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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo obter, caracterizar e avaliar o efeito do extrato aquoso
de Terminalia catappa e de nanoparticulas de prata (AgNP) no controle do fungo Saprolegnia
parasitica in vitro. O extrato de T.catappa foi produzido por dois métodos (extracdo a quente
e em temperatura ambiente e caracterizados por HPLC, ja as AgNP foram sintetizadas por
diferentes métodos e caracterizadas por espectroscopia de UV-Vis, microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) e espectrometria de emissdo 6ptica com plasma (ICP-OES). Apés a
formulacao e caracterizacdo dos produtos, realizou-se experimentos in vitro para o controle
do fungo S. parasitica. Foram realizados experimentos in vitro em meio sélido e meio liquido.
No primeiro experimento em meio solido avaliou-se 4 concentragfes de extrato, 2 tipos de
meio de cultura (com ou sem antibidtico) e 2 temperaturas para extracdo (quente ou
ambiente). De posse dos resultados um experimento em meio liquido foi realizado com 4
concentracdes de extrato a quente, 4 tempos de exposi¢ao e 2 tipos de meio de cultura. Ja
as AgNP produzidas pelos diferentes métodos foram testadas in vitro em meio soélido
avaliando 4 concentragdes, 2 tipos de meio de cultura e 3 repetigcdes. De acordo com os dados
deste experimento, foi realizado um outro teste avaliando em meio sdlido a eficacia do PVA e
AgNP-PVA no controle micelial. Nesta etapa utilizou-se 4 formula¢des, dois tipos de meio de
cultura e 3 repeticdes. Em todos os testes avaliou-se o crescimento micelial e para verificar a
acao fungicida ou fungistatica, os micélios expostos aos produtos foram realocados para meio
de cultura isentos dos produtos e avaliados durante 96 h. Ainda as AgNP foram avaliadas em
meio liquido, com o fungo sendo exposto a mesma proporc¢ao do teste em meio solido, sendo
utilizados 4 tempos de exposigéo, 4 formulagdes, dois tipos de meio e trés repetigdes. O teste
de Tukey e teste t pareado foram as analises estatisticas utilizadas. Como resultado, o acido
galico e elagico foram identificados nos extratos, mas o extrato a quente apresentou maiores
teores. Em teste in vitro em meio sélido com extrato a 10 g.L?, foi mais eficaz e esta
concentracdo a quente com antibiético foi fungicida, ja em meio liquido, 5 g.L* foi eficaz e com
acao fungicida. Com relacado a producéo de AgNP a banda plasmon foi em torno de 396 a 420
nm e as particulas apresentavam-se em escala nanométrica de 4,9 a 6,8 nm. Dentre 0s
métodos de producédo de AgNP avaliados, o tratamento de 103 mM de AgNP-PVA foi mais
eficaz no controle micelial. A AgNP-PVA 300 mg em meio soélido e liquido mostrou-se mais
eficaz durante as 96 h, independente do meio de cultura. O extrato aquoso a quente de T.
catappa e a AgNP-PVA séo eficazes no controle de Saprolegnia parasitica in vitro.

Palavras-chave: AQNP-PVA; Terminalia catappa; Fungicida; Fungistatico; Nanoparticula de
prata.
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ABSTRACT

The present study aims to produce, characterize and evaluate in vitro the extract aqueous of
Terminalia catappa and silver nanoparticles (AgNP) on fungus Saprolegnia parasitica. The
extract of T. catappa were produced by two methods (hot and room temperature extraction)
and characterized by HPLC and the AgNP were synthesized by different methods and
characterized by spectroscopy of UV-Vis, transmission electron microscopy (TEM), plasma
optical emission spectrometry (ICP-OES). After the formulation and characterization of
products, in vitro bioassays were performed to S. parasitica control. In vitro tests in solid and
liquid medium were performed. The firts experiment in solid medium was conducted with 4
extract concentrations, 2 culture medium (with and without antibiotic) and 2 extractions (hot
and RT). Further the next assay were performed in liquid medium constituted by 4
concentration of T. catappa hot extraction, 4 exposure times and 2 types of culture medium.
The AgNP produceds by different methods were tested in vitro on solid media with 4
concentrations, 2 culture medium and 3 replicates. According to this experiment data, another
in vitro solid medium test with PVA and AgNP-PVA was performed in the micelial control. Four
formulations, two medium culture and 3 replicates was used in this assay. In all tests the
micelial growth was evaluated to confirm fungicidal and fugistatic effects. For that the micelials
exposure on extract were realocated for culture medium without products and evaluated for 96
h. The AgNP also in liquid medium with the fungus exposed to the same treatments of the
previous assay on solid medium. For this, 4 exposure times, 4 formulations, two medium and
three replicates were used. Tukey test and paired t test were the estatistic analysis used. In
the results, the gallic and ellagic acid were identified in the extracts, but the hot extract
presented higher concentration. In the in vitro test solid medium with extract at 10 g.L* was
the most effective and this concentration extracted by hot temperature and antibiotic adiction
was fungicidal. In liquid medium, 5 g.L ! was effective and presented fungicidal action. In
relation to AgNP production, the plasmon band was around 396 - 420 nm and the particles
presented nanometric scale of 4.9 to 6.8 nm. In the AgNP production methods evaluated, 10
3 mM treatment of AgNP-PVA was more effective on micelial control. The AgNP-PVA 300 mg
in solid and liquid medium showed to be more effective throughout 96 h, regardless of the
culture medium. The hot aqueous extract of T. catappa and AgNP-PVA are effective for the
Saprolegnia parasitica control.

Keywords: AgNP-PVA; Terminalia catappa; Fungicidal; Fungistatic; Silver Nanoparticle.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por peixes tem contribuido para o impulso no desenvolvimento
da piscicultura. Devido a esse aumento de producao, o limiar de equilibrio entre o patégeno,
hospedeiro e ambiente pode ser quebrado proporcionando surtos de doencas com altas taxas
de mortalidade dos peixes cultivados. Dentre as doencas de grande impacto na piscicultura,
destacamos a saprolegniose, causada pelo género Saprolegnia sp., 0 mais importante fungo
gue infecta peixes de 4gua doce capaz de se instalar e desenvolver em qualquer lesdo na
superficie do hospedeiro, além de ocasionar perdas massivas levando muitos piscicultores a
prejuizos econémicos (WILLOUGHBY, 1985; WILLOUGHBY; ROBERTS, 1992; VAN WEST,
2006; PAVANELLI et al., 2008, VAN DE BERG et al., 2013).

Estima-se que 10% dos salmdes cultivados sdo dizimados por infecgbes por
Saprolegnia e as perdas séo estimadas em dezenas de milhdes de ddélares anualmente. Além
do dano causado a aquicultura, o declinio de populagfes naturais de salmonideos também
tem sido atribuido a estas infecgbes (VAN WEST, 2006; PHILLIPS et al., 2008). No Brasil, a
saprolegniose causa altas mortalidades nos peixes nativos, principalmente na fase de
reproducdo e larvicultura, assim como apdés manejos erréneos (MARTINS et al.,, 2002;
KUBTIZA, 2005; CORREA et al., 2013).

Apesar dessa problemética, atualmente ndo existem produtos quimicos legalizados
para o controle de doencas fungicas para a aquicultura nacional. Assim, a nanotecnologia
apresenta-se como uma ferramenta para proporcionar desenvolvimento de produtos com
maior eficacia, utilizando uma concentragdo mais baixa, pois sua area de superficie especifica
€ aumentada e o seu tamanho diminuto favorece a passagem pelas membranas celulares dos
organismos (WILLEMS; WILDENBERG, 2005; MITTAL et al., 2013).

Na aquicultura, a nanotecnologia tem sido utilizada para desenvolvimento de diversos
produtos como nanovacinas, nanomateriais para identificagdo de doengas, nanomateriais
com liberacdo inteligente de compostos (antibidticos, imunestimulantes) (RATHER et al.,
2011) e nanoparticulas com propriedades antimicrobianas e antifungicas (VELMURUGAN et
al., 2014; PEREZ-DIAS et al., 2015). Dentre essas nanoparticulas se destacam as
sintetizadas com prata pelo efeito fungicida desse elemento quimico (BANERJEE et al., 2014;
GRIFFITH et al., 2015; LEMIRE et al., 2015).

As nanoparticulas de prata (AgNP) podem ser sintetizadas biologicamente, fisicamente
e quimicamente. O método de reducao quimica € o mais utilizado pois é simples e geralmente
ocorre em fase liquida pela reducdo de um sal do metal, como € o exemplo da sintese de

nanoparticulas de prata a partir do nitrato de prata (AgNOs). Na sintese quimica, os redutores
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como boro hidreto de sdodio, citrato de sédio, N,N-dimetilacetamida, polietilenoglicol, tém sido
0s mais utilizados (CREIGHTON et al., 1979; ZHAO; CROOKS, 1999; CHEN et al., 2007;
AZEREDO, 2009; DA COSTA et al., 2011; PENCHEVA et al., 2012; RITHESH RAJ et al.,
2015; SIMSIR et al., 2015). Além do processo de reducéo, a estabilizacdo das nanoparticulas
€ importante pois garante que estas permanegam com suas propriedades por maior periodo
de tempo permitindo uma aplicacéo eficiente, e como exemplo, o alcool polivinilico que é um
dos estabilizantes mais utilizado para evitar os agregados de prata no processo de sintese
(KONG; JANG, 2006; ELAISSARI, 2008; PENCHEVA et al., 2012).

Atualmente, no intuito de melhorar a eficacia das nanoparticulas, estas tém sido
combinadas com diferentes elementos como por exemplo os polimeros: PVA (Alcool
polinivilico) (MBHELE et al., 2003), quitosana (KAUR et al., 2013), PVP (polivinilpirrolidona)
(QIAN et al., 2001).

Além da nanoterapia, a fitoterapia pode atuar no controle de doencas da aquicultura.
Nesse sentido, a Terminalia catappa conhecida vulgarmente como Chapéu de sol ou
amendoeira, espécie vegetal pertencente a familia das Combretaceae, possui flavonéides e
terpendides, além dos taninos que possuem atividade antimicrobiana e antifingica
(CHITMANAT et al., 2005; CHANSUE; ASSAWAWONGKASEM, 2008; CLAUDIANO et al.,
2009). Assim, alternativas como fitoterapicos e nanoterapicos com atividade antimicrobiana e

antifingica sdo importantes para atuar no controle de fungos de importancia na aquicultura.

A presente dissertacao sera apresentada em forma de capitulos, sendo que no Capitulo
1 sera apresentado a Revisdo de Literatura, Capitulo 2 — Material e Métodos, Capitulo 3 —
Resultados e discussao em forma de artigo, Artigo 1 — Atividade Antifingica in vitro de extrato
aquoso de Terminalia catappa sob Saprolegnia parasitica, Artigo 2 — Sintese de
nanoparticulas de prata e sua atividade antifingica sob Saprolegnia parasitica in vitro e
Capitulo 4 — Consideragdes finais.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o efeito do extrato aquoso de Terminalia catappa e
de nanoparticulas de prata (AgNP) no controle in vitro do fungo Saprolegnia parasitica.

2.2 Objetivos especificos

Produzir e caracterizar extrato aquoso de T. catappa e nanoparticulas de prata (AgNP);
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Avaliar in vitro a atividade antifingica do extrato aquoso de Terminalia catappa e de
AgNP;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Saprolegniose

Saprolegniose € uma micose causada por um oomiceto do género Saprolegnia sp.,
frequente em peixes de dgua doce, distribuida globalmente e infecta inUmeras espécies de
peixes independentemente do seu estagio de vida. Esta doenca manifesta-se em qualquer
temperatura, no entanto € mais comum ocorrer em temperaturas mais baixas (18 a 26 °C)
(NEISH; HUGHES, 1980; PAVANELLI et al., 2008; BASSLEER, 2011).

O agente patogénico causador desta doencga é caracterizado por coldnias brancas que
crescem na superficie corporal dos peixes, semelhante a um algoddo (BASSLEER, 2011).
Este fungo apresenta hifas ramificadas, ndo septadas, com dimensdes variadas e
esporangios com grande quantidade de zodsporos biflagelados. Na literatura, alguns autores
citam que a infeccdo causada por este fungo geralmente ocorre quando o peixe apresenta
escoriacdes em seu tecido epitelial e por isto este oomiceto é agente secundario, entretanto,
outros autores afirmam que o mesmo pode ser um agente primario (MEYER, 1991; BRUNO;
WOOD, 1999; BASSLEER, 2011).

A Saprolegnia sp. é um fungo aquatico comumente encontrado em ambientes dulcicolas
e vem acometendo diversas espécies de peixes como Oncorhynchus kisutch (Salmao coho),
Oncorhynchus mykiss (Truta arco-iris), Rutilus frisii kutum (barata do mar preto) (HATAI,
HOSHIAI, 1992; CORREA et al., 2013; JOHARI et al., 2015; KALATEHJARI et al., 2015). Este
agente etioldgico é comum em peixes de aguas doces e frias, especialmente salmonideos
(NEISH; HUGHES, 1980).

No Brasil, a saprolegniose causa altas mortalidades nos peixes nativos principalmente
na fase de reproducdao e larvicultura, assim como apds manejos errdbneos, porém nao existem
dados econdmicos dos prejuizos causados por esse fungo (MARTINS et al., 2002; KUBTIZA,
2005; CORREA et al., 2013). Segundo Moghaddam et al. (2012), a saprolegniose é um dos

fatores responsaveis pela reducéo da taxa de sobrevivéncia de ovos de esturjao.

Em estudo realizado por Martins et al. (2002), analisando infec¢des parasiticas em
peixes de agua doce cultivados (Pacu - Piaractus mesopotamicus, piau¢u - Leporinus
macrocephalus; tambacu - hibrido, tildpia - Oreochromis niloticus e matrinxd - Brycon

cephalus) no estado de S&o Paulo, foi detectado que em muitos dos peixes analisados que
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apresentavam letargia e diminuicdo de alimentacdo, ocorria a presenca de infecgéo fangica

por Saprolegnia sp.

Ja Corréa et al. (2013), isolaram Saprolegnia spp. de amostras de ovos de Odontesthes
bonariensis e Odontesthes humensis (importantes espécies comerciais de peixe-rei em
regides subtropicais da América do Sul) coletadas de um sistema de producdo experimental

de peixes no sul do Rio Grande do Sul.

Entdo pode-se destacar que esse oomiceto pode infectar tanto os peixes (pele,
branquias) como os seus ovos. Em casos mais graves, este patdgeno pode atingir a
musculatura e em hospedeiros de tamanho diminuto, a musculatura e 6rgaos internos vitais
podem ser atingidos (WILLOUGHBY, 1994; STUELAND et al., 2005; PAVANELLI et al., 2008).

Em altas infecgbes ocorrem falhas osmorregulatorias ocasionadas por destruicdo do
tegumento além de lesdes causadas nas branquias que podem provocar a morte dos animais.
Alguns autores afirmam que esta doenca ocasiona perdas massivas levando muitos
piscicultores a sérios prejuizos econémicos (VAN WEST, 2006; VAN DE BERG et al., 2013).

Estima-se que 10% dos salmdes cultivados s&o dizimados por infecgbes por
Saprolegnia e as perdas séo estimadas em dezenas de milhdes de dolares anualmente. Além
do dano causado a aquicultura, o declinio de popula¢gdes naturais de salmonideos também
tem sido atribuido a estas infec¢des (VAN WEST, 2006; PHILLIPS et al., 2008).

Este prejuizo esta relacionado ao fato de que a transmissdo deste fungo ocorre
rapidamente, através de esporos de forma horizontal, através da agua, de peixe para peixe,
além de utensilios de manejo (BRUNO;WOOD, 1999).

Os peixes infectados geralmente sdo tratados com formalina, sulfato de cobre,
permaganato de potassio, cloreto de sodio, verde malaquita, azul de metileno, e FMC
(formalina+ verde malaquita + azul de metileno), peréxido de hidrogénio, acido acético e iodo
(PAVANELLI et al., 2008; BASSLEER, 2011; FUANGSAWAT et al., 2011; HUANG et al.,
2015).

Corréa et al. (2013) avaliaram o efeito de seis concentra¢gdes (10, 50, 100, 1000, 5000,
10000 ppm) das substéncias quimicas cloreto de sddio, formaldeido, permanganato de
potassio, iodeto de polivinilpirrolidona e sal marinho sem e com iodo em teste in vitro sob 12
isolados de Saprolegnia spp. isolados de ovos de Odontesthes bonariensis e Odontesthes
humensis. Neste estudo foi detectado que formaldeido e o permanganato de potassio, em
concentracdes a partir de 10 e acima de 100 ppm, respectivamente, inibiram o crescimento

micelial de isolados Saprolegnia spp. Ja o iodeto de polivinilpirrolidona e o sal marino sem e
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com iodo ndo mostraram atividade antifingica em nenhuma das concentracdes testadas (0-
10.000 ppm).

No entanto, as quantidades preconizadas desses quimicos para tratamento dessa
doenca séo elevadas e causam impactos ao ambiente caso alcancem o0s corpos de agua.
Nesse sentido, a nanotecnologia passa a ser uma alternativa para a reducdo das
concentragdes utilizadas no controle de doencas e reducdo do impacto ambiental (WILLEMS;
WILDENBERG, 2005; MITTAL et al., 2013).

3.2 Nanotecnhologia

A nanotecnologia € o segmento tecnolégico que manipula e constréi materiais e
substancias em nanoescala (1 a 100 nm) de forma a criar produtos com novas propriedades
fisicas e funcionais (SHAHI; PATRA, 2003; HUANG et al., 2007; RAI; INGLE, 2012; HUANG
et al., 2015).

