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RESUMO

As doencas infecciosas sdo responsaveis por alta mortalidade é um problema para saude pablica e
animal. Devido a esses problemas, é recorrente na terapéutica dos peixes, 0 uso de quimioterapicos.
Tendo em vista o0s riscos associados aos metodos de controle sanitario classicamente
empregados na criacdo de peixes, uma alternativa seria o uso de fitoterapicos. Este estudo
objetiva avaliar a acdo antibacteriana de extratos vegetais frente as bactérias Aeromonas
hydrophila e Staphylococcus aureus. Os extratos foram divididos em: Al (Extrato aquoso
aquecido das cascas de Annona squamosa 50mg/mL); A2 (Extrato aquoso ndo aquecido das
folhas da Annona squamosa 50mg/mL); A3 (Extrato aquecido das folhas de Annona squamosa
50mg/mL); B1 (Extrato aquoso aquecido da Vouacapoua americana 65 mg/mL); B2 (Extrato
hidroetandlico 50% da Vouacapoua americana 65 mg/mL); B3 (Extrato etandlico 100% da
Vouacapoua americana 65 mg/mL); C1 (Extrato hidroetandlico 50% das folhas da Pouteria
macrophylla 50 mg/mL); e D1 (Extrato de geoprépolis 50 mg/mL). Os extratos foram testados
contra uma bactéria gram positiva S. aureus ATCC 14458 e uma gram negativa A. hydrophila
- isolada de peixes infectados. O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia, da
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA. A determinacdo da atividade antimicrobiana
in vitro seguiu as descri¢cdes do protocolo M02-A12 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015), utilizando o teste disco-difusdo descrito por Kirb e Bauer. O extrato das
folhas da Pouteria macrophylla 50 mg/mL e o extrato etandlico 100% da Vouacapoua
americana 65 mg/mL apresentaram inibicdo ao crescimento da S. aureus. Ambos apresentaram
halos com medidas de 7mm de didmetro. Nenhum dos extratos apresentou acéo inibitdria contra
o crescimento de A. hydrophila. No entanto essas atividades ndo demostraram agdo significativa
sobre as cepas. Concluiu-se que em maiores concentracdes ou com auxilio de outra
metodologia, o extrato hidroetandlico da cutite (Pouteria macrophylla), e o extrato etanélico
do acapu (Vouacapoua americana), podem apresentar maior atividade antimicrobiana. S&o
necessarios outros estudos e mais aprofundados, como toxicidade, para a utilizagdo comercial

dessas espécies na aquicultura.

Palavras-Chave: Piscicultura. Extratos. Antibiograma.



ABSTRACT

Infectious diseases are responsible for high mortality is a problem for public and animal health.
Due to these problems, the use of chemotherapy is recurrent in fish therapy. Given the risks
associated with classically used health control methods in fish farming, an alternative would be
the use of herbal medicines. This study aims to evaluate the antibacterial action of plant extracts
and geopropolis of Melipona sp. against Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus
bacteria. The extracts were divided into: Al (Heated aqueous extract of Annona squamosa peel
50mg/ mL); A2 (Unheated aqueous extract of Annona squamosa leaves 50mg/mL); A3 (Annona
squamosa 50mg / mL heated leaf extract); B1 (heated aqueous extract of Vouacapoua americana
65 mg / mL); B2 (50% hydroxyanolic extract of Vouacapoua americana 65 mg/ mL); B3 (100%
Vouacapoua americana ethanolic extract 65 mg / mL); C1 (hydroethanolic extract 50% of the
leaves of Pouteria macrophylla 50 mg / mL); and D1 (Geopropolis Extract 50 mg / mL). The
extracts were tested against gram positive bacteria S. aureus ATCC 14458 and gram negative A.
hydrophila - isolated from infected fish. The study was conducted at the Microbiology Laboratory,
Federal University of Western Pard - UFOPA. The determination of in vitro antimicrobial activity
followed the descriptions of protocol M02-A12 of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2015) using the disk diffusion test described by Kirb and Bauer. The leaves extract of
Pouteria macrophylla 50 mg / mL and the 100% ethanol extract of Vouacapoua americana 65 mg
/ mL showed inhibition of S. aureus growth. Both had halos measuring 7mm in diameter. None of
the extracts showed inhibitory action against growth of A. hydrophila. However, these activities
did not show significant action on the strains. It was concluded that in higher concentrations or
with the aid of another methodology, the hydroethanolic extract of cutite (Pouteria macrophylla)
and the ethanolic extract of acapu (Vouacapoua americana) may have higher antimicrobial
activity. Further and further studies, such as toxicity, are required for commercial use of these

species in aquaculture.

Keywords: Pisciculture. Extracts. Antibiogram.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DE EXTRATOS
VEGETAIS E GEOPROPOLIS DE Melipona sp. SOBRE Aeromonas hydrophila E
Staphylococcus aureus!

Horténcia Miranda Rocha?*; Gustavo da Silva Claudiano3

ABSTRACT .- Rocha, H. M,; Claudiano, G. S. 2019. [Evaluation of bacterial action of plant extracts and geopropolis of
Melipona sp. against Aeromonas hydrophila and Staphylococcus aureus|. Avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro
de extratos vegetais e geoprdpolis de Melipona sp. sobre Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus. Pesquisa
Veterindria Brasileira. Brazil. *hortencia_thek@hotmail.com.

