos?: NAO
Condigoes de alojamento e alimentagao:

Serdo utilizados 466 tambaquis, Colossoma macropomum (40,00 + 500 @), adquiridos de
piscicultura comercial, de mesma reproducdo. Inicialmente, 0s peixes serdo acondicionados em tanque
(3000 L), para quarentena. Em seguida serdo distribuidos, aleatoriamente, em caixas de fibra (500 L /
n=10), abastecidas com agua corrente de pogo artesiano, com vazdo de 1L/min. € com aeracdo
suplementar no Laboratério Mltiplos de Producéo de Organismos Aquaticos (LAMPO / ICTA / UFOPA).

Local onde sera mantido: caixas de fibra (500 L) -  Ambiente de alojamento: caixas de fibra (500 L)

ICTA .
Tipo de cama: agua
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS:

Estresse/Dor intencional: NAO
Grau de Invasividade:

GI1 - Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse

Uso de Farmacos Anestésicos: SIM

Farmaco: benzocaina (Sigma- Dose: 100 mg L-1 Via de Administragao: solucéo
Aldrich Laboratory, Steinheim, alcoolica na dgua
Alemanha),

Uso de Relaxante Muscular: NAO
Uso de Farmacos analgésicos: NAO
Imobilizagao Animal: SIM

Tipo de Imobilizagao Animal:

Fisico e quimico anestesia (benzocaina)

Condigdes alimentares (Jejum): NAO Restrigdo Hidrica: NAO
Cirurgia: SIM Tipo de Cirurgia: UNICA
Quais cirurgias:

Necropsia para coleta dos 6rgdos

No mesmo ato cirlrgico:

POS-OPERATORIO

Observagao da recuperagio: NAQ

Outros cuidados: NAO

Exposigio / Inoculagio / Administragio: NAQ

Extragdo de materiais biologicos: SIM

Material Bioldgico: Tecido e sangue Quantidade de amostra: 300

Frequéncia extragao: 1 Método de coleta: local do corpo representativo do
processo infeccioso a ser investigado
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FINALIZACAO

Indugido de Morte: SIM
Método de indugao de morte:

Aprofundamento do plano anestesico

Substancia, dose, via:

com solucdo de benzocaina (1:20.000), diluida em alcool 98° (0,1 g/mL).

Caso método restrito, justificativa:

Nao

Destino dos animais ap6és o experimento:

Laboratério de Morfofisiologia Animal

Forma de descarte da carcaga:

Compostagem

RESUMO DO PROCEDIMENTO

Os extratos serdo preparados a partir de diferentes parte de plantas amazoénicas, seréa realizada a
extragdo por diversos métodos e analisados via CCD trés sistemas de eluicdo apolar, polar acido e
polar basico. As bandas serdo secas e separadas em uma cuba adicionadas nas placa e analisadas em
camara UV-Vis e reveladas as classes de metabdlitos escolhidos, esses extratos serdo submetidos as
particoes liquido-liquido com solventes de crescente polaridade e a fracionamentos classicos de
cromatografia em coluna via Umida. Os extratos também serdo submetidos a anélises
cromatograficas via LC-PDA para a obtencdo das substancias com propriedades imunoprotetoras.
Todos os extratos obtidos serdo submetidos a verificagdo da atividade bactericida anti-aeromonas e
a ensaios toxicidade oral em tambaquis. Apenas os isolados com baixa toxicidade serdo submetidos
a fracionamento. As substdncias majoritarias serdo purificadas por LC-RP e terdo suas estruturas
elucidadas através da analise dos dados espectrais e por espectrometria de massas. Apds obtencado
para teste in vivo utilizara 200 tambaquis: grupo controle (sem isolados) e grupo suplementado com
os isolados. Na ragdo comercial sera incorporado os respectivos isolados (concentracdo determinada
em ensaio toxidade) e suplementados por 30 dias, apds sera analisado as variaveis zootécnicas,
histomorfométrica e microbiota intestinal e bromatologicas dos peixes (MELLO et al. 2013). Para
analise da sepse, apds suplementacao 30 tambaquis serdo inoculados com Aeromonas hydrophila na
cavidade celomatica e o grupo C (n=10) ser3o injetados com salina 0,65%, veiculo utilizado para a
inoculagdo da bactéria (Claudiano et al., 2019). Nos tempos de 3, 6 e 12 h apds a indugdo, os
tratamentos e o controles (n=10) serdo submetidos a coletada de sangue e tecidos. Uma aliquota do
sangue total sera destinada ao hemograma e quantificagdo bactéria a outra a separagdo do soro
para determinag¢do do bioquimico sérico (BRITO et al.2015). A outra fragdo do soro analisara o surto
oxidativo, a litica do soro, a concentragdo de lisozima, a aglutinacdo bacteriana e a atividade do
sistema complemento (Claudiano et al.2019). Para avaliagdo dos sinais clinicos e da sobrevivéncia 80
tambaquis, divididos em dois grupos, um inoculado A. hydrophila e o controles, sera feita pela
observacdo da sobrevivéncia dos animais durante 15 dias. Os resultados serdo submetidos as
analises de varidncia a 5%.
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