As nanoparticulas, devido ao seu tamanho apresentam grande area de superficie que
atribui a elas diferentes propriedades eletrbnicas, Oticas, cataliticas entre outras
caracteristicas reativas possibilitando seu uso em numerosas aplicacdes tanto na area
industrial quanto médica (AZEREDO, 2009; FENT et al.,, 2010). Na agricultura, estas
nanoparticulas podem ser utilizadas como nanofertilizantes, nanocidas, nanoparticulas para
conservacao de solo entre outras aplicagées (FURLANETO, 2011; HUANG et al., 2015).

Na aquicultura, a nanotecnologia tem um grande potencial de aplicagdo para melhoria
na producdo de peixes no que consiste em novas ferramentas como nanosensores de
gqualidade de agua, nanoparticulas carreadoras de nutrientes para crescimento dos animais
(RATHER et al., 2011). Além dessas utilizagbes, no campo da sanidade de organismos
aguaticos a nanotecnologia auxilia com diversas ferramentas como nanovacinas,
nanomateriais para identificagdo de doencas, nanomateriais com liberacdo inteligente de
compostos (antibiéticos, imunestimulantes) (CAN et al., 2011; RATHER et al.,, 2011) e
nanoparticulas com atividade antimicrobiana (ANKAMWAR, 2010; PENCHEVA et al., 2012).

3.3 Nanoparticulas de prata (AgNP)

Nanoparticulas de metais nobres como prata, ouro, platina e paladio tém sido estudadas
devido ao pequeno tamanho e a grande area de superficie em relacdo ao seu volume. Nessa
escala, estas particulas apresentam caracteristicas diferentes de particulas maiores
(AKHTAR, 2013).

A prata é utilizada em diversos segmentos da industria como, por exemplo, no

processamento de alimentos e bebidas, composicao de produtos médicos, tratamento de
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agua devido principalmente ao seu potencial antimicrobiano, entre outros (RAGONHA et al.,
2005; QUITANS-JUNIOR et al., 2011; GRIFFITH et al., 2015; LEMIRE et al., 2015).
Atualmente existem aproximadamente 1000 produtos que tem como principio a nanoparticula

de prata, constituindo assim uma producéo de 500 toneladas por ano (KHAN et al., 2011).

Sua acdo antimicrobiana € explicada pela sua aderéncia & membrana celular,
degradando os lipopolissacarideos formando cavidades na membrana celular que aumentam
sua a permeabilidade (AZEREDO, 2009). Dentro das células causa danos ao DNA e liberacéo

de ions de prata pela lenta oxida¢do da nanoparticula.

As AgNP apresentam grande versatilidade de aplicagbes e facilidade de preparacgéo, de
forma que sua sintese pode ser quimica, fisica ou biolégica. O método mais comum para sua
sintese € a reducdo quimica por agentes redutores inorganicos e organicos. Neste processo,
diferentes redutores tém sido utilizados como citrato de sodio, boro hidreto de soédio,
ascorbato, dimetilformamida, N, N-dimetilacetamida, &lcool, polietilenoglicol, entre outros.
Tais agentes reduzem Ag* e conduzem a formacédo de prata metélica (Ag°), seguida de
formacdo de aglomerados oligoméricos. Posteriormente, estes aglomerados conduzem a
formacao de particulas de prata coloidais metalicas (EVANOFF; CHUMANOV, 2004; WILEY
et al., 2005; CHEN et al., 2007; MERGA et al., 2007; DA COSTA et al., 2011; PENCHEVA et
al., 2012; RATHESH RAJ et al., 2015; SIMSIR et al., 2015)

Durante esta sintese também se faz necesséria a utilizacdo de agentes estabilizantes
para impedir a disperséo e aglomeracdo das nanoparticulas. Estes agentes além de interagir
com a superficie para estabilizar o crescimento das particulas, protege contra sedimentacéo
e perda de propriedades superficiais. Dentre 0s agentes estabilizantes utilizados, os
compostos poliméricos como polivinilpirrolidona, polietilenoglicol, metil polimetacrilato e alcool
polivinilico s@o descritos na literatura como agentes eficazes na estabilizacdo de
nanoparticulas (OLIVEIRA et al., 2005; KONG; JANG, 2006).

O alcool (PVA) é um polimero atéxico, porém, sintético e tem sido utilizado para revestir
superficies de particulas e impedir sua aglomeragdo, obtendo-se nanoparticulas
monodispersas. A estabilizacdo de AgNP para a producdo de nanocompdsitos (nanofibras,
nanofilmes) tem sido relatada na literatura (MBHELE et al., 2003; HONG et al., 2006, FILIPPO
et al., 2009).

3.4 Sintese e caracterizacéo das nanoparticulas de prata

A sintese de nanoparticulas de metalicas é realizada por redugédo de um ion metélico.
Areducédo de Ag* em solucdo aquosa produz um coldide com particulas de alguns nanémetros

(1 a 100 nm). Primeiramente, a reducdo leva a formacdo de atomos de prata (Ag°) e
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posteriormente sua agregacdo em grupos oligoméricos que forma as nanoparticulas de Ag
(AZEREDO, 2009; RAI; INGLE, 2012).

A reducdo quimica ocorre na presenca de redutores e estabilizantes, que possuem
como func¢ao torna-las termodinamicamente estaveis evitando a aglomeracao e crescimento.
O estabilizante ndo sé controla a distribuicdo do tamanho médio de particula como também
tem funcdo moderadora na forma geométrica e este fator implica diretamente sobre as
propriedades Opticas destes sistemas nanoparticulados (MORONES et al., 2005; LEVIN et al.,
2009). As nanoparticulas esféricas sdo termodinamicamente mais estaveis, no entanto
diversas formas podem ser obtidas, dependendo da natureza do material e do processo de
preparacdo (ELAISSARI, 2008).

As particulas coloidais produzidas por esse método sdo menores do que o comprimento
de onda de luz visivel, sendo que a solugdo tem como caracteristica cor amarelada com banda
plasménica intensa entre 380 - 400 nm, além de bandas menos intensas no comprimento de
onda no espectro de absorcdo. Como estas nanoparticulas sdo nanoestruturadas, elas
passam a ter propriedades Opticas como a absor¢do de luz pela prata metalica em um
comprimento de onda que o metal, em sua forma ibnica, ndo tinha (SHARMA et al., 2009;
SILVA, 2014).

Esse método de producéo por redugdo quimica utiliza solventes toxicos que podem ser
adsorvidos na superficie dessas nanoparticulas. Assim, pode ocorrer a geracdo de
subprodutos perigosos além do grande consumo de energia. Dessa maneira, faz-se
necessério o desenvolvimento de procedimentos menos toXxicos e agressivos ao meio
ambiente e a salde humana, com alto rendimento e baixo custo (AHMAD et al., 2003; SONG;
KIM, 2009; THAKKAR, 2010; IRAVANI, 2011).

ApoOs a producgdo das AgNP deve ser realizada sua caracterizagdo. Para isto, diversas
técnicas sdo utilizadas, como por exemplo a espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis)
(RAVEENDRAN et al., 2003; SOLOMON et al., 2007; SHORE et al., 2011) e microscopia
eletrénica de transmisséo (TEM) que serdo abordadas no presente estudo (KITTLER et al.,
2010; SHORE et al., 2011).

A absor¢do na regido do UV-Vis utiliza fétons na faixa do ultravioleta proximo (200< A
<400 nm), do visivel (400 nm < A <800 nm), e do infravermelho préximo (800 < A < 3300 nm).
Esta técnica mostra a ressonancia da superficie plasménica. Algumas nanoparticulas
metdlicas exibem forte banda de absor¢&o na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), que é
atribuida a banda de ressonancia de plasmon de superficie (ANDRADE, 2008; NATH et al.,
2010).
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A oscilagdo de elétrons de conducao, conhecida como ressonancia de plasmon de
superficie (RPS) corresponde a interacdo entre nanoparticulas metalicas e o campo
eletromagnético da luz. A oscilagdo do campo elétrico da onda eletromagnética ocasiona
polarizacdo de cargas de um lado da nanoparticula criando uma forca de compensagéo no
sentido oposto da mesma. Assim, o efeito plasmon é caracterizado pelo aparecimento de uma
ou mais bandas de absorcao no espectro UV-Vis das nanoparticulas dispersas, sendo que a
ressonéancia de superficie depende de fatores como morfologia da nanoparticula, tamanho e
meio dielétrico (WILLETS; VAN DUYNE, 2006; NOGUEZ, 2007).

Nesta analise, é possivel obter um gréfico de absor¢cdo de luz em fungédo do
comprimento de onda (nm), de forma a verificar a formacéo de AgNP, através da identificagéo
da banda plasmoénica caracteristica (em torno de 400 nm) (ZHANG et al., 2004). A largura da
banda no gréfico de absor¢éo fornece informagdes sobre a intensidade e tamanho das AgNP,
sendo que o alargamento na banda de plasmom ocorre possivelmente pela aglomeracéo e
pela presenca de tamanhos variados das nanoparticulas. Assim, quanto mais estreita a banda
plasmon, maior a homogeneidade no tamanho das nanoparticulas (SHIPWAY et al., 2000; HE
et al., 2002).

Aliada a UV-Vis, a microscopia eletrénica de transmisséo fornece informagfes sobre a
forma e tamanho das nanoparticulas, sendo que nanoparticulas esferoidais sao preferiveis

pois sdo termodinamicamente mais estaveis (ELAISSARI, 2008).

3.5 Atividade antifingica das Nanoparticulas de prata (AgNP)

Nanoparticulas de prata mostraram atividade antifingica in vitro contra cepas de
Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon beigeli e Candida albicans em valores de
concentracdo inibitéria minima (MIC) de 2 pg.mL™*, valor semelhante ao da Anfotericina B que
€ um agente antifungico amplamente utilizado para tratar infec¢des sistémicas (KIM et al.,
2009)

Nasrollahi et al. (2011) também testaram in vitro a atividade antifingica de
nanoparticulas de prata sob Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans e compararam as
AgNP com anfotericina B e Fluconazol e constataram que o efeito da anfotericina foi maior
gue o fluconazol e a AgNP apresentou maior efeito do que esses dois agentes fungicos sobre

as cepas.

Em estudo com nanoparticulas de prata e também fungos do género Candida, Monteiro
et al. (2012) avaliaram o efeito destas nanoparticulas sobre biofiimes de Candida albicans e
Candida glabrata. Foram testadas AgNP sintetizadas com nitrato de prata de diferentes

tamanhos 5, 10 e 60 nm e estabilizadas com aménia (NHs) e polivinilpirrolidona (PVP).
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Observou-se que as duas espécies de Candida sp. foram sensiveis a todos os tamanhos de
AgNP com valores de concentragdo inibitéria minima 0,4 - 0,8 ug.mL* contra C. albicans
utilizando AgNP de 5 nm sintetizada com nitrato de prata, 0,8 a 3,3 pg.mL* com AgNP de 60
nm sintetizada com nitrato de prata e estabilizadas com amdnia e polivinilpirrolidona contra C.

glabrata, sendo que esta Ultima espécie apresentou-se menos susceptivel a AgNP.

Estudos tem avaliado a atividade fungicida de AQNP em fungos oculares patogénicos
filamentosos. Xu et al. (2013) mostraram que estas nanoparticulas exibiram atividade
antifungica significativamente superior que o antifingico natamicina. Ao comparar os valores
de MICg das AgNP com a natamicina contra Alternaria alternata, Aspergillus spp. e Fusarium
spp., observou-se que a eficiéncia foi de 4, 8 e 32 vezes maior, respectivamente, do que a

natamicina.

As AgNP tém sido testadas também em fungos patogénicos para vegetais. Nejad et al.
(2016), avaliaram o seu efeito em fungo Rhizoctonia solani, fungo que causa problemas no
cultivo de arroz. As taxas de inibi¢do para 5, 10, 25 e 50 ppm foram 8, 35, 67 e 85%, mostrando

que estas inibiram o crescimento do fungo.

Ja Kim et al. (2012), avaliaram o efeito antifiingico de nanoparticulas de prata contra
diversos fungos patogénicos para plantas. Foram utilizadas nanoparticulas comerciais de trés
tipos com variagédo de 7 a 25 nm. No ensaio in vitro, foram utilizadas quatro concentragdes
diferentes AgNP (10, 25, 50 e 100 ppm). Discos de agar de tamanho uniforme 8 mm de
didmetro contendo o fungo foram inoculados no centro de placa de petri e incubadas a 28 °C

+ 2 °C durante 14 dias, sendo que maior inibicdo obtida foi na concentragdo de 100 ppm.

AgNP também tem sido testada em Saprolegnia sp. em ovos de truta (Oncorhynchus
mykis). Foram utilizadas nanoparticulas comerciais de forma esférica e concentragédo de 4.000
mg.L! com tamanho médio de 16,6 nm. O efeito antifingico das AgNP foi avaliado pela
determinagcdo da concentracdo minima inibitéria. Discos de a&gar de 5 mm de diametro
contendo o fungo foram colocados no centro de placas de petri placas contendo o meio de
cultura com as concentra¢des das nanoparticulas. O crescimento da Saprolegnia foi avaliado
no periodo de 24, 48 e 72 h. Nesse teste foram avaliadas as concentragfes de 2, 4, 8,15, 31,
62,125, 250, 50, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 e 2000 mg.Lt. Em 2 e 4 mg.L! ndo houve
diferenca de crescimento comparado ao controle, de 8 a 1000 mg.L? o crescimento reduziu
gradualmente e com 2000 mg.L* ndo houve crescimento. O desenvolvimento do micélio foi
limitado de 1000 a 2000 mg.L* (JOHARI et al., 2015).
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3.6 Terminalia catappa e sua atividade antifingica

Apesar da eficacia demonstrada em fungos, a preocupacéo quanto ao efluente gerado
pelo uso de nanoparticulas € recorrente (NAYAK et al., 2016). Assim, o extrato de Terminalia

catappa também se apresenta como uma alternativa para o controle de fungos.

A espécie Terminalia catappa L. pertence a familia Combretaceae e é conhecida
popurlamente como chapéu-sol, amendoeira, amendoeira-brava, castanheira, castanhola,
sete-copas (Figura 1). E originaria da india e alcanca de 25 a 45 metros de altura (GILMAN;
WATSON, 1994). A espécie possui rapido crescimento e é utilizada para fins ornamentais,

arborizagdo urbana e rural, além de suas partes (raizes, folhas e frutos) poderem ser utilizadas
na fitoterapia de diversas doencas (FRANCIS, 1989; THOMSOM; EVANS, 2006; MENESES
et al., 2003; COCK, 2015; SILVA et al., 2015).

Figura 1. Foto digital de: A. Exemplar de Terminalia catappa localizado na Embrapa Tabuleiros

Costeiros; B. Folhas do exemplar de Terminalia catappa.

Essa utilizacdo decorre principalmente por essa espécie possuir flavondides,
terpendides e taninos, que possuem atividade antimicrobiana e antifungica (GILMAN;
WATSON, 1994; RIBEIRO et al., 1999; CHITMANAT et al., 2005; THOMSON; EVANS, 2006;
CHANSUE; ASSAWAWONGKASEM, 2008; CLAUDIANO et al., 2009).

O extrato de diferentes partes (fruta, folha, casca) desta espécie tem demonstrado
atividades antimicrobiana e antifangica (CHANSUE; ASSAWAWONGKASEM, 2008;
CHANDA et al., 2011; RUBINI et al.,, 2013; RAJESH et al., 2015; SILVA et al., 2015),
antiparasitaria (CLAUDIANO et al., 2009), antioxidante (ANNEGOWDA et al., 2010; RAJESH
et al., 2015; VENKATALAKSHMI et al., 2015), hepatoprotetiva (GAO et al., 2004;CHEN; LI,
2006; TANG et al., 2006), anti-inflamatéria (FAN et al., 2004; VENKATALAKSHMI et al., 2015;
ABIODUN et al., 2016), anti-mutagénica (MININEL et al., 2014) e anti-diabética (NAGAPPA
et al., 2003).
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Devido & sua atividade antimicrobiana, o processo de preparo de extrato das folhas de

Terminalia catappa tem sido estudado por diversos autores (Tabela 1).

Tabela 1. Métodos de extracéo da folha de Terminalia catappa descritos na literatura.