This study aims to evaluate the antibacterial action of plant extracts against Aeromonas hydrophila and
Staphylococcus aureus bacteria. The extracts were divided into: A1 (Heated aqueous extract of Annona squamosa
peel 50mg / mL); A2 (Unheated aqueous extract of Annona squamosa leaves 50mg / mL); A3 (Annona squamosa
50mg / mL heated leaf extract); B1 (heated aqueous extract of Vouacapoua americana 65 mg / mL); B2 (50%
hydroxyanolic extract of Vouacapoua americana 65 mg / mL); B3 (100% Vouacapoua americana ethanolic extract
65 mg / mL); C1 (Hydroethanolic extract 50% of the leaves of Pouteria macrophylla 50 mg / mL); and D1
(Geopropolis Extract 50 mg / mL). The extracts were tested against gram positive bacteria S. aureus ATCC 14458
and gram negative A. hydrophila - isolated from infected fish. The study was conducted at the Microbiology
Laboratory, Federal University of Western Pard - UFOPA. The determination of in vitro antimicrobial activity
followed the descriptions of protocol M02-A12 of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) using
the disk diffusion test described by Kirb and Bauer. The leaves extract of Pouteria macrophylla 50 mg / mL and the
100% ethanol extract of Vouacapoua americana 65 mg / mL showed inhibition of S. aureus growth. Both had halos
measuring 7mm in diameter. None of the extracts showed inhibitory action against growth of A. hydrophila.
However, these activities did not show significant action on the strains. It was concluded that in higher
concentrations or with the aid of another methodology, the hydroethanolic extract of cutite (Pouteria macrophylla)
and the ethanolic extract of acapu (Vouacapoua americana) may have higher antimicrobial activity. Further and
further studies, such as toxicity, are required for commercial use of these species in aquaculture.

INDEX TERMS: Pisciculture, Extracts, Antibiogram.

" Trabalho apresentado a Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) como requisito para obtencdo do titulo
de Bacharel em Ciéncias Agrarias, em Santarém, 14 de Dezembro de 2019.

? Graduanda em Bacharelado Interdisciplinar em Ciéncias Agrarias pela Universidade Federal do Oeste do Para-
UFOPA *hortencia_thek@hotmail.com.
3 Orientador, docente adjunto da Universidade Federal do Oeste do Para-UFOPA. claudianovet@yahoo.com.br.

RESUMO .- Este estudo objetiva avaliar a a¢do antibacteriana de extratos vegetais frente as bactérias A. hydrophila
e S. aureus. Os extratos foram identificados como: Al (Extrato aquoso aquecido das cascas de Annona squamosa
50mg/mL); A2 (Extrato aquoso ndo aquecido das folhas da Annona squamosa 50mg/mL); A3 (Extrato aquecido
das folhas de Annona squamosa 50mg/mL); B1 (Extrato aquoso aquecido da Vouacapoua americana 65 mg/mL);
B2 (Extrato hidroetanélico 50% da Vouacapoua americana 65 mg/mL); B3 (Extrato etandlico 100% da
Vouacapoua americana 65 mg/mL); C1 (Extrato hidroetandlico 50% das folhas da Pouteria macrophylla 50
mg/mL); e D1 (Extrato de geoprépolis 50 mg/mL). Os extratos foram testados contra uma bactéria gram positiva
Staphylococcus aureus ATCC 14458 e uma gram negativa Aeromonas hydrophila - isolada de peixes infectados. O
estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia, da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA. A
determinagdo da atividade antimicrobiana in vitro seguiu as descri¢des do protocolo M100-S25 do Clinical and
Laboratory Standards Institute, utilizando o teste disco-difusdo descrito por Kirb e Bauer. O extrato das folhas da
Pouteria macrophylla 50 mg/mL e o extrato etanélico 100% da Vouacapoua americana 65 mg/mL apresentaram
inibicdo ao crescimento da S. aureus. Ambos apresentaram halos com medidas de 7mm de didmetro. Nenhum dos
extratos apresentou acdo inibitéria contra o crescimento de A. hydrophila. Concluiu-se que em maiores
concentragdes ou com auxilio de outra metodologia, o extrato hidroetanolico da cutite (Pouteria macrophylla), e o
extrato etandlico do acapu (Vouacapoua americana), podem apresentar maior atividade antimicrobiana. Sdo
necessarios outros e mais aprofundados estudos, como toxicidade, para a utilizacdo comercial dessas espécies na
aquicultura.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Piscicultura, extratos, antibiograma.



INTRODUCAO

A piscicultura é um segmento da aquicultura que tem tido grande aceleracdo no seu crescimento e
encontra-se em plena expansdo. Juntamente com o crescimento populacional, a busca por fontes saudaveis de
alimentacdo influenciou o aumento do consumo mundial da carne de peixes (FAO 2018). A piscicultura nacional
tem acompanhado esse crescimento, atingindo produgao de 485, 2 mil toneladas em 2017 (IBGE 2017). Junto a
intensificacdo, surgem problemas relacionados a alta densidade como estresse animal e o uso indiscriminado de
farmacos. Esses entraves contribuem para a proliferacdo e o desenvolvimento de parasitas e microrganismos
patogénicos na criacdo. Muitas das doencas que causam prejuizos sdo provocadas por agentes infecciosos e podem
tornar a atividade pouco lucrativa para os piscicultores, devido as altas taxas de mortalidade (Tavechio et al. 2009).

Devido a esses problemas, é recorrente na terapéutica dos peixes, o uso de quimioterapicos como
fungicidas, antiparasitarios e antimicrobianos, os quais possuem substidncias toxicas que liberam substancias
ativas na 4gua e nos 6rgaos dos animais (Kinkelin et al. 1992 apud Claudiano et al. 2012). Além disso, o acimulo
desses residuos na musculatura, oferece risco potencial ao consumidor, caso sejam ignorados e nido sejam
respeitados os tempos de caréncia pds-tratamento (Tavechio et al. 2009).

0 manejo inadequado de produtos alopaticos na aquicultura favorece a selecido de bactérias resistentes aos
tratamentos. A Organizacdo Mundial da Saide (WHO 2013), relata que a resisténcia aos antibidticos é uma das
maiores ameacgas globais a satude, devido a registros de mortes humanas por infec¢des causadas por bactérias
multirresistentes e da dificuldade de introducdo de novos antibiéticos no mercado. Por isso, prébioticos,
prebidticos e extratos de plantas vém sendo utilizados como imunoestimulantes, pois favorecem o aumento da
atividade de células fagocitarias, a producgio de lisossomos e anticorpos, diminuem o estresse do manejo e
reduzem perdas causadas por doengas (Chitmanat 2002 apud Tavechio et al. 2009).

A fitoterapia é caracterizada pelo uso de diferentes partes de plantas na prevencgio e controle de doencas
(Tavechio et al., 2009). Além de ser associada diminui¢do de custos e de perdas na criacdo, busca atender um
mercado consumidor cada vez mais exigente quanto ao modo de criacdo dos animais e quanto a qualidade do
produto final (Royer et al. 2013).

Tendo em vista os riscos associados aos métodos de controle sanitario classicamente empregados na
criacdo de peixes, uma alternativa seria o uso de fitoterapicos. Ao contrario dos produtos quimicos e farmacos
sintéticos, os extratos vegetais podem causar um desenvolvimento lento de resisténcia, ser direcionados a
espécies-alvo, ser facilmente biodegradaveis e por isso, diminuir amplamente a emissio de residuos ao ambiente
(Chagas 2004).

Os vegetais possuem vias metabdlicas secundarias que podem apresentar atividade de defesa contra
predadores naturais como fungos, nematoides, virus e bactérias (Silveira et al. 2009), e estimular o sistema imune
através de 6leos essenciais e extratos brutos. Estes pode ser obtidos pela retirada dos principios ativos de
matérias-primas vegetais secas, tratadas ou ndo, previamente e preparadas por processos que envolvem a
utilizacdo de solventes como por exemplo, a 4gua ou o e extraidos por métodos como maceragdo, percolagdo,
infusdo, decocgdo, extracdo em aparelho de Soxhlet e destilacao por arraste a vapor, entre outros (Oliveira et al.
2016). Conforme Tavechio et al. (2009), esses principios ativos de extratos disponiveis devem ser estudados e
testados para conhecimento de seus diversos efeitos, como compreender seu potencial imunoestimulante,
fitoterdpico, e na prevengio e controle de patégenos.

As folhas de Annona squamosa, popularmente chamada de pinha, araticum, anona, ata, fruta-do-conde ou
lingua-de-tucano, sdo utilizadas popularmente no tratamento de furinculos, aftas e tlceras e tem sido estudada
pela presenca de varios tipos de metabélicos secundarios em suas folhas e cascas (Souza 2012).

Cascas e folhas de acapu (Vouacapoua americana), tem feito parte de estudos para verificacdo do potencial
alopatico sobre o crescimento de outras plantas (Souza Filho & Alves 2000), por sua madeira possuir boa
resisténcia natural a deterioracdo e a diversos organismos, tem sido estudado o seu potencial fitotoxico e
fungitéxico (Paracampo et al. 2009).

Outra espécie utilizada em pesquisas cientificas é a Pouteria macrophylla (Sapotaceae), também conhecida
por cutite ou cutiriba (Brasil 2015). Silveira et al. (2008), e Silva (2011), relataram que a presenca de alguns
compostos como alcaloides e flavonoides no metabolismo secunddrio das plantas do género Pouteria, demonstram
atividades bioldgicas como antimicrobiana, antinflamatdria, antiespasmodica e analgésica.

Ha também um crescente interesse nas atividades bioldgicas dos produtos naturais como a propolis,
produzida pelas abelhas, e sua agdo antimicrobiana (Lima 2015). A geoprépolis é produzida pelas espécies de
abelhas sem ferrao, que coletam material resinoso das plantas e misturam com cera e barro ou terra (Kerr 1987).
Estudos demonstram as atividades antioxidante, antifingica e antimicrobiana dos extratos da geoproépolis
brasileira (Souza 2016).

O teste antimicrobiano (TSA - Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana), é utilizado afim de determinar a
sensibilidade bacteriana in vitro frente a um agente antimicrobiano (Humphrey & Lightbowm 1952, apud Buller
etal. 2014). Os resultados influenciardo diretamente na escolha da terapéutica antimicrobiana.