Tempo Temperatura/tempo
de Temperatura Solvente Planta/ Granulometria Folha de secagem das Método Autor
extragao Solvente folhas
48 h 70 °C Etanol 100 g: 40 mesh Fresca - Soxhlet ANNEGOWDA
(99,5%) 1000 mL etal., 2010
6h - Etanol 50: 200 - - 105 - 110 °C/ 30 min Soxhlet ADETUNUJI;
(75%) mL SALAWU, 2010
Folhas
i verdes,
3,5,10 118 °C Agua 5g: 100 8 cm (abertura) amarelas 40°C/ 12 h - CHYAU et al.,
e 15 min deionizada mL e 2006
vermelhas
caidas
- - Etanol - - Seca - Agua KINOSHITA et
(50%) aquecida al., 2007
90°C/1h
Spray dry
- - Agua 20g:1L - Seca Temperatura - CLAUDIANO et
ambiente (umidade) al., 2012
e 50 °C até 20% de
umidade
2 - 3dias 60 °C Agua 200 g: 500 3mm Fresca Sombra/ 3 semanas - N’GUESSAN et
destilada mL al., 2011
- - - - - - 50 °C/ 6 dias Maceracao DA SILVA et
al., 2010
- - Agua do 02g:1L - - Temperatura - IKHWANUDDIN
mar de 4gua ambiente etal, 2014
do mar
1h 90 °C Agua 5g: 100 - - - - EL-RAFIE;
deionizada mL de HAMED, 2014
agua
deionizada
- 65 °C Etanol e 10 g: 100 180 um Verdes e 55°C/12h - FOGACA et al.,
etanol mL maduras 2013
acidificado (até 24 h
de caida)
- - Etanol - - - Temperatura - MUHAMMAD;
95% ambiente/ 2 MUDI, 2011
semanas
- - - 524,6 g - Seca - Percolagdo  MININEL et al.,
7:3 EtOH: 2014
H20
15 min - Agua 10 g: 500 - - - S ANKAMWAR,
destilada mL 2010
16 h Temperatura Etanol ou 100 g: 500 - Frescas 50 °C - NADIRAH et
ambiente metanol mL al., 2013
48 h - Metanol 50 g: 200 - Seca - - BABAYI et al.,
mL 2004
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A utilizagéo de extrato de T. catappa tem sido avaliada contra diferentes espécies de
fungo. Gandhi et al. (2015) avaliaram a eficicia de extratos (aquoso, acetato de etila e hexano)
da casca e da madeira de T. catappa contra os fungos Aspergillus fumigatus, Candida
albicans, Ganoderma sp., Microsporum gypseum, Mucor sp., Pencillium sp., Rhizopus sp.,
Scopulariops sp., Sporothrix scheckii e Trichoderma sp. Concentragbes de 50 pg, 100 pg e
150 pg de uma solucéo de 1 pg.1ult dos trés extratos foram avaliados a partir dos diametros
da zona de inibicdo. Esses autores verificaram que o0 extrato aquoso da madeira de T. catappa
foi efetivo em todas as concentracdes contra Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum,
Mucor sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Scopulariops sp. e Sporothrix scheckii. A atividade
inibitéria maxima para A. fumigatus e Mucor sp. foi de 19 mm e para Penicillium foi de 17
milimetros. Porém, o extrato aquoso ndo apresentou efeito contra C. albicans e Ganodema

sSp. nas concentracdes avaliadas.

J4 Chanda et al. (2011) testaram a eficacia de extratos (metandlico, acetona e
dimetilformamida) da folha da T. catappa em 16 cepas de fungos. Para isto, 0s extratos foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) e a atividade antifungica foi avaliada a uma
concentracao de 250 ug/disco através do método de difusdo em disco no 4gar. Para este teste
in vitro também foram utilizados controles negativos (DMSO puro) e positivos (Nistatina e
fluconazol). O crescimento foi determinado através do didmetro da zona de inibi¢cdo. Os trés

extratos foram eficazes contra 25% dos fungos testados.

Chitmanat et al. (2005) avaliaram a eficacia do extrato aquoso desta planta em ovos de
tilapia infectados com fungo ndo especificado. A atividade do extrato (200 ppm) foi comparada
com a atividade do alho e formol (200 ppm). A porcentagem de infec¢do fungica foi
determinada por meio da contagem do numero de ovos mortos. O extrato aquoso de T.
catappa apresentou maior efeito antifungico em relacdo ao alho e formol. O percentual de
ovos infectados tratados no controle foi 9,89 + 2,98%, formol 4,10 + 3,02%, alho 5,80 + 1,00%
e extrato de folhas de T. catappa foi 1,54 + 0,53%.

3.7 Compostos ativos do extrato aquoso de T.catappa

As folhas de Terminalia catappa séo ricas em taninos hidrolisaveis como: terflavinas A
e B, tergalagina, tercatina, punicalina, punicalagina, &cido galico, acido chebulagico, geranina,
granatina B e corilagina (TANAKA et al., 1986; AHMED et al., 2005). Sendo que a propriedade
antifingica dos extratos de T. catappa esta relacionada a 4 principais compostos ativos: O

acido galico, 4cido elagico, a punicalina e punicalagina.
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Estes compostos ja foram identificados em casca, folha e fruto de T. catappa (LIN; HSU
1999; CHEN et al.,, 2000; LIN et al., 2000; Duke’s Phytochemical and Ethnobotanical

Databases).

O flavondide &cido gélico é um polifenol (Figura 2) encontrado em varios produtos
naturais. Diversos estudos mostram que este A&cido apresenta acdo antioxidante,
antiinflamatoria, antimutagénica, antitumoral e antifingica (GICHNER et al., 1987; KROES et
al., 1992; KIM et al., 2002; MA et al., 2003; LOCATELLI et al., 2013; NGUYEN et al., 2014;
ALVES et al., 2014).

O~_OH

HO OH
OH

Figura 2. Estrutura quimica do acido galico; Nome IUPAC: 3,4,5-trihidroxibenzdico.

O &cido elagico também é um polifenol e pode ser encontrado em varias plantas,
inclusive na Terminalia catappa e ja tem seu potencial antioxidante comprovado tanto in vitro
como in vivo (LIN et al., 2000; NAGAPPA et al., 2003; SOH et al., 2009; JUNYAPRASERT et
al., 2012) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica do &cido elagico; Nome IUPAC: 2,3,7,8-tetra-hidroxicromeno [5,4,3-cde]

cromeno-5,10-diona.

A punicalagina e punicalina sdo taninos hidrolisaveis. Os taninos sdo polifendis
distribuidos em plantas, bebidas e alimentos. Estes estdo presentes em plantas superiores e
ocorrem em aproximadamente 30% das familias destas plantas. S&o componentes sollveis

em agua e em solventes organicos polares e responsaveis pela adstringéncia de frutos e
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plantas (HARTISH; KOLOODZIEJ, 1996; SANTOS et al., 1997; MAKKAR; BECKER, 1998;
AERTS et al., 1999).

A punicalagina (Figura 4A) é responsavel pela acao antimicrobiana (MACHADO et al.,
2002). Os taninos tém efeito inibitério sobre bactérias e fungos e para isto existem trés
hipéteses: a inibicdo das enzimas de bactérias e fungos e/ou a complexacéo dos substratos
as enzimas; a acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando o seu metabolismo; e por Ultimo a complexacéo dos taninos com ions metalicos,
diminuindo, a disponibilidade destes elementos essenciais para o metabolismo dos
microrganismos (MELLO; SANTOS, 2002). J4 a punicalina (Figura 4B) possui atividade
antioxidante e hepatoprotetiva (LIN et al., 2001).

HO OH WO OH

Figura 4. Estrutura quimica da Punicalagina; Nome IUPAC: 1, 2, 3, 11,12,13 — Hexahydroxy -
5,10 - dioxo - 8 - [3, 4, 5, 11, 17, 18, 19, 22, 23, 34, 35 — undecahydroxy - 8, 14, 26, 31 —
tetraoxo - 9,13, 25, 32 — tetraoxaheptacyclo [25.8.0.0%7.01%20,0%130 02429 028:33] pentatriaconta
-1(35), 2,4,6,15,17,19, 21, 23, 27, 29, 33 —dodecaen -10-yl] - 5, 7, 8, 10 —tetrahydrodibenzo
[f,h][1,4] dioxecine - 7 - carbaldehyde (A) e da Punicalina; Nome IUPAC: (10S, 11R, 12R, 15R)
- 3, 4,5, 11, 12, 13, 21, 22, 23, 26, 27, 38, 39 -Tridecahydroxy - 9, 14, 17, 29, 36 —
pentaoxaoctacyclo [29.8.0.02, 7.010, 15.019, 24.025, 34.028, 33.032,37] nonatriaconta-1(39),
2,4,6,19, 21, 23, 25, 27, 31, 33, 37 - dodecaene - 8, 18, 30,35 - tetrone (B).

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Embrapa Tabuleiros Costeiros, no Instituto de
Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes (UNIT), no Instituto Tecnolégico e

de Pesquisas do Estado de Sergipe (ITPS) e na Universidade Federal de Sergipe (UFS).
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4.1 Identificagé@o e deposito do material botanico

O material botanico utilizado neste trabalho foi coletado na Unidade Experimental da
Embrapa Tabuleiros Costeiros (10°57°06.15”S; 37°03’15.4”W). A identificagdo da espécie
Terminalia catappa L. foi realizada pela curadora do Herbéario Tiradentes AJU, da
Universidade Tiradentes (UNIT/Aracaju/SE), Profa. Dra. Marla Ibrahim Uehbe de Oliveira. O
material encontra-se depositado neste herbario sob o nimero de registro AJU 831 (Figura 5).

@ | (f“‘%

0831/ %
\Q*;, &

HERBARIO TIRADENTES - AJU
Universidade Tiradentes

---------

Figura 5. Exsicata da espécie Terminalia catappa L. utilizada no presente estudo.
4.1.1 Producédo do extrato aquoso de Terminalia catappa

As folhas amareladas caidas e secas de T. catappa foram coletadas na Unidade
Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Para a producéo do extrato aquoso, as folhas
foram lavadas com agua corrente e 4gua destilada, apos esse processo as folhas foram secas
em estufa de circulacdo de ar forcada a 50 °C até peso constante da amostra (adaptado de
CHYAU et al., 2006; NADIRAH et al., 2013).
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As folhas secas foram trituradas em moinho de facas Marconi® e o material vegetal
obtido foi separado por granulometria. Este procedimento foi realizado através de peneiras de
aco-inox 8 mesh (2,36 mm.um), 9 mesh (2,00 mm.um), 16 mesh (1,00 mm.um?), 32 mesh
(0,5 mm.um), 60 mesh (0,25 mm.um), 100 mesh (0,15 mm.um-?), 200 mesh (0,075 mm.pum-

1). Apds a obtencgédo de granulos diferentes, estes foram pesados para céalculo do rendimento.

Para a preparacao do extrato aquoso foi utilizado o material peneirado entre 9 e 16 mesh
(2,00 mm.um? e 1,00 mm.um-?, respectivamente). Dois extratos foram preparados seguindo
metodologia adaptada de CHYAU et al. (2006) e EL-RAFIE; HAMED (2014) onde foram

utilizadas duas temperaturas para realizacdo da extracdo dos compostos.

Para tanto utilizou-se 25 g do p6 da T. catappa e 500 mL de agua destilada, colocados
em béquer de vidro em banho maria a 80 °C/1 h (extracdo a quente). Em seguida, essa
solucao foi filtrada em papel de filtro n°1, sendo o filtrado armazenado e o p6 ainda retido no
filtro foi utilizado para realizacdo do processo de reextragdo com mais 500 mL de &agua
destilada, na tentativa de remover mais compostos da folha (extracdo realizada em duas
fracdes, metodologia adaptada de KIM et al., 2011). Posteriormente, filtrou-se novamente a
suspensao obtida, descartando o que foi retido no filtro e armazenando o filtrado. Ao final do
processo os dois filtrados da primeira extracéo e reextragao foram misturados e compuseram
0 extrato a ser utilizado nos ensaios. Na extracdo em TA, o mesmo procedimento foi realizado,

no entanto, o processo foi realizado em temperatura ambiente 27 °C.

Os extratos a quente e em TA foram congelados a -80 °C e entdo liofilizados em
equipamento Labconco Freezone 4.5. durante uma semana ha temperatura de -50 °C. O
material liofilizado foi pesado e a partir dos 25 g utilizado no processo foi possivel obter o
rendimento. O material liofilizado (extrato a quente e em TA) foi caracterizado através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
4.1.2 Caracterizacéo dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos de Terminalia catappa a quente e em TA foram diluidos com uma solucéo
de metanol/agua milli-q (50:50 v/v) até a concentragdo de 1 mg.mL™. A solugéo foi submetida
a banho de ultrassom por 30 min e filtrada em membrana PTFE (politetrafluoretileno) de 0,45

um antes das analises por HPLC.

As analises foram realizadas usando sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
gue consistiu em um degaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um injetor
automatico SIL-20A, forno da coluna CTO-20A, detector de arranjo de diodo SPD-M20Avp
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(DAD) acoplados a uma interface CBM-20A (Shimadzu Co., Kyoto, Japdo). A separagéo
cromatogréfica foi realizada através de uma coluna analitica (Phenomenex Luna®) 4,6 x 150
mm (5 um tamanho de particula).

O volume de injeccéo foi de 20 pL e a taxa de fluxo da fase mével foi de 1,0 mL.min.
A fase moével consistiu em gradiente de: A: 0,1% de acido férmico em agua ultrapura (sistema
Milli-Q) e B: metanol (grau HPLC). O gradiente de elui¢édo foi realizado de acordo com as
seguintes etapas até o retorno das condi¢des iniciais e finalizacdo da analise (Tabela 2).
Tabela 2. Gradiente de elui¢do realizado na analise cromatografica (HPLC).
Tempo (min) A (%) B (%)
5 95 5
5-10 75-95 5-25
10-15 50-75 25-50
15-20 45-50 50-55
20 - 25 40-45 55-60
25-30 0-40 60-100
100 -5 0-95 100-5

O detector adequado em 254 nm para a analise de picos. Os compostos foram
identificados através de injec¢fes de normalizacdo comparando os tempos de retencéo e
espectros de ultravioleta. Padrbes de acido galico (C;HsOs; Sigma-Aldrich) e acido elagico
(C14HeOs; Sigma-Aldrich) foram diluidos com metanol até 100 pug.mL?. Para a andlise
guantitativa foram preparadas curvas de calibracdo de cada padréo identificado em cinco
concentragdes: 1, 15, 25, 50 e 75 ug.mL. Os dados foram adquiridos através do software LC

Solution.
4.2 Producé&o das nanoparticulas de prata (AgNP)

As AgNP do presente trabalho foram sintetizadas por redug&o quimica por trés diferentes
métodos: utilizando PVA (Alcool polivinilico), estabilizante bastante utilizado (KONG; JANG,
2006; PENCHEVA et al., 2012; CHOU et al., 2014); boro hidreto e citrato de sédio, sendo que
estes dois redutores sado utilizados de acordo com a literatura (HEARD et al., 1983; ZHAO;
CROOKS; 1999; JANA et al., 2001; SIMSIR et al., 2015).
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4.2.1 Sintese de AgNP-PVA (Alcool polivinilico) - (CsHeO2)n

Para a producéo de nanoparticulas de prata, 5000 mg de alcool polivinilico (PVA) foi
dissolvido em 95 mL de agua deionizada sob agitacdo a 80 °C. Paralelamente, 30 mg de
nitrato de prata (AgNOs) foi dissolvido em 5 mL de agua e adicionado gota-a-gota, sob
agitacao, a solucédo de 95 mL de PVA (5%) alcancando a concentracdo final de nitrato de
prata de 300 mg.L. Posteriormente, as solugdes preparadas foram aquecidas a 100 °C/1 h
ao abrigo de luz conduzindo a formacédo de AgNP estabilizadas com PVA (PENCHEVA et al.,
2012).

Este mesmo método de sintese também foi realizado utilizando uma concentracao
maior de AgNOs (300 mg). Ao final da sintese, para o experimento in vitro em meio soélido,
foram feitos célculos e diluicdo para que a solugdo méae de AgNP - PVA 30 mg possuisse a
concentracédo de 102 mM.

4.2.2 Sintese de AgNP-BORO (Boro hidreto de s6dio) — NaBH4

Primeiramente, 1,69 mg AgNOs foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada em
temperatura ambiente em agitador magnético durante 15 min. Posteriormente 2,26 mg de
NaBH. foram dissolvidos em 30 mL de agua destilada em agitador magnético durante 15
minutos a temperatura ambiente. Depois a solu¢édo de NaBH, foi colocada em banho de gelo
até atingir temperatura de 4 °C. Finalmente, 10 mL de solucao de AgNO; foram gotejados
sobre a solugdo de NaBH. durante 30 min em banho de gelo a 4 °C, sendo perceptivel a
mudanca de cor. No final, a solucéo foi agitada em banho de gelo durante mais 5 min
(adaptado de SIMSIR et al., 2015).

4.2.3 Sintese de AgNP-CIT (Citrato de s6dio) - NazCeHs07.2H,0

Inicialmente, no processo de preparacdo das nanoparticulas, 2,12 mg de AgNOsforam
dissolvidos em 50 mL de agua destilada e 3,67 mg de NasCsHs0O7.2H,0 foram dissolvidos em
50 mL de agua destilada. Apos as solugfes prontas, os 50 mL da primeira solugéo foram
adicionados ao 50 mL da segunda solucao por 30 s, sob agitacdo magnética e abrigo da luz
a 23 °C £ 2 °C. Paralelamente a isto, uma solucdo de boro hidreto de sodio foi preparada,
0,113 mg de NaBH. foram dissolvidos em 3 mL de agua destilada. Imediatamente apos a
mistura das solucdes de nitrato de prata e citrato de sédio, adicionou-se a aliquota de 3 mL
da solucdo de NaBH.4 Em seguida, a agitacao foi mantida por mais 1 min (adaptado de JANA
et al., 2001).
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4.3 Caracterizacédo das AgNP
4.3.1 Espectroscopia de UV-Visivel

A reducdo de Ag* em AgP foi observada por medicdo da absorbancia em Espectro de
UV-Vis através do equipamento FEMTO 800xi com cubetas de quartzo HELLMA no. 110-QS.

A reducdo quimica de cada amostra de AgNP foi monitorada por mensuracdao da
absorbancia de uma aliquota de 3 mL (sem diluicao prévia) em faixa de comprimento de onda
de 300 a 800 nm com 1 ou 2 nm de resolucdo, nos tempos 0 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3
h, 24 h e 1 semana (adaptado de GHOZALI et al.,, 2015). Os dados de absorbancia e
comprimento de onda foram plotados no software Origin 6.0 Professional, para elaboracéo de

gréficos.