Existe uma escassez de estudos cientificos na literatura que relatem a utilizacdo dos extratos das referidas
plantas como agente antimicrobiano. O presente estudo objetiva avaliar a acdo antibacteriana do extrato da
Pouteria macrophylla, extrato das folhas da Annona squamosa, extrato da casca de Annona squamosa, extrato
aquoso, hidroetandlico e etandlico de Vouacapoua americana e extrato de geopropolis frente as bactérias A.
hydrophila e S. aureus, através da técnica de difusdo em agar.

MATERIAL METODOS
Para verificar a resisténcia antimicrobiana foram utilizados os seguintes extratos e concentragdes: extratos
aquecido e ndo aquecido das folhas de Annona squamosa (50mg/mL); extrato da casca de Annona squamosa
(50mg/mL); extrato aquoso, hidroetandlico e etandlico de Vouacapoua americana (65mg/mL); extrato
hidroetandlico das folhas da cutite (Pouteria macrophylla) 50mg/mL; e extrato de geoprépolis 50 mg/mL.

Obtencao dos extratos. Os extratos foram cedidos pelo Laboratério de Farmacognésia da Universidade
federal do Oeste do Para - UFOPA, e tiveram as seguintes formas de extracao:

Para o preparo do extrato aquoso aquecido das cascas de Annona squamosa (50mg/mL), 5g das cascas secas
trituradas foram dissolvidas em 100 mL de dgua destilada e aquecidas a 65° C por 60 minutos. Ja o preparo do
extrato aquoso nio aquecido das folhas da Annona squamosa 50mg/mL consistiu em 5g de folhas secas trituradas
dissolvidas em 100 mL de dgua destilada e a mistura foi agitada da 5 em 5 até completar 60 minutos em agitador
tipo vortex. Para o extrato aquecido das folhas da mesma planta, 5g de folhas secas trituradas foram dissolvidas
em 100 mL de dgua destilada e a mistura foi levada ao aquecimento na temperatura de 65 ° C por 60 minutos.

Para obtencdo do extrato aquoso aquecido das cascas da Vouacapoua americana (65 mg/mL), 5g de cascas
secas trituradas foram dissolvidas em 100 mL de 4gua destilada e a mistura foi agitada da 5 em 5 até completar 60
minutos em agitador tipo vortex.

O extrato hidroetandlico 50% da Vouacapoua americana (65 mg/mL), foi obtido ao se dissolver 5g das
cascas secas trituradas, em 100 mL de uma solugdo hidroetanélica 50% (50 mL de agua destilada + 50 mL de
etanol) e a mistura agitada de 5 em 5 até completar 60 minutos em agitador tipo vortex.

Dissolveu-se 5g de casca secas trituradas, em 100 mL de etanol P. A, para obter o extrato etanoélico 100%
da Vouacapoua americana (65 mg/mL). Apés isso, a mistura foi agitada da 5 em 5 até completar 60 minutos em
agitador tipo vortex.

Para o extrato hidroetanélico 50% da Pouteria macrophylla 50 mg/mL, 5g de folhas secas trituradas foram
dissolvidas em 100 mL de uma solugdo hidroetandlica 50% (50 mL de 4gua destilada + 50 mL de etanol) e a mistura
foi agitada da 5 em 5 até completar 60 minutos em agitador tipo vortex.

Ja na obtengdo do extrato da geoprépolis, 5g de geoprdpolis de Melipona sp. foi triturada e submetida a
extracdo em aparelho de soxhlet com 150 mL de etanol P A. como solvente extrator na temperatura de 80° C sob
refluxo por 2 horas. O extrato foi posteriormente concentrado por evaporacdo sob pressido reduzida e o volume
final foi aferido para 100 mL.

Obtencido das bactérias. Os extratos foram testados contra uma bactéria gram positiva Staphylococcus
aureus ATCC 14458 e uma gram negativa Aeromonas hydrophila - isolada de peixes infectados, provenientes de
piscicultura comercial.

Para o isolamento da cepa de Aeromonas hydrophila, peixes foram coletados e levados ao Laboratério de
Sanidade Animal (LARSANA), IBEF/UFOPA, onde foram eutanaseados por aprofundamento do plano anestésico
com benzocaina (Sigma-Aldrich, Laboratory Steinheim, Alemanha), 100 mg/L! (bem-estar animal e ISO -
Organizacgdo Internacional para Padronizacdo, 2006).

Para a cultura bacterioldgica foram colhidos assepticamente fragmentos de encéfalo, rim, figado e baco,
sendo em seguida semeados em placas de Petri contendo agar triptona de soja (TSA / Difco®) acrescido com
ampicilina (10 mg/L) e incubados por 24 h, a 30 °C. As coldnias suspeitas foram identificadas por suas
caracteristicas morfolédgicas e tintoriais, seguida de métodos bioquimicos e pelo “kit Bactray 3”, e apds esse
processo foram armazenadas em caldo TSB suplementado com glicerol a -80° C.

Teste da Atividade antimicrobiana in vitro. Os testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia,
da Universidade federal do Oeste do Para - UFOPA.

As linhagens bacterianas utilizadas, foram crescidas em meio Agar Triptona de Soja (TSA / Difco®) a 37°C
por 18 horas, em seguida coldnias isoladas foram coletadas com o auxilio de al¢a de platina e coladas em solugao
salina NaCl (0,9%) até que fosse alcangado a turbidez correspondente a 0,5 na escala MacFarland.

A determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro seguiu as descri¢des do protocolo M02-A12 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), utilizando o teste disco-difusdo descrito por Kirb e Bauer em
1966. Para isso, as suspensoes bacterianas confeccionadas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
Mueller-Hinton (DIFCO®), e entdo, discos de papel de 6 mm impregnados com 10 pl de cada extrato foram
colocados sobre a placa, juntamente de discos comerciais do antibiético Cloranfenicol 30pug/mL (controle positivo)
e discos secos (controle negativo), sendo testado, em cada placa, dois extratos em triplicata. Os discos foram



identificados como: A1l (Extrato aquoso aquecido das cascas de Annona squamosa 50mg/mL); A2 (Extrato aquoso
ndo aquecido das folhas da Annona squamosa 50mg/mL); A3 (Extrato aquecido das folhas de Annona squamosa
50mg/mL); B1 (Extrato aquoso aquecido da Vouacapoua americana 65 mg/mL); B2 (Extrato hidroetandlico 50%
da Vouacapoua americana 65 mg/mL); B3 (Extrato etandlico 100% da Vouacapoua americana 65 mg/mL); C1
(Extrato hidroetandlico 50% das folhas da Pouteria macrophylla 50 mg/mL); e D1 (Extrato de geoprépolis 50
mg/mL). Apods os discos serem posicionados, as placas foram invertidas e incubadas em estufa bacteriolégica
(ethik-ethiktechnology) a 37 °C por 24 horas, e apds esse periodo foram analisadas individualmente para a leitura,
sendo observado a formagao e o tamanho dos halos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos testes com a S. aureus o extrato das folhas da Pouteria macrophylla 50 mg/mL e o extrato etandlico
100% da Vouacapoua americana 65 mg/mL apresentaram inibicdo ao crescimento bacteriano. Ambos
apresentaram halos com medidas de 7mm de didmetro (Quadro 1). Entretanto, ndo houve formagio de halos de
inibicdo para ambas as espécies com os demais extratos, possivelmente pela concentracdes empregadas ou os
métodos de extracdo utilizados no presente estudo.

Quadro 1. Didmetros médios dos halos de inibicdo formados com o uso de extratos vegetais frente
a S. aureus e A. hydrophila.

Extrato Testado Diametro médio dos halos (mm)

S. aureus A. hydrophila

Al (Extrato aquoso aquecido das cascas de A. - -
squamosa 50mg/mL);
A2 (Extrato aquoso nao aquecido das folhas da A. - -
squamosa 50mg/mL);
A3 (Extrato aquecido das folhas de A. squamosa - -

50mg/m)

B1 (Extrato aquoso aquecido da V. americana 65 - -
mg/mL);

B2 (Extrato hidroetandlico 50% da V. americana 65 - -
mg/mL);

B3 (Extrato etanodlico 100% da V. americana 65 7+0 -
mg/mL);

C1 (Extrato hidroetandlico 50% das folhas da P. 7+0 -
macrophylla 50 mg/mL);

D1(Extrato de geoprépolis 50 mg/mL). - -
Clorafenicol® 44+0 41+0

- sem atividade antimicrobiana

Santos et al. (2015), descreveram o potencial antimicrobiano do extrato etanélico das folhas e das cascas
do caule de diferentes plantas do género Pouteria, com atividade antibacteriana (halos de inibi¢do entre 9 e 17mm)
frente algumas espécies bacterianas inclusive linhagens de S. aureus, corroborando com este estudo. Em outro
estudo verificou-se formacdo de halo com o extrato etanoélico de Pouteria macahensis frente a bactéria gram
positiva Strepetococcus mutans. A agdo foi atribuida a presenga de metabdlitos secundarios como taninos,
flavonoides, terpenoides nas espécies do género Pouteria (Santos 2017).

Avaliando a atividade antimicrobiana de extratos hidroalcodlico e alcoélico (folhas e caules da Eugenia
uniflora L.), frente a cepas gram positivas, Mendonga et al. (2016) também relataram a potencialidade dos
extratos hidroetandlico de folhas e cascas de plantas em relagido aos aquosos em teste com S. aureus. Os
autores obtiveram resultados positivos para S. aureus, relatando a formac¢ido de halos com didmetros variados
entre 8 e 17mm para tratamentos com alcool 70%, nas concentragdes 12,5 a 100%. No mesmo estudo os autores
relataram que nos tratamentos do extrato que continha alcool absoluto, observou-se a formag¢do de halos nas
concentragdes 100% (8-12mm) e 50% (8mm).

Bona et al. (2014), também obtiveram resultados semelhantes a este estudo, onde as atividades inibitorias
dos extratos aquosos foram menores do que os obtidos para os extratos etandlicos mesmo utilizando diferentes
técnicas de extragdo. Sendo assim, no presente estudo, as formas de dilui¢do dos extratos podem ter influenciado
na disponibilidade dos distintos metabdlitos dos extrativos utilizados, acarretando em melhor resultado nos
tratamentos com diluicdo alcoélica.

Assim como neste estudo, ao utilizar o extrato etanélico bruto das flores de camomila (Matricaria
chamomilla L.), Carvalho et al. (2014), observaram a inibicdo através de pequenos halos de inibicdo nos discos
contendo o extrato (d = 8 mm), diluido 1:1 (d = 7 mm) e diluido 1:2 (d = 5 mm) frente a Staphylococcus aureus.