4.3.2 Microscopia eletrénica de transmisséao (TEM)

As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo foram obtidas através de
microscopio eletrénico de transmissdo TEM-MSC JEOL 2100, operando com aceleracdo de
200 kV, para isto, as amostras de AgNP foram gotejadas diretamente na grade de cobre. As
nanoparticulas foram mensuradas e contabilizadas no software Image Tool 3.0. e os graficos

de histograma foram elaborados no software Origin 6.0 Professional.
4.3.3 Espectrometria de emissao Gptica com plasma (ICP-OES)

Para esta andlise foi utilizado a solucdo padrédo de AgNO; da Merck® (AgNOz em HNO3
0,5 mol.L'Y) e o equipamento Varian 720-OES. Para a realizacdo da andlise, algumas
condicdes do equipamento foram estabelecidas para os seguintes estagios: Plasma (L.mint)
(purga:22,5;espera: 22,5; ignicéo 1,5; corrida 15,0), Auxiliar (L.min™t) (purga:2,25; espera 2,25;
ignicdo 1,50; corrida 1,50), Controlador de fluxo de massa (L.min) (purga:0,90; espera 0,00;
ignicao 0,00; corrida 0,90), Poténcia (kW) (purga:0,0; espera 0,00; ignicdo 2,00; corrida 1,20),
Bomba (rpm) (purga:0,0; espera 0,00; ignicdo 50,00 ; corrida 7,00) e Tempo (s) (purga:15;
espera 10; ignicdo 5 ; corrida 3). Condic6es também foram estabelecidas para todas as
curvas: Poténcia (kW) 1,20; Fluxo de plasma (L.min?) 15, fluxo auxiliar (L.min) 1,50; fluxo do
nebulizador (L.mint) 0,75; replica do tempo de leitura (s) 1; tempo de estabilizacéo (s) 15.
Outras configurac@es foram realizadas para a introdug¢do da amostra: tempo de captacédo da

amostra (s) 30; taxa da bomba (rpm) 15 e tempo de limpeza (s) 10.

Antes de iniciar a leitura, foram realizados célculos de diluicdo para cada amostra de
acordo com a curva de calibracdo da prata (1 a 10 mg.L?). As amostras foram diluidas em
acido nitrico (3%) conforme padrdo do AgNOs. As concentragBes das amostras foram obtidas

em mg.L™.
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Como nesta andlise foi mensurada a concentragéo final da prata reduzida (que indica a
formacdo das nanoparticulas) foi estabelecida pela diferenca entre a concentracdo de ion
prata inicial e a concentracdo de ion prata final, que apresenta como resultado a concentragéo
de AgNP.

4.4 Ensaio in vitro
4.4.1 Isolamento do fungo

Para a realizacdo do ensaio in vitro, o fungo Saprolegnia parasitica foi isolado de
tambaqui (Colossoma macropomum) cultivado no Laboratério de Aquicultura da Embrapa

Tabuleiros Costeiros.

Para o isolamento, dos peixes naturalmente infectados, fragmentos do fungo foram
removidos através de pin¢a e alca de platina e transferidos para placas de Petri de vidro
contendo 20 mL de BDA (Agar batata dextrose) e cultivados em 25 °C em camara de
germinagdo Tecnal TE-40. A Saprolegnia parasitica foi entdo preservada em agua estéril
(Castellani) no banco de cepas desta espécie (TC/S 001). A identificacdo genética do fungo

foi realizada segundo metodologia de Hulvey et al. (2007).

4.4.2 |dentificacao da espécie do fungo

Para identificacdo da espécie do fungo, foi utilizado protocolo de extracdo adaptado de
Romano e Brasileiro (1999). A cepa do fungo isolada de tambaqui (Colossoma macropomum)
foi identificada como Saprolegnia parasitica, pela técnica de PCR de acordo Hulvey et al.
(2007) utilizando os primers C1 (5-ACCCGCTGATT-TAAGCAT-3’) e D2 (5-
TCCGTGTTTCAAGACGG). O perfil de termociclagem incluiu uma etapa de desnaturacéo a
94 ° C durante 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 30 s, anelamento
do iniciador a 50 °C durante 30 s e extensao do iniciador a 72 °C durante 1,5 min, uma etapa
final de extenséo durante 7 min a 72 °C e um banho a 4 °C. O fungo foi identificado com 90%

de similaridade com a espécies Saprolegnia parasitica (E-value 0,0).

4.4.3 Atividade antifingica in vitro dos compostos em meio solido

Para os testes in vitro em meio sélido, um disco de 9 mm de meio de cultura com o
fungo foi inoculado no centro de cada placa de Petri, e entdo, observado o crescimento
micelial a cada 24 h durante 96 h por meio de medida dos didmetros perpendiculares do halo
de crescimento com um paquimetro digital de inox 150 mm LEE tools® (adaptado de CORREA
et al.,, 2013) de acordo com as concentracdes dos compostos em cada delineamento

experimental utilizado.
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Devido a peculiaridade da producdo de cada composto, fatores avaliados na sintese
como temperatura e presencga de antibioticos no meio de cultura foram adicionados, quando
pertinentes, como fatores no delineamento experimental. Assim, foram realizados 4

experimentos em meio sélido.

O primeiro avaliou o extrato de T. catappa, utilizando um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 x 2 x 2 constituido de 4 concentracdes de extrato (0,
2,5, 5 e 10 g.L?), 2 meios de cultura (com e sem antibiético: Cloranfenicol 500 mg.L?) e 2

tipos de preparo de extrato (em TA e a quente) em triplicata.

Para nanopatrticula foram realizados 3 experimentos onde avaliou-se a eficacia de AgNP
por diferentes métodos. Para tanto, cada experimento foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 constituido de 4 aliquotas de AgNP, 2
tipos de meio de cultura (sem e com antibiotico) e 3 repeti¢des, sendo que para cada sintese
utilizou-se as seguintes aliquotas de nanoparticulas: AQNP-PVA (0, T:= 1 mL de solugdo de
AgNP-PVA 10° mM + 9 mL de BDA, T.=1 mL de solucdo de AgNP-PVA 10* mM + 9 mL de
BDA e Ts=1 mL de solucdo de AgNP-PVA 10° mM + 9 mL BDA), AgNP-BORO (0,T:= 0,25
mL AgNP-BORO + 0,75 mL agua destilada + 9 mL de BDA, T,=0,5 mL de AgNP-BORO + 0,5
mL de agua destilada + 9 mL de BDA, Ts= 1 mL de AgNP-BORO + 9 mL de BDA) e AgNP-
CIT (0,T1= 0,25 mL AgNP- CIT + 0,75 mL 4gua destilada + 9 mL de BDA, T»=0,5 mL de AgNP-
CIT + 0,5 mL de agua destilada + 9 mL de BDA, Ts= 1 mL de AgNP- CIT + 9 mL de BDA).

Apos 96 h de cada experimento, o disco inicialmente inserido foi removido e realocado
em novas placas contendo somente o meio de cultura BDA sem a presenca das
concentracdes de extrato para confirmar a acdo fungicida (micélios ausentes) ou fungistéatica

dos extratos (micélios presentes) em até 96 h de exposicdo subsequente.
4.4.4 Atividade antifingica in vitro dos compostos em meio liquido

Para avaliar se a superficie de contato em meio aquoso aumentaria a eficacia do
tratamento foram realizados os ensaios in vitro também em meio liquido. Da mesma forma
gue o ensaio anterior, as concentracdes dos produtos sintetizados foram incorporadas ao
caldo de meio de cultura BDA em Erlenmeyers de 125 mL com volume util de 50 mL (com e
sem antibiético) e a estes recipientes foram adicionados 4 discos de 9 mm do meio de cultura
com o fungo e entdo mantidos em Shaker de bancada Cientec CT-712RN em rotacdo de 125
rpm a 25 °C (Figura 6). O delineamento experimental do ensaio com extrato foi semelhante
ao ensaio em meio sélido utilizando concentracdes diferentes (0, 2,5, 5 e 10 g.L?) porém foi

utilizada somente a extracdo a quente devido aos resultados do ensaio anterior.
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Figura 6. A. Erlenmeyers utilizados em experimento in vitro meio liquido, contendo os tratamentos
testados; B. Discos (circulo vermelho) com Saprolegnia parasitica expostos ao tratamento; C.
Erlenmeyers contendo os discos com fungo e o tratamento a ser testado em agitacdo; D. Disco
removido do meio liquido e realocado para meio sdélido (BDA); E. Medidas realizadas apés o disco ser

realocado para meio sélido (BDA), D1: Diametro 1, D2: Didametro 2.

ApOs 24, 48, 72 e 96 h de exposicdo ao produto, um disco de cada repeticdo foi retirado
e colocado em placa de Petri contendo 10 mL de &gar BDA sem antibidtico e sem as
concentracdes de produto por 96 h, para verificar o efeito fungicida ou fungistatico.
Diariamente, por um periodo de 96 h, o crescimento micelial de Saprolegnia parasitica foi
avaliado por meio de medida dos didmetros perpendiculares do halo de crescimento com um
paquimetro digital de inox 150 mm LEE tools® (adaptado de CORREA et al., 2013). Apds 24,
48, 72 e 96 h um disco era retirado de cada repetigéo.

4.4.5 Comparacéo da atividade antifungica do PVA e AgNP-PVA

Devido aos resultados do teste in vitro em meio sélido com diferentes nanoparticulas
sintetizadas e dados da literatura relatando que maiores eficAcias sdo encontradas na
concentragdo de 2000 mg.L?, outro teste in vitro foi realizado com concentragGes maiores que

o teste anterior.

Assim, foi realizado outro teste in vitro com as nanoparticulas, partindo de solu¢des com
30 mg e 300 mg de AgNO3 e comparando com o efeito isolado do PVA (&lcool polivinilico).
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Para os ensaios em meio solido foram utilizados delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 4 x 2 constituido de 4 formulagfes diferentes: Controle, PVA,
AgNP- PVA partindo de 30 mg de nitrato de prata e AQNP-PVA partindo de 300 mg de nitrato
de prata. A solucdo de alcool polivinilico foi preparada de forma que 5000 mg de PVA foram
dissolvidos em 95 mL de &gua destilada a 80 °C em agitador magnético (PENCHEVA et al.,
2012).

As formulaces utilizadas no delineamento foram as seguintes: 1 mL agua + 9 mL BDA,
1 mL de solucéo de PVA + 9 mL de BDA,1 mL de AgNP- PVA partindo de 30 mg de nitrato de
prata + 9 mL de BDA e 1 mL de AgNP-PVA partindo de 300 mg de nitrato de prata + 9 mL de
BDA, com dois tipos de meio (sem e com antibiético) e trés repeticdes. O teste teve duracao
de 96 h e foi realizado em temperatura de 25 °C. Diariamente, o crescimento micelial de
Saprolegnia parasitica foi avaliado através da mesma metodologia utilizada nos outros testes
in vitro.

Apbs 96 h de experimento, o disco inicialmente exposto foi removido e realocado em
novas placas contendo somente o meio de cultura nutritivo (BDA) sem a presenca das
concentracbes de AgNP e PVA para confirmar a agdo fungicida (micélios ausentes) ou

fungistatica dos composto (micélios presentes) em até 96 h.

Para avaliar se a superficie de contato em meio aquoso aumentaria a eficacia do
tratamento foram realizados os ensaios in vitro também em meio liquido como ja descrito
anteriormente. As concentracfes do ensaio em meio liquido obedeceram as mesmas
proporcdes do ensaio em meio soélido. As formulacdes foram as seguintes: 5 mL de agua
destilada + 45 mL de Caldo de batata, 5 mL de PVA + 45 mL de Caldo de Batata, 5 mL de
AgNP-PVA partindo de 30 mg de nitrato de prata + 45 mL de caldo de batata e 5 mL de AgNP-
PVA partindo de 300 mg de nitrato de prata + 45 mL de caldo de batata. Para isto, utilizou-se
um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4 x 2, com 4 tempos de
exposicao (24, 48, 72 e 96 h), 4 formulacbes, dois tipos de meio (com e sem antibiético) e trés

repeticoes.

ApOs 24, 48, 72 e 96 h de exposicdo as formulacdes, um disco de cada repeti¢cdo foi
retirado e colocado em placa de Petri contendo 10 mL de 4gar BDA sem antibiotico para
verificar o efeito fungicida ou fungistatico. Diariamente, por um periodo de 96 h, o crescimento
micelial de Saprolegnia parasitica foi avaliado por meio de medida dos diametros
perpendiculares do halo de crescimento através de paquimetro digital de inox 150 mm LEE
tools® (adaptado de CORREA et al., 2013).
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4.5 Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi interiamente casualizado
em esquema fatorial com parcelas subdivididas ao tempo. Os dados dos experimentos in vitro
foram submetidos a andlise de normalidade de Shapiro Wilk e em caso de normalidade estes
foram submetidos a ANOVA e sendo F significativo as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p=0,05)

O teste t pareado foi utilizado para a avaliacdo de efeito fungicida e fungistético dos
ensaios in vitro, sendo que nesse caso, para dois valores ou um acima de zero e com valor
de p<0,05 foi considerado que houve diferenca significativa, entdo o tratamento foi classificado
como fungistatico, quando os dois valores foram acima de zero e o valor de p>0,05 foi
considerado que ndo houve diferenga estatistica e entéo classificado como fungistético e por
fim quando ambos os valores foram zerados e com valor de p>0,05 foi considerado que ndo

houve diferenca siginificativa, entdo o tratamento foi classificado como fungicida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Resumo

O objetivo foi avaliar o efeito do extrato aquoso de Terminalia catappa no controle in vitro de

Saprolegnia parasitica. O extrato de T. catappa foi preparado com duas temperaturas de
extracdo (a quente e ambiente) e estes foram caracterizados por HPLC. No teste em meio sélido
foram utilizadas 4 concentracdes de extrato (0, 2,5, 5 e 10 g.L™?), 2 tipos de meio de cultura
(com e sem antibiético) e 2 temperaturas de extracdo em triplicata. Em meio liquido foram
utilizadas as mesmas concentracdes de extrato a quente, 4 tempos de exposicao (24, 48, 72 e
96 h) e 2 tipos de meio de cultura em triplicata. O crescimento micelial foi aferido durante 96
h. O teste de Tukey e teste T pareado foram utilizados para comparacdo das médias. Acido
gélico e elagico foram identificados nos extratos, mas o extrato a quente apresentou as maiores
concentragdes. Em meio sélido, apenas 10 g.L™* com antibiético a quente foi fungicida, ja em
meio liquido, 5 g.L ! e 10 g.L™* mostraram efeito fungicida. O extrato aquoso a quente de T.
catappa é eficaz no controle in vitro de Saprolegnia parasitica.

Palavras-chave: Amendoeira; Eficécia; Fitoterapia; Fungo.
Abstract

The objective was to evaluate the effect of the aqueous extract of Terminalia catappa on the in
vitro control of Saprolegnia parasitica. The extract was prepared through two methods (hot and
in Room Temperature) and characterized by HPLC. In the solid-medium test, 4 concentrations
of extract (0, 2.5, 5 and 10 g.L%), 2 culture medium (with and without antibiotic) and 2 extracts
(hot and RT) in triplicate were used. In liquid medium the same concentrations of hot extract,
4 exposure times (24, 48, 72 and 96 h) and 2 culture medium in triplicate were used. Mycelial
growth was measured for 96 h. Tukey's test and paired T test were used to compare the means.
Galic acid and ellagic acid were identified in both extracts, but the hot extract presented higher
concentrations. In solid medium, only 10 g.L™ hot extract with antibiotic was fungicidal and 5
g.Ltand 10 g.L* showed a fungicidal effect in the liquid medium. The hot aqueous extract of
T. catappa is effective in the control of Saprolegnia parasitica.

Keywords: Amendoeira; Efficacy; Fungus; Phytotherapy.

INTRODUCAO

A crescente demanda por peixes para alimentacdo humana tem contribuido para o
impulso no desenvolvimento da piscicultura. Devido a esse aumento de producao, o limiar de
equilibrio entre o patogeno, hospedeiro e ambiente pode ser facilmente quebrado
proporcionando surtos de doencas com altas taxas de mortalidade dos peixes cultivados. Dentre
as doencas de grande impacto na piscicultura, destacamos a saprolegniose, causada pelo género
Saprolegnia sp., 0 mais importante fungo que infecta peixes de agua doce capaz de instalar-se
e desenvolver-se em qualquer leséo na superficie do hospedeiro, aléem de ocasionar mortalidade

e consequentemente a prejuizos econdémicos (Van West, 2006; VVan de berg et al., 2013).

No entanto, atualmente, ndo existem produtos quimicos legalizados para o controle de

doengas fungicas para a aquicultura nacional. Nesse cenario, a fitoterapia pode ser uma
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alternativa para o tratamento de doengas na piscicultura, ja que possui um menor custo em
relacdo aos farmacos, diminui a contaminacdo ambiental e € menos provavel de causar

resisténcia (Fujimoto et al., 2012).

Diante desta problematica e do potencial da fitoterapia, podemos citar a espécie
Terminalia catappa L. como alternativa no controle de doencas na piscicultura. Esta espécie
vegetal pertence & familia Combretaceae, € originaria da india e é conhecida por castanheira,
castanhola, castanholeira, chapéu-de-sol e sete-copas e possui, aléem de flavondides e
terpendides, os taninos, que apresentam atividade antimicrobiana e antifingica (Thomson;

Evans, 2006; Chansue e Assawawongkasem, 2008; Claudiano et al., 2009).