Porém, na técnica de diluigdo em caldo, houve crescimento desta bactéria em todas as diluigdes do mesmo extrato,
demonstrando que o mesmo ndo apresenta um efeito bacteriostatico sobre S. aureus, e que o didmetro de 8 mm
nao foi significativo. Além disso, esse relato evidencia que além das caracteristicas fisico-quimicas do extrato e da
forma de extragio, o resultados podem depender também da técnica de suscetibilidade escolhida.

Por ndo haver um padrio de didmetro minimo para que um extrato seja considerado eficiente ou nio, na
maioria dos estudos a zona de inibigdo é comparada com halos obtidos para antibiéticos (Gaspar et al. 2017). O
CLSI (2019) estabelece para o teste disco-difusdo contra S. aureus, que halos de inibi¢do <12 (clorafenicol 30
ug/mL) indicam a resisténcia da cepa bacteriana, sendo que neste estudo os halos apresentaram média de 7 mm
de didametro. Tendo como base o estudo com extrativos vegetais de Aratjo et al. (2015), foi interpretado como
resistentes ao extrato, as cepas cujo os halos estavam abaixo de 9 mm de diametro.

Alguns trabalhos na literatura chamam a atencgdo ao perfil de resisténcia exercido pelas bactérias do
género Aeromonas. Suhet et al. (2011), evidenciam o comportamento de resisténcia cepas de Aeromonas
hydrophila isoladas das amostras de agua, superficie e rim dos peixes a variados antibioticos comerciais. Neste
ensaio os fendmenos de resisténcia também foram observados nas concentragdes testadas.

Utilizando extratos com diferentes métodos de extracdo e diluicdo e de diferentes partes da Andira retusa,
Santos (2012), verificou que todos os extratos apresentaram baixa atividade ou nenhuma sobre o crescimento da
A. hydrophila, corroborando com os resultados do presente estudo. O que pode ser uma justificativa para a
auséncia de qualquer halo de inibi¢do com todos os tratamentos.

Utilizando extratos etandlicos de propolis sobre 15 isolados de Aeromonas, (Andrade et al. 2012), obteve
resultados diferentes deste estudo, onde todos foram sensiveis aos extratos (diferidos apenas pelo local de coleta).
Esses estudos apontam que a eficicia do extrato pode estar relacionada sobretudo as caracteristicas dos
compostos dos vegetais.

Patel & Rao (2012), avaliando o extrato metandlico da Mimusops elengi (Sapotaceae) em estagios
diferentes de crescimento, pela técnica de difusdo em agar (pogo), observaram atividade contra a cepas gram
negativa, como a S. typhi. Contrariando os dados obtidos no presente estudo, os autores relatam que as espécies
da familia Sapotacea sdo promissoras contra cepas Gram negativas.

Diversos estudos apontam resultados semelhantes a este quanto aos efeitos frente a bactéria Gram
positivas (S. aureus) e auséncia de atividade frente as bactérias Gram negativas. Aradjo et al. (2015) avaliando a
atividade antibacteriana de extratos vegetais, frente aos dois grupos de bactérias, confirmaram os resultados deste
trabalho sobre maior sensibilidade de S. aureus aos extratos vegetais, e nenhuma atividade sobre a bactéria Gram
negativa utilizada.

Para Santos (2015), a auséncia ou reducdo da agdo bactericida em amostras vegetais frente as bactérias
Gram negativas ocorre devido as caracteristicas da composicdo dos extratos, agindo sobre o sitio de acdo dos
microrganismos, ou seja, estio relacionados, principalmente, com a desintegracdo da membrana citoplasmatica.
Este fator torna os microrganismos Gram negativos mais resistentes decorrente da sua dupla membrana que
forma um envelope complexo. Segundo Bylka et al. (2004) a camada de peptidoglicano na parede celular das
bactérias Gram positivas é mais espessa, enquanto que nas Gram negativas é mais fina. Além disso, as Gram
negativas apresentam duas membranas, sendo uma delas externa ao peptideoglicano. Estas diferencas estruturais
resultam em diferentes susceptibilidades a uma variedade de antimicrobianos que tem as estruturas de contorno
celular como sitios de agao.

Cowan (1999) apud Silva (2011), descreveu a presenca de diversos compostos fenélicos e em altas
quantidades no fruto do cutite (Pouteria macrophyla), como o acido galico. Souza Filho & Alves (2000),
identificaram taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides e triterpenoides nas cascas e folhas do acapu
(Vouacapoua americana). Silva (2010), associa esses metabolitos 4 agdes como privacdo de substrato, perturbacdo
e desintegracdo da membrana. Sendo assim, a concentragao dos extratos utilizadas pode ter sido um limitante para
a baixa atividade antimicrobiana nos testes.

A efetividade dos extratos sobre o crescimento da bactéria vai depender da concentragdo das substancias
antimicrobianas presentes no extrato, e da disponibilidade dos mesmo apds a extragio.

A auséncia de atividade antimicrobiana dos extratos sobre a S. aureus e A. hydrophila pode ter sido
influenciada por diversos fatores como a concentracdo dos extratos, os métodos de extragdo e solventes utilizados,
a parte das plantas utilizadas, a técnica antimicrobiana utilizada, o periodo em que os extratos ficaram
armazenados, e a resisténcia das bactérias as substancias presentes.

Nao foram encontrados na literatura, estudos voltados ao potencial antimicrobiano com o extrato da V.
americana.Ja no caso da P. macrophyla alguns estudos testam sua eficacia, no entanto, estes sdo voltados ao género
do qual a espécie faz parte. Sendo assim, utilizou-se trabalhos semelhantes como base discursiva para este.

CONCLUSOES
Os resultados evidenciam que nenhuma das amostras analisadas demonstrou efeito antagonista frente a A.
hydrophila. Entretanto, o extrato hidroetanolico 50% da cutite (Pouteria macrophylla), e o extrato etanoélico do
acapu (Vouacapoua americana), apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus.
Dessa forma, o presente estudo enfatiza a importancia da elaboragdo pesquisas futuras com os extrativos



utilizados em outras concentragdes, com variacdes nas metodologias de extragdo e testes de toxicidade com as
espécies utilizadas para a verificagao da viabilidade de uso na aquicultura.
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SOBRE O PROJETO:

Resumo do projeto/Aula:

A aquicultura mundial encontra-se em plena expansdo e é uma das principais fontes de proteina de
elevado valor biolégico nas proximas décadas. Esse cendrio impulsiona e culmina na intensificagdo dos
sistemas de produgdo aquicola, com aumento da incidéncia e severidade de varias doengas. Os surtos de
doengas cada vez mais sdo reconhecidos como um dos entraves para produgdo aquicola.
Convencionalmente o controle de doengas de peixes tem como principal foco o uso de compostos quimicos
e antibidticos, causando imp. na saude animal e publica. Assim o desenvolvimento de formas
alternativas na prevencdo de doencas & uma das maiores necessidades para o desenvolvimento da
piscicultura. Isto vem sendo realizado com o uso de fitoterdpicos e suas moléculas ativas isoladas com
atividade potencial farmacolégico utilizados na clinica animal e humano. Assim o projeto pretende-se avaliar
o efeito destas moleculas na modulagao do sistema imune inato, dos parametros clinicos e na sobrevivéncia
dos tambaquis suplementados durante a aeromonose. A prospecgéo de suas p ialidades tecnolégi e
funcionais é de extrema importancia para a produgéo 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 api notavel crescimento, estima-se que o Brasil registre um crescimento de
104% em 2025. Dentre os peixes o segundo mais cultivado no pais e primeiro na regidao Norte é o
Colossoma macropomum. Apesar dos fatores positi para a o da aquicultura o pais tem grandes
diferengas regionais no que tange as cadeias de produgdo aquicolas, alguns em estagios mais avangados
de estruturagdo, enquanto outros menos competitivos. O estado do Para se enquadra no segundo grupo,
todavia tem condigdes naturais para o desenvolvimento do sefor. As questées comerciais levam a
intensificagcdo dos sistemas de produgdo, com aumento da incidéncia de doencas, sendo as doengas
infecciosas de maior significancia com altas taxas de mortalidade. Para combater as infecgdes a utilizagao
de produtos quimicos e antibioticos tem aumentado. Entretanto, o uso indiscriminado destes produtos
intensifica a selegdo de microrganismos resistente e graves problemas ambientais. Nos Ultimos anos a
presenga de residuos de antibidticos nos tecidos de peixes comercializadas constitui-se em grandes
barreiras a importagao, exportagdo e no consumo. Desta forma, é 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 farmacolégico utilizados na clinica animal e humano. Essas moléculas como
aditivos na nutrigdo animal, possibilitam melhor qualidade da ragédo e dos produtos de origem animal, além,
da melhora no desempenho e da sanidade.Diversas espécies de plantas amazonicas ja vém sendo
estudadas por grupos de pesquisas da UFOPA e se apresentam como ricas fontes de flavondides,
alcaldides, fenilpropanoides, compostos cumarinicos, dentre outros. Essas substancias possuem
propriedades agdo 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 produgdo na Amazonica visa o desenvolvimento e a valorizagdo da
agropecudria regional, com concreta aplicagdo pelos piscicultores, rentabilidade e a utilizagdo sustentavel
da floresta. Neste momento, esta proposta visa elucidar duvidas que surgiram nos projetos supracitados e a
produgdo de principios ativos com potencial zootécnico e imino-protetor para o desenvolvimento das
pisciculturas em plantas amazonicas.

Relevancia:

Utilizagdo da biodiversidade amazénicos como fitogénico mostra-se como alternativa vidvel a
substituicdo de antimicrobianos na piscicultura, principal espécie de peixes de criagdo intensiva como o
tambaqui, C. macropomum, principal espécie produzido e consumido na regido 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

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76
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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

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76
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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 repetigées cada. As moleculas
isoladas serdo misturadas em trés concentragdes por quilo de ragdo comercial de 1g, 3g e 5g. As ragdes
serdo formuladas com base nos dados apresentados no NRC (1993). As ragdes com probidtico e
controle serao fornecidas duas vezes ao dia (as 8h00 e as 16h30) por 90 dias, na propor¢éo 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 — Smirnov; Anderson-Darling; Shapiro-Wilk e Watson). Estabelecida a
normalidade dos dados sera realizada comparagdo 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 biolégicos dest es serio usados em outros projetos?: NAO