Diversos estudos tém sido realizados com o extrato de diferentes partes (fruta, folha,
casca) da T. catappa e tem demonstrado atividades bioldgicas como: antimicrobiana e
antifangica (Silva et al., 2015), antiparasitaria (Claudiano et al., 2009), antioxidante
(Venkatalakshmi et al., 2015), hepatoprotetiva (Tang et al., 2006), anti-inflamatoria (Abiodun
et al., 2016), anti-mutagénica (Mininel et al., 2014) e antidiabética (Nagappa et al., 2003).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato aquoso de Terminalia

catappa no controle in vitro de Saprolegnia parasitica
MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas na Embrapa Tabuleiros Costeiros, na Universidade
Tiradentes (UNIT), no Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) e na Universidade Federal de
Sergipe (UFS).

Identificagdo e depdsito do material botanico

O material botanico utilizado neste trabalho foi coletado na Unidade Experimental da
Embrapa Tabuleiros Costeiros (10°57°06.15°°S; 37°03°15.4°W). A identificagdo da espécie
Terminalia catappa L. foi realizada pela curadora do Herbério Tiradentes AJU, da Universidade
Tiradentes (UNIT/Aracaju/SE), Profa. Dra. Marla Ibrahim Uehbe de Oliveira. O material

encontra-se depositado neste herbario sob o nimero de registro AJU 831.
Producéo do extrato aquoso de Terminalia catappa

Para a produgdo de extrato aquoso, folhas amareladas caidas e secas de T. catappa foram

coletadas, lavadas com agua corrente e dgua destilada e secas em estufa de circulacdo de ar
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forcado a 50 °C até peso constante da amostra (adaptado de Chyau et al., 2006; Nadirah et al.,
2013).

Apos a secagem, as folhas foram trituradas em moinho de facas Marconi® e o material
vegetal obtido foi separado por granulometria. Este procedimento foi realizado através de
peneiras de aco-inox 8 mesh, 9, 16, 32, 60, 100 e 200 mesh. Apos a obtencdo dos diferentes

granulos, estes foram pesados para célculo do rendimento em porcentagem.

Para a preparacdo do extrato aquoso foi utilizado o material peneirado entre 9 e 16 mesh.
Dois extratos foram preparados seguindo metodologia adaptada de Chyau et al. (2006) e El-
rafie e Hamed (2014) onde foram utilizadas duas temperaturas 80 °C/1 h (denominada de
extracdo a quente) e temperatura ambiente 27 °C/1 h (TA) para realizacdo da extracdo dos
compostos. Para tanto, utilizou-se 25 g do p6 das folhas de T. catappa e 500 mL de agua
destilada, colocados em béquer de vidro em banho maria a 80 °C/1 h. Em seguida, essa solu¢édo
foi filtrada em papel de filtro n°1, sendo o filtrado armazenado e o pé ainda retido no filtro foi
utilizado para realizacdo do processo de reextragdo com mais 500 mL de &gua destilada, na
tentativa de remover mais compostos da folha (extracdo realizada em duas fracGes, metodologia
adaptada de Kim et al., 2011). Posteriormente, filtrou-se novamente a solucdo, descartando o
que foi retido no filtro e armazenando o filtrado. Ao final do processo, os dois filtrados, da
primeira extragdo e da reextragdo, foram misturados e compuseram o extrato a ser utilizado nos
ensaios. Para a extracdo em TA foi utilizada a mesma metodologia porém em temperatura

diferente.

Os extratos a quente e em TA foram congelados a -80 °C e entdo liofilizados em
equipamento Labconco Freezone 4.5. a temperatura de -50 °C afim de manter as caracteristicas
quimicas dos extratos. O material liofilizado foi pesado e a partir dos 25 g iniciais utilizados no

processo foi possivel obter o rendimento do extrato liofilizado.
Caracterizacdo dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos em po de Terminalia catappa em TA e a quente ressuspendidos em uma
solugdo de metanol/agua milli-q (50:50 v/v) até a concentragdo de 1 mg.mL™. Essas solucdes
foram submetidas a banho de ultrassom por 30 min e filtradas em membrana PTFE

(politetrafluoretileno) de 0,45 um antes das analises por HPLC.

As andlises foram realizadas usando sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia,

que consistiu em um degaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um injetor
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automatico SIL-20A, forno da coluna CTO-20A, detector de arranjo de diodo SPD-M20Avp
(DAD) acoplados a uma interface CBM-20A (Shimadzu Co.,Kyoto, Japdo). A separacao
cromatogréafica foi realizada através de uma coluna analitica (Phenomenex Luna®) 4,6 x 150

mm (5 um tamanho de particula).

O volume de injeccio foi de 20 pL e a taxa de fluxo da fase moével foi de 1,0 mL.min™.
A fase mdvel consistiu em gradiente de: A: 0,1% de acido férmico em agua ultrapura (sistema
Milli-Q) e B: metanol (grau HPLC). O gradiente de eluicdo comegou com 5% de B durante 5
min, de 5 - 25% de B durante 5 - 10 min, em 25 - 50% de B durante 10 - 15 min, 50 - 55% de
B durante 15 - 20 min, 55-60% de B durante 20 - 25 min, 60 - 100% B durante 25 - 30 min,
100 - 5% de B durante 30 - 35 min, retornando as condic¢des iniciais e finalizacdo da analise. O
detector foi fixado em 254 nm para a anélise de picos. Os compostos foram identificados através
de injeccdes de normalizagdo comparando os tempos de retencdo e espectros de ultravioleta.
Os padroes de acido galico (C7HsOs; Sigma-Aldrich) e acido elagico (C14HsOs; Sigma-Aldrich)
foram diluidos com metanol até 100 pug.mL™. Para a analise quantitativa foram preparadas
curvas de calibracdo de cada padrdo identificado em cinco concentracdes: 1, 15, 25, 50 e 75

ug.mL?. Os dados foram analisados através do software LC Solution.
Ensaio in vitro
Isolamento de Saprolegnia parasitica

Para a realizacdo do ensaio in vitro, o fungo Saprolegnia parasitica foi isolado de
tambaqui (Colossoma macropomum) cultivado no Laboratério de Aquicultura da Embrapa
Tabuleiros Costeiros.

Para o isolamento, fragmentos do fungo dos peixes naturalmente infectados foram
removidos através de pinca e alca de platina e transferidos para placas de Petri de vidro
contendo 20 mL de BDA (Agar batata dextrose) e cultivados em 25 °C em camara de
germinacdo Tecnal TE-40. A Saprolegnia parasitica foi entdo preservada em agua estéril
(Castellani) no banco de cepas (TC/S 001).

Para identificacdo da espécie do fungo foi utilizado protocolo de extracdo adaptado de
Romano e Brasileiro (1999). A cepa do fungo isolada de tambaqui (Colossoma macropomum)
foi identificada como Saprolegnia parasitica, pela técnica de PCR de acordo Hulvey et al.
(2007) utilizando os primers Cl (5-ACCCGCTGATT-TAAGCAT-3’), D2 (5’-
TCCGTGTTTCAAGACGG). O perfil de termociclagem incluiu uma etapa de desnaturagéo a

57



166
167
168
169

170

171
172
173
174
175
176

177
178
179

180
181
182
183

184

185
186
187
188
189
190
191

192
193
194
195
196

Dissertacao de Mestrado em Saude e Ambiente

94 ° C durante 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 ° C durante 30 s, anelamento
do iniciador a 50 °C durante 30 s e extensao do iniciador a 72 °C durante 1,5 min, uma etapa
final de extensdo durante 7 min a 72 °C e um banho a 4 °C. O fungo foi identificado com 90%

de similaridade com a espécie Saprolegnia parasitica (E-value 0,0).
Atividade antifungica do extrato de T. catappa in vitro em meio sélido

Para o teste in vitro em meio solido do extrato de T. catappa, um disco de 9 mm do meio
de cultura com o fungo foi inoculado no centro de uma placa de Petri de vidro (80 x 10 mm)
contendo BDA misturado as diferentes concentracdes dos extratos. Nesse experimento utilizou-
se um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 x 2 constituido de 4
concentracdes de extrato (0, 2,5,5 e 10 g.L 1), 2 tipos de meio de cultura (com e sem antibiotico,
Cloranfenicol - 500 mg.L™) e 2 tipos de preparo de extrato (a quente e em TA) em triplicata.

Diariamente, por um periodo de 96 h, o crescimento micelial de Saprolegnia parasitica
foi avaliado por meio de medida dos didmetros perpendiculares do halo de crescimento com
um paquimetro digital de inox 150 mm LEE tools® (adaptado de Corréa et al., 2013).

Apds 96 h de experimento, o disco inicialmente inserido foi removido e realocado em
novas placas contendo somente 0 meio de cultura BDA sem a presenca das concentracfes de
extrato para confirmar a acdo fungicida (micélios ausentes) ou fungistatica dos extratos

(micelios presentes) em até 96 h.
Atividade antifingica do extrato a quente de T. catappa in vitro em meio liquido

O extrato que apresentou maior eficacia no experimento in vitro em meio solido (extrato
a quente) foi testado também em meio liquido a fim avaliar uma maior eficacia devido a maior
contato do extrato com o fungo em meio liquido. Para o teste in vitro do extrato a quente de T.
catappa em meio liquido, 4 discos de 9 mm do meio de cultura com o fungo foram inseridos
em Erlenmeyers de 125 mL com volume util de 50 mL (caldo de BDA, com e sem antibidtico,
e as concentracdes do extrato a serem testadas) que foram mantidos em Shaker de bancada
Cientec CT-712RN em rotag&o de 125 rpm a 25 °C.

Nesse experimento utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 4 x 2 constituido de 4 concentracdes de extrato a quente (0, 2,5, 5 e 10 g.L™?), 4
tempos de exposigdo (24, 48, 72 e 96 h) e 2 tipos de meio de cultura com e sem antibidtico
(Cloranfenicol 500 mg.L™) em triplicata. Cada disco representou um tempo de exposicéo ao

extrato 24, 48, 72 e 96 h. Apos o tempo de exposicao de cada disco, estes foram removidos dos
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Erlenmeyers e colocados em placas de Petri contendo 10 mL de BDA sem antibiotico e sem as
concentracdes de extrato por 96 h subsequentes, para verificar o efeito fungicida ou fungistatico

do extrato.

Diariamente, por um periodo de 96 h, o crescimento micelial de Saprolegnia parasitica
foi avaliado por meio de medida dos didmetros perpendiculares do halo de crescimento
(adaptado de Corréa et al., 2013).

Analises estatisticas

Os dados dos experimentos in vitro foram submetidos a analise de normalidade de
Shapiro Wilk e em caso de normalidade estes foram submetidos a ANOVA e sendo F
significativo as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05), utilizando o software
SISVAR versdao 5.6 e o software Bioestat 5.3. Para a avaliacdo de efeito fungicida e

funsgistatico foi utilizado o teste t pareado, (p=0,05).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Producéo do extrato aquoso de Terminalia catappa

A massa total das folhas trituradas de T. catappa foi 430,18 g, sendo que na analise
granulométrica foi possivel visualizar particulas de diferentes tamanhos (< 8, 8, 9, 16, 32, 60,
100 e 200 mesh). Os maiores rendimentos (%) foram obtidos nas peneiras de 9 (49,86%) e 16
(32,37%) mesh e, portanto, estes foram utilizados para a extragdo a quente e em TA (Tab. 1).
Houve uma perda de 1,32 g no final do procedimento. Esses fatores como tamanho de particula,
temperatura e tempo de extracdo tem efeito sobre o rendimento do extrato (Sari e Velioglu,
2011).

Tabela 1. Analise granulométrica de folhas de Terminalia catappa trituradas.

Tyler/Mesh Massa (g) Rendimento (%)

<8 0,102 0,02

8 0,29 0,07

9 213,84 49,86

16 138,83 32,37

32 44,08 10,29

60 18,958 4,42

100 7,650 1,78
200 511 1,19
TOTAL 428,86 100

Ap0s 0 processo de extracdo, o rendimento médio da extracdo a quente (80 °C/1 h) foi de

28,86% enquanto que a extracdo aquosa em TA (27 °C/1 h) apresentou rendimento de 16,76%.
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El-Rafie e Hamed (2014), observaram menores rendimentos de 10% de extrato a quente
(90 °C/1h) de T. catappa, 11% de T. bellerica, 11,8% de T. bentazoe e 12% de T. mellueri
(12%), no entanto foi utilizado apenas 5 g de cada espécie e ndo foi citado a granulometria

utilizada no processo de extracéo.

Em outras espécies vegetais, o rendimento de extracdo a quente (80 a 100 ° C/3 h - fragdo
I; 80 a 100 °C durante 0,5 h - fracdo Il) de Rosmarinus officinalis foi 19,75%, Carum carvi
(12,00%), Syzygium aromaticum (19,58%), Curcuma longa (12,50%), Maiorana hortensi
(18,07%), Myristica fragrans (7,64%), Foeniculum vulgare (11,38%), Coriandrum sativum
(13,73%), Satureja (17,67%) e Cuminum cyminum (10,27%), no entanto foi utilizado 4 g de
cada espécie e a granulometria utilizada também néo foi citada (Kim et al., 2011). Assim, a
utilizacdo das fracGes granulométricas com 2 e 1 mm, melhoram o rendimento de extracdo do

processo.

Analise de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos extratos aquosos de T.
catappa em TA e a quente

Os cromatogramas dos extratos aquosos em TA e a quente de T. catappa estdo
apresentados na Figura 1. Ambos cromatogramas mostraram picos distintos, apresentando o
pico do acido galico no tempo de retencdo (RT) de 6 min e do &cido galico em 13 min, porém
com intensidades diferentes entre os processos de extracdo a quente em TA (Fig. 1: Ae B). O
extrato a quente apresentou picos de ambos 0s compostos com maior intensidade. O teor de
acido galico e &cido elagico nos extratos aquosos de Terminalia catappa a quente foi 3,82 +
0,23 pg.mg* e 1,30 + 0,38 pg.mg* e em TA foi 2,60 + 0,10 pg.mg? e 1,12 + 0,04 pg.mg™,

respectivamente.

O écido gélico e o0 acido elagico foram identificados em estudos de caracterizac¢do quimica
das folhas e extrato das folhas de Terminalia catappa, (Chiau et al., 2006; Marrero Delange e
RICO, 2016). Na literatura, esses fenois de plantas sdo responsaveis por propriedades
bioldgicas, incluindo as propriedades antimicrobianas (Penna et al., 2001; Van Der Watt e
Pretorius, 2001). No entanto, 0 método de extracdo e o tipo de solvente utilizado influenciam
diretamente a quantidade de compostos ativos presentes nos extratos de plantas e na sua

atividade biolégica (Hayouni et al., 2007).

Vale ressaltar a presenca de picos nos tempos proximos a 17,5 e 22,5 min nos dois

extratos produzidos que podem corresponder aos principios ativos punicalina e punicalagina,
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254  que sdo encontrados como componentes principais, junto do acido galico e elagico, em extratos
255  de T. catappa (Silva et al., 2015).

A ol Picos néo identificados B

Picos néo identificados

Acido gélico

Acido gélico

|| Acido elagico

|
] ’ Acido elagico
" | L | |

256

257  Figura 1: A: Cromatograma do extrato aquoso em TA de Terminalia catappa (254 nm); B:
258  Cromatograma do extrato aquoso a quente de Terminalia catappa (254 nm).

259  Teste in vitro em meio sélido (BDA- agar batata dextrose)
260
261 No teste in vitro em meio solido dos extratos aquosos a quente e em TA de T. catappa a

262 interagdo entre concentracdo do extrato e forma de extracdo (quente e em TA) foi significativa
263 (p<0,05). Observou-se que elevacdo das concentracdes do extrato a quente proporcionou maior
264 inibicdo do crescimento micelial do fungo (Tab. 2), de forma que todos os tratamentos diferiram
265  dos controles, sendo que a maior concentragdo (10 g.L™?) foi o tratamento mais eficaz tanto no
266  extrato em TA (4,44 = 3,09 mm) como a quente (0,00 £ 0,00 mm).

267 Apesar da extracdo em TA ser um método mais utilizado, na extracdo a quente podem
268  ocorrer mudancas quimicas causadas pela temperatura resultando em biomoléculas mais ativas
269 do que as encontradas em extratos com temperaturas mais baixas (Jeyaseelan e Jashothan,
270  2012). Em estudo da extracdo a quente realizada com solucéo aquosa de alho, 100% de inibic&o
271 do crescimento micelial foi obervado para a espécie de fungo Rhizoctonia solani (Kane et al.,

272 2002) corroborando com dados do presente estudo.
273
274
275

276
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Tabela 2. Interacéo entre concentracdo e forma de extracdo aquosa de folhas de T. catappa (em TA e a quente) em

teste in vitro com Saprolegnia parasitica.

Conc./Ext. TA Quente
Og.lL? 60,98 + 17,77 Ad 60,82 + 17,68 Ad
25¢.L1 27,46 £19,70 Bc 10,41 +5,67 Ac
5¢.L1 6,97 + 3,78 Ab 7,37 £3,58 Ab
10g.L? 4,44 + 3,09 Ba 0,00 £ 0,00 Aa

* Letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minGsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

A interacdo entre concentracdo de extrato e meio de cultura (com e sem antibiético) foi
significativa (p<0,05) (Tab. 3). A concentragdo de 10 g.L™* foi mais eficaz dentre todos os
tratamentos, independentemente do uso do antibidtico. Nas duas maiores concentragdes ndo
houve diferenca entre 0 uso ou ndo do antibiotico mostrando que possivelmente o extrato anulou
o efeito do antibidtico a partir de 5 g.L™*. No entanto nos tratamentos controle e 2,5 g.L* foi
possivel perceber sinergismo entre o extrato aquoso de T. catappa e o antibiético (Tab. 4). Com
0 aumento da concentracdo do extrato, independente do meio utilizado, qualquer dessas
concentragdes (2,5, 5 e 10 g.L') mostrou propriedades antiflingicas sob o Saprolegnia
parasitica.