Condigoes de alojamento e alimentacao:

Serdo utilizados 466 tambaquis, Colossoma macropomum (40,00 + 5,00 g), adquiridos de
piscicultura comercial, de mesma reprodugéo. Inicialmente, os peixes serdo acondicionados em tanque
(3000 L), para quarentena. Em seguida serdo distribuidos, aleatoriamente, em caixas de fibra (500 L /
n=10), abastecidas com &gua corrente de pogo artesiano, com vazdo de 1L/min. e com aeragado
suplementar no Laboratério Multiplos de Produgéo 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

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76
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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 Administragdo: solugdo
Aldrich Laboratory, Steinheim, alcodlica na agua
Alemanha),

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

Tipo de Imobilizagdao Animal:

Fisico e quimico anestesia (benzocaina)

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

Necropsia para coleta dos 6rgaos

No mesmo ato cirurgico:

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76
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POS-OPERATORIO

Observagao da recuperagio: NAO

Outros cuidados: NAO

Exposigdo / Inoculagio / Administragido: NAQ

Extragdo de materiais biolégicos: SIM

Material Biolégico: Tecido e sangue Quantidade de amostra: 300

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

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76 79
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FINALIZAGAO

Indugdo de Morte: SIM
Método de indugao de morte:

Aprofundamento do plano anestesico

Substancia, dose, via:

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

Caso método restrito, justificativa:

Néo

Destino dos animais apds o experimento:

Laboratério de Morfofisiologia Animal

Forma de descarte da carcaca:

Compostagem

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76 8/9
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RESUMO DO PROCEDIMENTO

www.ufopa.edu.br/ceua/painel/projetos/76

Os extratos serdo preparados a partir de diferentes parte de plantas amazonicas, sera realizada a
extragdo por diversos métodos e analisados via CCD trés sistemas de eluigdo apolar, polar 4cido 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
partigbes liquido-liquido com solventes de crescente polaridade e a fracionamentos classicos de
cromatografia em coluna via Umida. Os extratos também serdo submetidos a andlises
cromatogrdficas via LC-PDA para a obten¢do das substdncias 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 substancias majoritarias serdo purificadas por LC-RP e terdo suas estruturas
elucidadas através da andlise dos dados espectrais e por espectrometria de massas. Apos obtengao
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 (concentragdo determinada
em ensaio toxidade) e suplementados por 30 dias, apds sera analisado as varidveis zootécnicas,
histomorfométrica e microbiota intestinal e bromatologicas dos peixes (MELLO et al. 2013). Para
analise da sepse, apds suplementagdo 30 tambaquis serdo inoculados com Aeromonas hydrophila na
cavidade celomatica e o grupo C (n=10) serdo 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 serd destinada ao hemograma e quantificagdo bactéria a outra a separagdo do soro
para determinagéo do bioguimico sérico (BRITO et al.2015). A outra fragdo do soro analisard o surto
oxidativo, a litica do soro, a concentragdo de lisozima, a aglutinagdo 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, serd feita pela
observagdo da sobrevivéncia dos animais durante 15 dias. Os resultados serdo submetidos as
andlises de variancia a 5%.
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0Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link <https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>,
com os arquivos de texto na versdo mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponiveis
no ato de submissdo e no site da revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e
ndo considerados para publicagdo em outro periddico.

Apesar de n3o serem aceitas comunicag@es (Short communications) sob a forma de "Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de
paginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinies e conceitos emitidos nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da
Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificag@es aconselhdveis ou necessdrias. Os artigos submetidos sdo
avaliados pelos pares (peer review) e, aceitos para publicagdo, com dois pareceres favordveis ou rejeitados, por dois pareceres
desfavoraveis

Os direitos autorais dos artigos aceitos para publicacdo permanecem com os autores.

MNOTE: Em complementacdo aos recursos para edigdo da revista @ cobrada taxa de publicagdo {paper charge) no valor de R$
1.500,00 por artigo editorado, na ocasido do envio da comunicacdo de aceite, ao autor para correspondéncia. Nao ha taxa de
submiss&o e avaliacdo de artigo.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteldo do artigo; pormenores de identificag3o cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.,

b) 0(s) Autor{es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo
sobrenome por extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa
(inverso, Riet-Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versdo do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativo, seguido de "INDEX TERMS” que incluem
palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusées,
seguido dos "TERMOS DE INDEXACAQ" que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliogréfica especifica sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a
indicagdo do objetive do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repetigio da experimentacdo por outros pesquisadores. Em
experimentos com animais, deve constar a aprovacado do projeto pela Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos. Quadres (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem
dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de varias repetigdes. E conveniente expressar dados complexos, por
graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N3o convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos
futuros, de modo a evitar uma obrigagdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;
j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluird a bibliografia citada no artigo e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera
ser ordenada alfabetica e cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores (todos), em caixa alta e baixa,
do ano, do titulo da publicag3o citada, e, abreviado (por extenso em casos de divida), o nome do periddico ou obra, usando sempre como
exemplo os ultimos fasciculos da revista {www.pvb.com.br).

2. Na elaboracéo do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das Figuras
no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus arquivos fornecidos separades do texto. Os nomes
cientificos devem ser escritos por extenso no inicio de cada capitulo.
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b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de
chamada para notas de rodapé serdo nimeros ardbicos colocados em sobrescrito apés a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
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