O sinergismo entre extrato e antibidtico vem sendo relatado na literatura. Chanda et al.
(2013) relataram a atividade antifingica sinérgica de extrato metandlico de folhas de
Terminalia catappa (10%) com nistatina e anfotericina-B contra cinco espécies de fungo. Além
de efeitos sinérgicos entre extratos e antibioticos, o sinergismo entre 6leos essenciais de plantas
e antibidticos também tém sido relatados, como exemplo, o estudo realizado por Rosato et al.
(2008), que avaliaram o efeito sinérgico do dleo essencial de caule e folhas de Melaleuca
alternifolia, Origanum vulgaree e Pelargonium com anfotericina B sob 6 espécies de fungo
(Candida albicans, Candida glabrata, Candida guillermi, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis e verificaram que todos os tratamentos que utilizaram o
extrato/antibiotico apresentaram um maior grau de inibicdo do que apenas o extrato

isoladamente.
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Tabela 3. Interagdo entre concentracdo do extrato aquoso de T. catappa e meio (sem antibiotico e com antibiotico)

em teste in vitro com Saprolegnia parasitica.

Conc./Meio S/A Diametro C/A Diametro
(mm) (mm)
Og.lL? 65,73 +13,25 Bd 56,07 + 20,10 Ad
25¢.L1 24,21 + 20,39 Bc 13,65 +9,89 Ac
5¢g.L1 7,18 + 3,98 Ab 7,16 + 3,37 Ab
10g.L? 1,58 + 2,44 Aa 2,86 + 3,61 Aa

* Letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minGsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey

(p<0,05); S/A: sem antibittico; C/A: com antibidtico (Cloranfenicol)

Analisando os tratamentos ao longo do tempo (Tab. 4), tods os tratamentos apresentaram

efeitos sob o crescimento do micélio flngico em relacdo ao controle em todos os tempos

avaliados. Vale ressaltar que o uso de antibiotico afetou o crescimento do fungo nos controles

até 48 h. A maior concentracdo do extrato foi mais eficiente no controle de Saprolegnia em

todos os tratamentos e em todos os tempos observados. No entanto, os tratamentos de 10 g.L*

com extrato a quente (sem e com antibidtico) ndo apresentaram crescimento micelial durante

todo o tempo de observacéo.

Tabela 4. Interagdo entre concentracdo, meio e extrato aquoso de T. catappa ao longo do tempo (96 h) em teste in

vitro com Saprolegnia parasitica.

Conc.x Meio x Ext./ Tempo

Média = DP (mm)

Média + DP (mm)

Média + DP (mm)

Média + DP(mm)

Diametro Diametro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
Og.L? 43,37 £ 0,21 Af 73,29 £0,07 Bh 73,29 £ 0,07 Bf 73,29 £0,07 Bg
25¢g.L? 11,42 + 0,90 Ad 28,01 +2,03 Bf 46,08 £ 2,77 Ce 65,11 + 3,10 Df
SIAF 5¢.L? 1,98 £ 0,75 Aabc 4,29+ 0,13 Abc 7,97 +0,51Bb 12,91+ 0,96 Cc
10g.L? 0,89 + 0,96 Aab 1,77 £1,18 Aab 3,14+£176 Aa 6,86 + 1,46 Bb
O0g.L? 43,16 + 0,09 Af 73,16 £ 0,03 Bh 73,16 £ 0,03 Bf 73,16 £ 0,03 Bg
25¢g.L? 3,61+0,78 Abc 8,03+0,19 Bd 13,18+ 0,48 Cc 18,26 + 1,74 Dd
SIAQ 5¢.L? 2,75 +0,27 Aabc 6,16 + 1,05 Bed 9,46 +£0,94 Cb 11,98+ 1,33 Dc
10g.L? 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
0g.L? 25,62 £ 1,09 Ae 51,84 +1,98 Bg 74,02 £1,35 Cf 73,18 £0,44 Cg
25¢g.L? 4,26 + 0,66 Ac 11,36 + 1,99 Be 20,90 + 4,93 Cd 32,53 £9,06 De
CIAF 5¢.L? 2,73 £0,48 Aabc 6,33+0,16 Bed 8,15+ 0,12 Bb 11,43 +0,69 Cc
10g.L* 2,12 +£0,35 Aabc 4,28 + 0,21 ABbc 6,45+ 0,28 Bb 10,05 + 0,36 Chc
0g.L* 26,01+ 0,57 Ae 50,9 +£ 0,58 Bg 73,46 £ 0,03 Cf 73,46 £ 0,03 Cg
25¢9.L? 2,68 £ 0,37 Aabc 7,37 £ 0,40 Bed 13,02 £ 0,95 Cc 17,11 + 1,53 Dd
C/IAQ 5¢.L? 2,27 £0,18 Aabc 6,03 £ 0,34 Bed 8,95+ 0,81 Bc 11,40 + 0,68 Dc
10g.L? 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa

* Letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo

Teste de Tukey (p<0,05); S/A: sem antibidtico; C/A: com antibi6tico (Cloranfenicol); F: extrato em TA; Q: extrato a quente.
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Em relacdo ao efeito fungicida e fungistatico dos extratos utilizados no controle de
Saprolegnia parasitica em meio solido, apenas a concentragdo de 10 g.L* com antibi6tico a
quente foi fungicida, todos os outros tratamentos apresentaram efeito fungistatico (Tab. 5),
ressaltando assim o efeito sinérgico entre o extrato e o antibiotico. Os estudos que avaliam
atividade antifingica de extratos e realizam experimento complementar de realocar o fungo

para meio nutritivo para verificar possivel recuperacdo do mesmo sao escassos.

Tabela 5. Efeito fungistatico e fungicida dos diferentes extratos utilizados em teste in vitro em meio sélido sob

Saprolegnia parasitica.

Tratamento Diametro Média + DP (mm) Diametro Média + DP (mm)
96h de exposicao ao Extrato 96h em meio nutritivo

25¢.L*F 65,06 + 3,08 a 73,36 £0,30 b

259.L1Q 182+1,73a 73,83+0,11b

SIA 5¢g.L*F 12,86 +095a 73,53+0,05b

5g.L1Q 11,93+1,36a 73,45+0,21b
10g.L*F 6,83+143a 735+0,1b

10g.L1Q 0,00+ 0,00 a 24,83+41,89b

25¢.L*F 325+9,07a 73,66 £0,05a
259L1Q 16,5+0,35a 733+0,15b
C/IA 5g.L'F 11,39+ 0,66 a 725+164b
5g.L1Q 11,3+065a 73,4+0,17b
10g.L*F 10,00+ 0,36 a 734+02b
10g.L1Q 0,00+ 0,00 a 0,00 £0,00 a

*Letras diferentes na mesma linha, apresentam diferencas estatisticas (p<0,05) no teste t de amostra dependentes.

Teste in vitro em meio liquido (Caldo de batata dextrose)

No teste in vitro do extrato aquoso a quente em meio liquido a interacdo entre
concentracdo e meio e exposicdo e meio nao foi significativa (p>0,05). Houve interacao
significativa entre concentracdo e tempo de exposicdo (p<0,05) (Tab. 6). O fungo exposto a
concentracio de 5 g.L! apds realocado para meio nutritivo continuou sem apresentar
crescimento micelial ao longo das 96 h de exposicdo, diferindo do teste em meio s6lido,
demostrando o melhor contato do extrato com o fungo. Esta maior eficiéncia em meio liquido
é importante, uma vez que estes extratos serdo testados in vivo no controle de saprolegniose em
tambaqui (Colossoma macropomum) em meio aquatico.

Além disso, os discos com fungo expostos as diferentes concentracGes de extrato quando
transferidos para meio de cultura nutritivo por 96 h, mostrou que, nas concentracdes de 5 g.L*
e 10 g.L os discos permaneceram sem crescimento micelial, mostrando efeito fungicida e na

menor concentragdo o fungo voltou a crescer, mostrando efeito fungistatico (Tab. 6).
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Tabela 6. Interacdo entre concentragdo do extrato aquoso de T. catappa e periodo de 96 h de subsequente do disco

ao extrato em teste in vitro em meio liquido com Saprolegnia parasitica.

Conc./Exp. 24h 48h 72h 96h
O0g.L* 67,96 + 10,02 Ac 66,83 + 11,77 Ac 65,87 + 13,59 Ac 65,36 + 15,07 Ab
25¢g.L* 45,54 + 30,67 Ch 21,94 +29,15Bb 18,76 + 28,74 ABb 6,65 + 19,91Aa
5¢g.L1 0,00 + 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
10g.L* 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 +0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa

*Letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minGsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

CONCLUSAO
O extrato aquoso a quente de T. catappa foi eficaz no controle de Saprolegnia parasitica
in vitro nas concentracgdes de 5 e 10 g.L* podendo ser uma alternativa no controle de doengas

fangicas em peixes desde que se cumpram a premissas dos testes in vivo e de toxicidade.
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Resumo

O objetivo foi avaliar a atividade antifungica in vitro em Saprolegnia parasitica de
nanoparticulas de prata sintetizadas por diferentes métodos. As AgNP foram sintetizadas por
diferentes métodos e entdo caracterizadas por microscopia, espectroscopia e espectrometria.
Foram realizados teste in vitro em meio sélido e em meio liquido e ap6s 96 h de experimento
foi realizado teste para confirmar a acdo fungicida ou fungistatica. Diariamente o crescimento
micelial foi avaliado. Teste de tukey e teste t pareado foram utilizados. A banda plasmon das
AgNP foi de 396-420 nm. O tamanho das particulas foram AgNP-BORO 6,80 + 4,0 nm, AgNP-
CIT 5,99 + 3,39 nm, AgNP-PVA 30 mg 4,92 + 1,68 nm e AgNP-PVA 300 mg 5,54 + 2,27 nm.
No teste com AgNP-PVA, o tratamento 10° mM foi mais eficaz no controle do fungo. A
concentracdo de AgNP obtida pelo método PVA foi de 87,3 mg.L™, BORO foi 146,55 mg.L™,
e CIT foi 18,31 mg.L™t. Em meio liquido, AgNP-PVA 300 mg foi mais eficaz e mostrou-se
fungicida ao longo das 96 h, independente do meio. A AgNP-PVA foi a mais eficaz no controle
de Saprolegnia parasitica, sendo que a AgNP com 300 mg AgNOs é mais indicado.

Palavras-chave: AgNP; Controle; Fungo; Nanotecnologia.
Abstract

The objective was to evaluate the in vitro antifungal activity of silver nanoparticles synthesized
by different methods on Saprolegnia parasitica. The AgNP were synthesized by different
methods and caracterized by microscopy, spectroscopy and spectrometry. In vitro tests in solid
and liquid medium were performed and after 96 h other test was performed to confirm
fungistatic or fungistatic action. Daily mycelial growth was evaluated. Tukey test and paired t
test were used. The plasmon band of AgNP was 396-420 nm. Particle size were AQNP-BORO
6.80 + 4.0 nm, AgNP-CIT 5.99 + 3.39 nm, AgNP-PVA 30 mg 4.92 + 1.68 nm and AgNP-PVA
300 mg 5.54 + 2.27 nm. In the AgNP-PVA test, 10° mM treatment was more effective in the
fungus control. The concentration obtained by PVA method was 87.3 mg.L™, BORO was
146.55 mg.L™t and CIT was 18.31 mg.L™%. In liquid medium, AgNP-PVA 300 mg was the most
effective and showed fungicidal over the 96 h, regardless of the medium used. AgNP-PVA was
the most effective in the control of Saprolegnia parasitica, and the AgNP with 300 mg AgNOs
process is the most suitable.

Keywords: AgNP; Control; Fungus; Nanothecnology.

INTRODUCAO

A espécie Saprolegnia parasitica, é considerada dentre oomicetos um dos agentes
patogénicos mais destrutivos em peixes. Esta espécie € endémica de habitats de agua doce em
todo o mundo e responsavel pelo declinio de populacfes de salmonideos e outros peixes de
agua doce. Estima-se que 10% dos salmdes cultivados sdo dizimados por infecgdes por
Saprolegnia e as perdas sdo estimadas em dezenas de milhdes de ddlares anualmente. Além do
dano causado a aquicultura, o declinio de populagdes naturais de salmonideos também tem sido

atribuido a estas infecgdes (Van West, 2006).
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Surtos de infec¢des fungicas (saprolegniose) causam mortalidades em diferentes estagios
de vida dos peixes de ovos a adultos, sendo que em ovos tem apresentado grande relevancia
devido as altas mortalidades provocadas no periodo de incubacgéo, sendo entdo um obstaculo na

industria aquicola mundial (Soltani et al., 2011).

No entanto, atualmente, ndo existem produtos quimicos legalizados para o controle de
doencas flngicas para a aquicultura nacional. Nesse cenario, a nanotecnologia apresenta-se
como uma ferramenta para proporcionar desenvolvimento de produtos com maior eficacia
utilizando, em teoria, uma menor concentracdo, pois possui tamanho diminuto com elevada
area de superficie especifica que favorece a passagem pelas membranas celulares (Mittal et al.,
2013).

Na aquicultura, a nanotecnologia tem sido utilizada para desenvolvimento de diversos
produtos como nanovacinas, nanomateriais para identificacdo de doencas, nanomateriais com
liberacdo inteligente de compostos (antibidticos, imunestimulantes) (Rather et al., 2011) e
nanoparticulas com propriedades antimicrobianas e antifungicas (Pérez-Dias et al., 2015).
Sendo que as nanoparticulas de prata destacam-se pelo efeito fungicida desse elemento quimico
(Lemire et al., 2015).

As nanoparticulas de prata apresentam grande versatilidade de aplicac6es e facilidade
de preparacdo, de forma que sua sintese pode ser quimica, fisica ou biolgica. O método mais
comum para sintetizar nanoparticulas de prata é a reducdo quimica por agentes redutores
inorganicos e organicos. Neste processo, diferentes redutores e estabilizantes tém sido
utilizados. Dentre os redutores estdo o citrato de sodio, boro hidreto de sodio, ascorbato,
dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, alcool, polietilenoglicol, entre outros. Tais agentes
reduzem Ag*" e conduzem a formacdo de prata metalica (Ag®), seguida de formagdo de
aglomerados oligoméricos. Posteriormente, estes aglomerados conduzem a formacdo de
particulas de prata coloidais metalicas (Da Costa et al., 2011; Pencheva et al., 2012; Simsir et
al., 2015). E dentre os agentes estabilizantes utilizados, os compostos poliméricos como alcool
polivinilico, polivinilpirrolidona, polietilenoglicol e polimetacrilato de metil sdo descritos na
literatura como agentes eficazes na estabilizacdo de nanoparticulas (Pencheva et al., 2012).
Estes agentes além de interagir com a superficie das particulas para estabilizar o crescimento
destas, protege as particulas contra sedimentacdo, aglomeracdo e perda de propriedades

superficiais.
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Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antifungica in vitro de

nanoparticulas de prata sintetizadas por diferentes métodos em Saprolegnia parasitica.

MATERIAL E METODOS
Sintese de Nanoparticula de prata (AgNP) com boro hidreto de sédio- AQNP-BORO

Primeiramente, 1,69 mg AgNOz foram dissolvidos em 10 mL de &gua destilada em
temperatura ambiente em agitador magnético durante 15 min. Posteriormente 2,26 mg de boro
hidreto de sodio (NaBH4) foram dissolvidos em 30 mL de agua destilada em agitador magnético
durante 15 min em temperatura ambiente. Depois a solugdo de NaBH. foi colocada em banho
de gelo até atingir temperatura de 4 °C. Finalmente, 10 mL de solugdo de AgNOs3 foram
gotejados sobre a solu¢do de NaBH4 durante 30 min em banho de gelo a 4 °C, sendo perceptivel
a mudanca de cor. No final, a solucdo foi agitada em banho de gelo durante mais 5 min
(adaptado de Simsir et al., 2015).

Sintese de AgNP com Citrato de sodio e boro hidreto de sédio-AgNP-CIT

Inicialmente, no processo de preparacdo das nanoparticulas, 2,12 mg de AgNOs foram
dissolvidos em 50 mL de &gua destilada e 3,67 mg de citrato de sddio (NasCsHs07.2H20) foram
dissolvidos em outros 50 mL de agua destilada. Apds as solugdes prontas, 0s 50 mL da primeira
solucdo foram adicionados aos 50 mL da segunda solugdo por 30 s, sob agitacdo magnética e
abrigo de luz a 23 °C + 2 °C. Paralelamente a isto, uma solucdo de boro hidreto de sddio foi
preparada, 0,113 mg de NaBH4 foram dissolvidos em 3 mL de agua destilada. Imediatamente
apos a mistura das solucdes de nitrato de prata e citrato de sddio, adicionou-se a aliquota de 3
mL da solucdo de NaBH4. Em seguida, a agitacdo foi mantida por mais 1 min (adaptado de Jana
etal., 2001).

Sintese de AgNP com alcool polivinilico (PVA)- AgNP-PVA

Para a producdo de nanoparticulas de prata, 5000 mg de alcool polivinilico (PVA) foi
dissolvido em 95 mL de agua deionizada sob agitagéo a 80 °C. Paralelamente, 30 mg de nitrato
de prata (AgNOs) foi dissolvido em 5 mL de &gua e adicionado gota-a-gota, sob agitacdo, a
solugéo de 95 mL de PVA (5%) alcancando a concentracdo final de nitrato de prata de 300
mg.L. Posteriormente, as solucdes preparadas foram aquecidas a 100 °C/1h em ambiente
escuro conduzindo a formacdo de nanoparticulas de prata estabilizadas com PVA (Pencheva et
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al., 2012). Este mesmo método de sintese tambeém foi realizado utilizando uma concentracdo
maior de AgNOs3 (300 mg).

Caracterizagéo das AgNP
Espectroscopia de absorc¢éo na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A reducio de Ag* em Ag° foi observada por medic&o da absorbancia em Espectro de UV-
Vis com o equipamento FEMTO 800xi com cubetas de quartzo HELLMA no. 110-QS. A
reducdo quimica de cada amostra de AgNP foi monitorada por mensuracdo da absorbéncia de
uma aliquota de 3 mL (sem diluicdo prévia) em faixa de comprimento de onda de 300 a 800 nm
com 2 nm de resolucdo, nos tempos 0 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 24 h e 1 semana. Os
dados de absorbancia e comprimento de onda foram plotados no software Origin 6.0

Professional, para elaboracédo de graficos.

Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo foram obtidas no microscopio
eletronico de transmissao TEM-MSC JEOL 2100, operando com aceleracdo de 200 kV, para
isto, as amostras de AgNP foram gotejadas diretamente na grade de cobre. As nanoparticulas
foram contabilizadas e mensuradas no software Image Tool 3.0. e os graficos de histograma
foram elaborados no software Origin 6.0 Professional.

Espectrometria de emissao ¢ptica com plasma (ICP-OES)

Para esta analise foi utilizada a solugdo padrdo de AgNOs da Merck® (AgNO3z em HNO3
0,5 mol.L?) e o equipamento Varian 720-OES. Antes de iniciar a leitura, foram feitos calculos
de diluicio para cada amostra de acordo com a curva de calibracéo da prata (1 a 10 mg.L™?) de
forma que as amostras foram diluidas em &cido nitrico (3%) conforme padrdo do AgNO3 (Da
Costa et al., 2013). As concentrages das amostras foram obtidas em mg.L*

Atividade Antifungica de AgNP-PVA, AgNP-BORO, AgNP- CIT in vitro em meio solido

Para os testes in vitro em meio sélido, diferentes concentracdes de AgNP foram
adicionadas em agar Batata dextrose dgua (BDA) e plaqueadas em placa de Petri de vidro (80
x 10 mm). Posteriormente, um disco de 9 mm de meio de cultura com o fungo foi inoculado no
centro de cada placa e entdo observado o crescimento micelial a cada 24 h durante 96 h por

meio de medida dos diametros perpendiculares do halo de crescimento com um paquimetro
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digital (adaptado de Corréa et al., 2013). O experimento foi realizado a 25 °C e utilizou-se 0
antibiotico cloranfenicol (500 mg.L™) para impedir o crescimento bacteriano. O fungo foi
isolado de tambaquis (Colossoma macropomum) e identificado pela metodologia descrita por
Hulvey et al. (2007).

Para cada experimento foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 2 constituido de 4 concentracdes de AgNP, 2 tipos de meio de cultura (sem
e com antibidtico) e 3 repeticBes, sendo que para cada sintese utilizou-se as seguintes aliquotas
de nanoparticulas: AgNP-PVA (0, T1= 1 mL de solugdo de AgNP-PVA 10° mM + 9 mL de
BDA, T.=1 mL de solugio de AgNP-PVA 10* mM + 9 mL de BDA e T3=1 mL de solucio de
AgNP-PVA 10° mM + 9 mL BDA), AgNP-BORO (0,T1= 0,25 mL AgNP-BORO + 0,75 mL
agua destilada + 9 mL de BDA, T»=0,5 mL de AgNP-BORO + 0,5 mL de agua destilada + 9
mL de BDA, Tz=1 mL de AQNP-BORO + 9 mL de BDA) e AgNP- CIT (0,T:= 0,25 mL AgNP-
CIT + 0,75 mL agua destilada + 9 mL de BDA, T2=0,5 mL de AgNP- CIT + 0,5 mL de agua
destilada + 9 mL de BDA, Tz= 1 mL de AgNP- CIT + 9 mL de BDA).

Comparacdo da acao antifungica do PVA e AgNP-PVA

Devido aos resultados do teste in vitro em meio solido com diferentes nanoparticulas
sintetizadas, outro teste in vitro foi realizado com concentragdes maiores que o teste anterior.
Assim, foi realizado um teste in vitro com as nanoparticulas, partindo de solu¢ées com 30 mg

e 300 mg de AgNOs e comparando com o efeito isolado do PVA (&lcool polivinilico).

Para os ensaios em meio solido foram utilizados delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4 x 2 constituido de 4 formulages diferentes (Controle, PVA, AgNP- PVA
partindo de 30 mg de nitrato de prata e AQNP-PVA partindo de 300 mg de nitrato de prata) e
dois tipos de meio com 3 repeticdes. A solucdo de alcool polivinilico foi preparada de forma
que 5000 mg de PVA foram dissolvidos em 95 mL de agua destilada a 80 °C em agitador
magnético (Pencheva et al., 2012).

As formulagdes utilizadas no delineamento foram as seguintes: 1 mL dgua + 9 mL BDA,
1 mL de solucdo de PVA + 9 mL de BDA,1 mL de AgNP- PVA partindo de 30 mg de nitrato
de prata + 9 mL de BDA e 1 mL de AgNP-PVA partindo de 300 mg de nitrato de prata + 9 mL
de BDA, com dois tipos de meio (sem e com antibiotico) e trés repetigdes. O teste teve duracdo

de 96 h e foi realizado em temperatura de 25 °C. Diariamente, o crescimento micelial de
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Saprolegnia parasitica foi avaliado de acordo com a mesma metodologia utilizada nos outros

testes in vitro.

Apo6s 96 h de experimento, o disco inicialmente exposto foi removido e realocado em
novas placas contendo somente o meio de cultura nutritivo (BDA) sem a presenca das
concentracdes de AgNP e PVA para confirmar a acdo fungicida (micélios ausentes) ou
fungistatica dos composto (micélios presentes) em até 96 h.

Para avaliar se a superficie de contato em meio aquoso aumentaria a eficicia do
tratamento foram realizados os ensaios in vitro também em meio liquido. As aliquotas dos
formulados sintetizados foram incorporados ao caldo de batata em Erlenmeyers de 125 mL com
volume atil de 50 mL (com e sem antibidtico) e a estes recipientes foram adicionados 4 discos
de 9 mm do meio de cultura com o fungo e entdo mantidos em Shaker de bancada Cientec CT-
712RN em rotagdo de 125 rpm a 25 °C. O delineamento experimental do ensaio em meio
liquido obedeceu a mesma propor¢do do ensaio em meio solido. As formulacdes foram as
seguintes: 5 mL de agua destilada + 45 mL de Caldo de batata, 5 mL de PVA + 45 mL de Caldo
de Batata, 5 mL de AgNP-PVA partindo de 30 mg de nitrato de prata + 45 mL de caldo de
batata e 5 mL de AgNP-PVA partindo de 300 mg de nitrato de prata + 45 mL de caldo de batata.

Para isto, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x
4 x 2, com 4 tempos de exposicao (24, 48, 72 e 96 h), 4 formula¢es, dois tipos de meio (com
e sem antibidtico) e trés repeticdes. Apos 24, 48, 72 e 96 h de exposicdo as formulacdes, um
disco de cada repeticdo foi retirado e colocado em placa de Petri contendo 10 mL de 4&gar BDA
sem antibidtico para verificar o efeito fungicida ou fungistéatico. Diariamente, por um periodo
de 96 h, o crescimento micelial de Saprolegnia parasitica foi avaliado por meio de medida dos
diametros perpendiculares do halo de crescimento com um paquimetro digital de inox 150 mm
LEE tools® (adaptado de Corréa et al., 2013).

ANALISES ESTATISTICAS

Os dados dos experimentos in vitro foram submetidos a analise de normalidade de
Shapiro Wilk e em caso de normalidade estes foram submetidos a ANOVA e sendo F
significativo as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05). Para a avaliagdo de

efeito fungicida e fungistatico foi utilizado o teste t pareado (antes e depois) (p=0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo das AQNP-BORO, AGNP-CIT, AgNP-PVA

A sinteses de AgNP-BORO, AgNP-CIT e AgNP-PVA foram confirmadas através da
analise de espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis. Nesta analise, é possivel detectar
a banda plasmon ou ressonancia de plasmon de superficie, que é a propriedade Optica que
nanoparticulas metalicas possuem devido a interacdo com a radiacdo eletromagnética (Pal et
al., 2007).

A banda plasmon da AgNP-BORO variou pouco ao longo do tempo (0 h a uma semana),
entre 396 e 398 nm, no entanto, estabilizou em 398 nm. Tais dados corroboram com os obtidos
por Simsir et al. (2015) que detectaram o pico de absorbancia maxima em 396 nm e também

uma banda estreita utilizando o mesmo método.

As bandas plasmon das amostras de AGQNP-BORO apresentaram padrfes semelhantes ao
longo do tempo sem haver deslocamento no maximo de absor¢do, o0 que sugere que ndo houve
aumento de tamanho de particulas. No entanto, do periodo de 0 h a 24 h as bandas plasmon
aumentaram a intensidade evidenciando o aumento de populacdes de nanoparticulas esferoidais
formadas. Ja no periodo de uma semana a banda apresentou alargamento que pode estar
relacionado a interacdo entre particulas proximas ou até mesmo aglomeracao e reducdo da
intensidade devido a deposicdo nas paredes do vidro do recipiente (Da Costa et al., 2011). Ja
as imagens da microscopia eletrénica de transmissdo mostraram que as AgNP-BORO
apresentaram nanoparticulas de forma esferoidal e variaram de 2-20 nm, com maior intensidade

de 3 - 6 nm, apresentando tamanho médio de 6,80 + 4,0 nm (Fig. 1).
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Figura 1. A. Espectros de UV-Vis de AgNP-BORO ao longo do tempo; B. Coloracdo de AgNP-BORO ao longo
do tempo; C. Imagem de microscopia eletrénica de AgNP-BORO. B: Histograma de distribui¢do de tamanho de

AgNP-BORO. Contagem feita por amostragem em varias imagens da amostra.

A banda plasmon da AgNP- CIT do tempo 0 até 3 h foi 390 nm, no entanto com 24 h a
banda plasmon foi 396 nm, e no periodo de uma semana foi 400 nm corroborando com outros
estudos que avaliaram a sintese de nanoparticulas de prata com citrato de sédio e apresentaram
banda plasmon em torno de 400 nm (Pillai e Kamat, 2004). Do periodo de 0 h a 3 h, as bandas
apresentaram maior intensidade mostrando um aumento de populacdes de nanoparticulas,
sendo que no periodo de 24 h a uma semana houve uma reducdo desta intensidade explicada
pela reducdo da quantidade de suspensao devido a deposicéo nas paredes do vidro do recipiente
e um leve alargamento das bandas indicando uma provavel aglomera¢do ou aumento de
tamanho de particulas (Da Costa et al., 2011). Estas nanoparticulas apresentaram forma
esferoidal e variaram 1-18 nm, com maior intensidade de 3-6 nm, apresentando tamanho medio
de 5,99 + 3,39 nm (Fig. 2).
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Figura 2. A. Espectros de UV-Vis de AgNP-CIT ao longo do tempo; B. Coloracdo de AgNP-CIT longo do tempo;
C. Imagem de microscopia eletrénica de AgNP- CIT; D. Histograma de distribui¢do de tamanho de AgNP-CIT.

Contagem feita por amostragem em varias imagens da amostra.

Ja as AgNP-PVA de 30 mg, a banda plasmon variou de 413 nm a 419 nm do tempo 0 h a
1 semana, sendo que do periodo de 24 h ao periodo de 7 dias se manteve estavel e com particulas
esferoidais, corroborando com autores deste mesmo método (Pencheva et al., 2012) que
detectaram o pico de absorbancia maxima em 420 nm para AgNP-PVA de 30 mg, no entanto
com a banda plasmon mais larga. Ao longo do tempo, ndo houve deslocamento no méximo da
absorcdo e nem variacdes de intensidade, mostrando uma estabilidade das particulas formadas
(Haiss et al., 2007; Bastus et al., 2014). Estas nanoparticulas apresentaram forma esferoidal e
variaram de 2 a 13 nm, sendo que a maior intensidade destas apresentou 3-8 nm e o tamanho
médio foi de 4,92 + 1,68 nm (Fig. 3).
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Figura 3. A. Espectros de UV-Vis de AgNP-PVA 30 mg ao longo do tempo; B. Coloracdo de AgNP-PVA 30 mg
ao longo do tempo; C. Imagem de microscopia eletrdnica de AgNP-PVA 30 mg; D. Histograma de distribuicéo de

tamanho de AgNP-PVA 30 mg. Contagem feita por amostragem da imagem.

As AgNP-PVA de 300 mg, a banda plasmon variou de 396 a 407 nm, sendo que a partir
do tempo de 2 h ela se manteve estavel até uma semana. Do periodo Oh a uma semana, as bandas
plasmon ndo apresentaram deslocamentos do maximo da absorcéo, entretanto, no periodo de
24 h e uma semana, a intensidade das bandas aumentaram evidenciando aumento de populagdes
de nanoparticulas formadas e um estreitamento das bandas indicando reducdo do tamanho das
nanoparticulas (Bhainsa e D"Souza, 2006). Estas AgNP variaram de 1-15 nm, com forma
esferoidal, intensidade entre 2-9 nm e tamanho médio de 5,54 + 2,27 nm (Fig.4).
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Figura 4. A. Espectros de UV-Vis de AgNP-PVA 300 mg ao longo do tempo; B. Colora¢do de AgNP-PVA 300
mg ao longo do tempo; C. Imagem de microscopia eletronica de AgNP-PVA 300 mg; D. Histograma de

distribuicdo de tamanho de AgNP-PVA 300 mg. Contagem feita por amostragem da imagem.

Os tamanhos das AgNP dos diferentes métodos permaneceram dentro da faixa obtida por
Simsir et al., 2015 e Pencheva et al., 2012, que utilizaram 0 mesmo método do presente estudo.
Todas as sinteses realizadas apresentaram a banda plasmon em torno de 396 - 420 nm, intervalo
este, dentro do padrdo encontrado na literatura para nanoparticulas de prata (400 nm - 420 nm)
(Pencheva et al., 2012). As bandas plasmon das nanoparticulas de prata sintetizadas pelos
diferentes métodos apresentaram-se estreitas, fato este que demonstrou a presenca de

nanoparticulas com tamanho uniforme (He et al., 2002).

As anélises de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis mostraram que as
nanoparticulas sintetizadas pelos diferentes métodos apresentam o maximo da banda de
ressonancia de plasmon entre 390 e 440 nm, indicando a presenca de nanoparticulas esferoidais,
confirmadas pelas imagens de microscopia, sendo que pode ocorrer variagbes nesta faixa
devido ao tamanho, interacdo entre particulas e constante dielétrica do meio (Pastoriza-Santos
e Liz-Marzan, 2008). A coloragdo de todas as amostras de nanoparticulas de prata, sintetizadas
pelos diferentes métodos, apresentou cor amarela (Solomon et al., 2007), com variagdes de tons

entre os métodos, porém sem variagdes bruscas relacionadas ao tempo em cada método.

Segundo Elaissari (2008), apesar das nanoparticulas poderem ser obtidas de diversas

formas, as esferoidais sdo termodinamicamente mais estaveis, sendo que o controle do tamanho
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e a distribui¢do do tamanho é importante pois define a area superficial das particulas. Assim, a
obtencdo de nanoparticulas mais estaveis garante que estas permanegam com suas propriedades

por maior periodo de tempo permitindo uma aplicacéo eficiente.

Assim, a caracterizacdo das nanoparticulas é importante pois suas propriedades
dependem da forma, tamanho e estrutura (Pileni, 2001) e a atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de prata, por exemplo, depende da forma e tamanho, pois diferentes morfologias
promovem diferentes &reas de interagdo com 0s microorganismos (Pal et al., 2007; Martinez-
Castanon et al., 2008).

Atividade Antifungica de AQNP-PVA, AgNP-BORO, AgNP- CIT in vitro em meio solido

A concentragdo de AgNP obtida pelo método AgNP-PVA foi de 87,3 mg.L, a de AgNP-
BORO foi 146,55 mg.L™?, e de AgNP-CIT foi 18,31 mg.L™. No teste de atividade antifiingica
da AgNP-PVA, ndo houve interacdo entre concentracdo e meio (p>0,05). No entanto houve
interacdo entre concentragdo e tempo (Tab.1). O tratamento que utilizou 1 mL da solucéo de
AgNP-PVA 102 mM (Ts) diferiu dos outros tratamentos e do controle ao longo do tempo
(p<0,05), sendo mais eficaz no controle micelial de Saprolegnia parasitica. Os demais
tratamentos que utilizaram 1 mL de solugdo de AgNP-PVA 10° mM (T1) e 10* mM (T2)
apresentaram efeitos semelhantes entre si ao longo do tempo porém sem eficacia no controle

do crescimento micelial.

Tabela 1. Interacdo entre concentragdo e tempo em teste in vitro de AgNP-PVA 30 mg sob Saprolegnia parasitica.

Média + DP mm Média = DP mm Média + DP mm Média + DP mm
Concentragdo x Tempo Diametro Diametro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
0 39,63 + 10,50 Ab 64,97 + 10,00 Bb 73,09 £ 0,03 Ch 73,10 £ 0,04 Cb
T 38,30 £ 10,05 Ab 64,04 + 10,00 Bb 73,12+ 0,05 Cb 73,12+ 0,05 Ch
T, 39,42+ 3,38 Ab 65,56 + 8,84 Bb 73,15+0,12 Cb 73,15+0,12Cb
Ts 18,29 + 3,38 Aa 31,03 £ 6,79 Ba 44,69 + 8,76 Ca 54,74 + 7,86 Da

* Letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minGsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Diversos autores tém avaliado a atividade antifangica das nanoparticulas de prata a partir
de diferentes métodos, e alcancando inibicdo de diversas espécies de fungo como: Candida
albicans, Candida krusei, Candida tropicalis,Candida glabrata, Aspergillus brasiliensis,

Saprolegnia sp., (Pencheva et al., 2012; Johari et al., 2015).
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A interagdo entre meio e tempo também foi significativa (p<0,05) (Tab.2). O meio com
antibiotico diferiu do meio sem antibidtico ao longo do tempo, sendo que o meio com
antibiotico apresentou maior inibicdo do fungo durante as 96 h, apesar de apresentarem

crescimento gradativo ao longo das 96 h.

Tabela 2. Interagdo entre meio e tempo em teste in vitro de AgNP-PVA 30 mg sob Saprolegnia parasitica.

Média + DP mm Média + DP mm Média + DP mm Média = DP mm
Meio x Tempo Diadmetro Diametro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
Sem Antibidtico 41,64 +£12,38 Ab 64,16 + 16,28 Bb 68,02+ 9,33 Ch 70,28 £5,32Ch
Com Antibiético 26,18 + 6,79 Aa 48,14 + 14,21 Ba 64,01 + 16,42 Ca 66,78 + 11,46 Da

* Letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Apesar de no presente estudo ndo ter havido interacdo entre concentracdo e o meio
utilizado (sem e com antibidtico), existem estudos que mostraram interacao entre concentracao
e meio autilizado. Fayaz et al. (2010), avaliaram o efeito sinérgico de nanoparticulas de prata e
quatro antibiéticos diferentes (eritromicina, canamicina, cloranfenicol e ampilicina) no controle
de quatro espécies de bactérias Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus atraves do método do disco de difusdo. Este trabalho apesar de ter
sintetizado as AgNP por um método diferente do presente estudo (a partir do fungo
Trichoderma viride), observou-se o efeito sinérgico do mesmo antibiotico utilizado no presente

estudo (Cloranfenicol) com AgNP.

Ja Padalia et al. (2014), produziram nanoparticulas de prata utilizando o extrato aquoso
de Tagetes erecta como redutor ao invés de um quimico e avaliaram o efeito sinérgico as AgQNP
com antibidtico no controle de 3 espécies de fungo (Candida albicans, Candida glabrata e
Cryptococcae neoformans). Os testes in vitro com AgNP e os antibéticos nistatina e

amfotericina aumentaram a eficacia em relagdo ao antibiotico, aumentando a zona de inibicéo.

Ja as AgNP sintetizadas utilizando boro hidreto de sodio e citrato de soédio nédo
apresentaram eficacia no controle do fungo, mostrando a necessidade de concentragdes maiores
para pois a atividade antifingica de AgNP comercial para controle de Saprolegnia sp. foi de
2000 mg.L* (Johari et al., 2015).
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No entanto, houve interacdo entre meio utilizado (sem e com antibidtico) e tempo,
mostrando que apesar do meio com antibiotico até 72 h ter apresentando melhor eficacia, ao

final de 96 h, a eficacia dos dois meios foi semelhante em ambas as AgNP (Tab.3 e 4).

Tabela 3. Interago entre meio e tempo em teste in vitro da AGNP-BORO sob Saprolegnia parasitica.

Média + DP mm Média + DP mm Média + DP mm Média £ DP mm
Meio x Tempo Diadmetro Diadmetro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
Sem Antibiético 44,89 +£0,77 Ab 73,49 + 0,06 Bb 73,49 £ 0,06 Bb 73,53+0,17 Ba
Com Antibiético 21,55 +7,08 Aa 43,98 +1,55 Ba 68,93 +2,52 Ca 73,53 + 0,04 Da

* Letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 4. Interagéo entre meio e tempo em teste in vitro da AQNP-CIT sob Saprolegnia parasitica.

Média + DP mm Média + DP mm Média + DP mm Média £ DP mm
Meio x Tempo Diametro Diametro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
Sem Antibidtico 50,32 + 2,27 Ab 73,56 £ 0,10 Bb 73,56 £ 0,11 Bb 73,56 £0,11 Ba
Com Antibiético 23,03 £1,44 Aa 46,05 + 2,86 Ba 69,27 £ 4,22 Ca 73,42 £ 0,06 Da

* Letras maisculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras mintsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de
Tukey (p<0,05).

Comparagcdo da atividade antifungica do PVA e AgNP-PVA meio sélido

No teste in vitro em meio solido com PVA e AgNP-PVA de 30 mg e 300 mg, houve
interacdo significativa entre a formulacdo utilizada e o meio (p<0,05) (Tab. 5). O efeito do
alcool polivinilico sem antibidtico foi semelhante ao controle, no entanto com a presenca de
antibidtico j& hé influéncia negativa sobre o crescimento fungico. Apesar da AgNP-PVA 30 mg
ndo ter apresentado a melhor eficécia, esta diferiu do controle e do alcool polivinilico ao longo
do tempo e seu efeito foi melhor com antibiotico. Ja& a AgQNP-PVA 300 mg mostrou maior
eficacia em relagdo a todas outras formulagdes, e ndo houve diferenca entre 0os meios com e

sem antibidtico (Tab.5).

Além disso no decorrer das 96 h, a eficAcia dos tratamentos também foi
significativamente diferente (p<0,05) (Tab.6), ndo apresentando efeito sobre o crescimento
micelial e a AgQNP-PVA 300 mg mostrou-se mais eficaz durante as 96 h, independente do meio
de cultura utilizado. Ja o PVA sem e com antibidtico foi igual ao controle ao longo do tempo,
ndo apresentando efeito sobre o crescimento micelial e a AgNP-PVA 30 mg apresentou

melhores resultados somente com antibidtico com valores intermediarios no controle micelial.

82



Dissertacao de Mestrado em Saude e Ambiente

As nanoparticulas de prata com polivinil alcool tém sido eficazes no controle de diversos
microoorganismos: S. aureus e K. pneumoniae (Hong et al., 2006); E. coli e S. Aureus (Galya
et al., 2008), E. coli, S. Aureus, Pseudomonas auruginosa, Candida albicans; C. glabrata e C.
tropicalis (Penchevaetal., 2012); C. albicans, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e B. megaterium

(Tan et al., 2016) o que corrobora com a atividade antifungica contra Saprolegnia parasitica.

Tabela 5. Interacdo entre formulacdo e meio em teste in vitro em meio s6lido sob Saprolegnia parasitica.

Formulagéo x Meio SIA C/A
Controle 67,33 +10,97 Bc 50,36 + 21,63 Ad
PVA 67,11+ 49,30 Bc 49,30 £ 21,41 Ac
AgNP 30 7,97 £531Bb 6,15+ 4,20 Ab
AgNP 300 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa

* Letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minGsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 6. Interacéo entre a formulacdo utilizada e o tempo em teste in vitro com alcool polivinilico e nanoparticulas
de prata sob Saprolegnia parasitica em meio solido.

Formulagéo x Média + DP mm Média + DP mm Média + DP mm Média + DP mm
Meio/Tempo Diametro Diametro Diametro Diametro
24h 48h 72h 96h
CSIA 49,14 +1,04 Ad 73,39 £ 0,04 Bd 73,39 £ 0,04 Bf 73,39 £ 0,04 Bd
PVA S/A 48,46 +1,90 Ad 73,33 £0,02 Bd 73,33 £ 0,02 Bf 73,33 £ 0,02 Bd
AgNP 30 S/A 1,87 +£0,11 Ab 5,09 + 0,16 Bb 9,51+0,41Cc 15,41 + 0,56 Dc
AgNP 300 S/A 0,00 +0,00 Aa 0,00 +0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa
CCIA 20,20 £ 0,18 Ac 42,73+ 0,41 Bc 65,17 £ 1,04 Ce 73,34 £ 0,03 Dd
PVA C/A 19,84 + 0,55 Ac 41,60 1,07 Bc 62,41+134Cd 73,37 £ 0,04 Dd
AgNP 30 C/A 0,74 £ 0,41 Aab 4,45+0,14Bb 7,81+0,07 Cb 11,60 £ 0,15 Db
AgNP 300 C/A 0,00 + 0,00 Aa 0,00 +0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa

* Letras maiGsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras mindsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

No teste para avaliar o efeito fungicida e fungistatico do PVA e AgNP-PVA 30 e 300 mg,
a unica formulagdo que mostrou efeito fungicida foi a AGNP-PVA 300 sem e com antibiético,
todas as outras formulagdes foram fungistaticas (Tab.7).
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Tabela 7. Efeito fungicida e fungistatico das formulagdes utilizadas em teste in vitro em meio sélido sob a

Saprolegnia parasitica.

Tratamento Média Diametro + DP Média Diametro + DP

96h exposto as formulagdes 96h em meio nutritivo
PVAS/A 73,33+£0,02b 73,33+£0,02b
AgNP 30 S/IA 15,41 +0,56 a 73,27+0,02b
AgNP 300 S/A 0,00 £0,00 a 0,00 +£0,00 a
PVA C/A 73,37+0,00 b 73,37+0,00b
AgNP 30 C/A 11,60+0,15a 73,38+0,01b
AgNP 300 C/A 0,00+0,00a 0,00+0,00a

*Letras diferentes na mesma linha, apresentam diferengas estatisticas (p<0,05) no teste t de amostra dependentes.

Comparacdo da atividade antifungica do PVA e AgNP-PVA meio liquido

Houve interacdo significativa entre formulagdo e meio (p<0,05) (Tab.8) sobre o
crescimento do fungo. O fungo exposto ao PVA sem e com antibiotico apresentou crescimento.
O disco com fungo exposto a AgNP-PVA 30 mg sem antibiotico em meio liquido, ao ser
colocado em meio nutritivo cresceu normalmente. No entanto, o disco com fungo exposto a
esta mesma nanoparticula utilizando antibi6tico, quando voltou para meio nutritivo nédo
apresentou crescimento micelial, mostrando efeito fungicida. Ja os discos com fungo expostos
a AgNP-PVA 300 mg em meio liquido sem e com antibiotico, ao serem colocados em meio

nutritivo ndo apresentaram crescimento micelial durante as 96 h, mostrando efeito fungicida.

Ao longo do tempo (96 h) a interacdo formulacdo e meio também apresentou diferencas
significativas (p<0,05) (Tab. 8). A AgNP-PVA 300 mg foi a Gnica formulagdo que mostrou-se
fungicida ao longo dos 4 dias de experimento, independente do meio utilizado. Jaa AgNP-PVA
30 mg sem antibidtico apresentou efeito fungistatico e com antibiético efeito fungicida. O

crescimento micelial do fungo exposto ao PVA assemelhou-se ao controle ao longo do tempo.

Tabela 8. Interacéo entre formulagdo e meio em teste in vitro em meio liquido sob Saprolegnia parasitica.

Formulacgéo x Meio SIA C/IA
Controle 68,90 + 8,16 Bc 66,03 + 13,09 Ac
PVA 67,44 + 10,13 Bbc 62,52 + 18,23 Ab
AgNP-PVA 30 mg 66,07 £12,73Bb 0,00 £ 0,00 Ac
AgNP-PVA 300 mg 0,00 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Ac

* Letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem entre si; Letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).
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CONCLUSAO

E possivel sintetizar nanoparticulas de prata uniformes e estaveis através de é&lcool
polivinilico, citrato de sédio e borohidreto de sédio. Dentre estas nanoparticulas, a AGNP-PVA
foi a mais eficaz no controle de Saprolegnia parasitica, sendo que o processo a partir de 300

mg de nitrato de prata é o mais indicado para o controle deste fungo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos resultados obtidos no presente estudo mostrarem que o extrato aquoso de
T. catappa a quente e as nanoparticulas de prata (AgNP) sintetizadas com &lcool polivinilico
(PVA) séao eficazes in vitro, estudos de toxicidade com estes produtos devem ser realizados
priorizando a utilizacdo de concentracdes em que haja o controle antifingico mas que se
considere o bem-estar animal sem geracao de danos fisiolégicos e morfolégicos aos peixes.
Assim, o estudo de toxicidade trard informacfes importantes para que os produtos sejam
testados in vivo e uma vez que existam concentracfes que causem danos aos peixes, novas
estratégias de aplicacdo como por exemplo banhos terapéuticos de maiores concentracfes e
tempo curto ou de menores concentracdes e tempo de exposicdo maior sejam adotados para

minimizar esses efeitos.
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Esclarecemos que o numero do Certificado de Aprovacao do
Projeto deve ser mencionado no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicacéo

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na
premissa de que os resultados sdo posteriores ao
planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacao
(somente na "Title Page" — Step 6), Resumo, Abstract,
Introducao, Material e Métodos, Resultados, Discussao (ou
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Resultados e Discusséao), Conclusdes, Agradecimentos
(quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que 0
resultado € anterior ao interesse de sua divulgacéo ou a
ocorréncia dos resultados néo é planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo
(somente na "Title Page" - Step 6), Resumo, Abstract,
Introducdo, Casuistica, Discusséo e Conclusfes (quando
pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicacgéo

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicagéo, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secdes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacao
(somente na "Title Page" - Step 6). Deve ser compacto, sem
distincdo das secdes do texto especificadas para "Artigo
cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a
Comunicacao for redigida em portugués deve conter um
"Abstract" e quando redigida em inglés deve conter um
"Resumo”.

O numero de paginas nao deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias nao deve exceder a 12.
Preparacao dos textos para publicacéo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na
forma impessoal.

Formatacédo do texto

« O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das .
secdOes do artigo, deve ser apresentado em arquivo
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Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step
6), no formato A4, com margem de 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), na fonte Times New
Roman, no tamanho 12 e no espacamento de
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e sec¢des do artigo
(do titulo as referéncias), com linhas humeradas.

e NA&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos,
por exemplo, devem vir, obrigatoriamente, entre
paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome
do produto, substancia, empresa e pais.

Sec¢bes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia
do artigo e néo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores séo colocados
abaixo do titulo, com identifica¢do da instituicdo a qual
pertencem. O autor e 0 seu e-mail para correspondéncia
devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page”
(Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no
cadastro contendo até 200 palavras em um s6 paragrafo. Nao
repetir o titulo e ndo acrescentar revisao de literatura. Incluir os
principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los,
guando for o caso. Cada frase deve conter uma informacao
completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo
duas*.

* na submisséo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo
do artigo constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave
(portugués), independente do idioma em que o artigo for
submetido.

Introducéo: Explanacdo concisa na qual os problemas serdo
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os
objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o
suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material
envolvido, a descricdo dos métodos usados ou referenciar
corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados deverdo constar obrigatoriamente o nimero do
Certificado de Aprovacdo do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).
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Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas
e colunas. Usar linhas horizontais na separagéo dos
cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem
em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a
tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do
namero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a
vérias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o
menor tamanho aceito € oito). A legenda da Tabela deve conter
apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas
devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e
pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc.
A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
namero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.)
e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de
ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig.
1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e
desenhos devem também ser enviados no formato JPG com
alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissao, na tela de registro do artigo. As figuras
devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia apds a sua primeira citagao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve
conter, abaixo da legenda, informacé&o sobre a fonte (autor,
autorizacdo de uso, data) e a correspondente referéncia deve
figurar nas Referéncias.

Discusséo: Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho. (Obs.: As sec¢bes Resultados e Discusséo poderao
ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar
qualquer uma das partes).

Conclusdes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados
da pesquisa executada e serem apresentadas de forma
objetiva, SEM revisdo de literatura, discusséo, repeticdo de
resultados e especulacoes.

Agradecimentos: N&o obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em
ordem alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em
revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses
devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente
guando indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:
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Como referenciar:
1. CitagOes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para
evitar interrup¢do na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério...,
1987/88) ou Anuério... (1987/88);

o dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971);
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971,
Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica
ascendente e alfabética de autores para artigos do
mesmo ano.

Citacao de citagcdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para
se consultar o documento original. Em situagdes excepcionais
pode-se reproduzir a informacao ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicacdo, seguido da

expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do
documento consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas
a fonte consultada.

Comunicacao pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na
citacdo coloca-se 0 sobrenome do autor, a data da
comunicagdo, nome da Instituicdo a qual o autor € vinculado.

2. Periddicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro
autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.
FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on
immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10,
1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al.

Anestesia general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20,
1984.

3. Publicacédo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de
guatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de
ostras, mariscos e mexilhdées. In. CONGRESSO BRASILEIRO
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DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais...
S&o Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W.
(Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-
415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National
Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de
carcaca e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington:
Association of American Veterinary Medical College, 1995.
Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>. Acessado em:
27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative,
organized. Miami Herald, 1994. Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submisséo e de publicacdo

Taxa de submisséo: A taxa de submissédo de R$50,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrénico do

Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessario
preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissao serdo
avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

Taxa de publicagdo:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo devera ser paga por
meio de depdsito bancario, cujos dados serdo fornecidos na aprovagéo do
artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados
do autor de contato deve ser enviado um e-mail

para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one
hundred dollars) per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript
submission and will be billed to the corresponding author at the final proof of
the article. The publication fee must be paid through a bank slip issued by
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the electronic article submission system. When requesting the bank slip the
author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

e No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas
pelo ABMVZ ou documento de recurso o mesmo devera ser
anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e
também enviado por e-mail, aos cuidados do Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

e No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente
encaminhar recurso o mesmo deve ser feito pelo e-
mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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