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Nao foi pela espada que conquistaram a terra nem pela forca do seu braco que alcangaram
a vitoria; foi pela tua mao direita, pelo teu braco e pela luz do teu rosto, por causa do teu

amor para com eles. Es tu, meu Rei e meu Deus! Es tu que decretas vitdrias para Jaco!
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RESUMO GERAL

TOXICIDADE DOS EXTRATOS VEGETAIS DE JATOBA E CHAPEU-DE-SOL AO
OOMICETO PATOGENO Saprolegnia ferax

A utilizacdo de quimioterdpicos auxilia no controle e profilaxia de patégenos na aquicultura,
mas o uso e o descarte incorretos podem apresentar perigo aos usuérios e ao meio ambiente.
Compostos secundarios de plantas vém despertando o interesse devido apresentarem menor
risco de selecao artificial de cepas de resisténcia e diminuirem a exposigao a agentes quimicos.
O presente estudo verificou a agdo oomiceticida dos extratos aquosos das folhas de Terminalia
sp. (EAT) e, da casca do caule de Jatoba (EAJ), e dos extratos hidroalcodlicos da casca do caule
(EPCA) e do exocarpo de jatoba (EPE]) no desenvolvimento micelial e viabilidade dos
zoosporos do oomiceto Saprolegnia ferax. O cobre foi usado como substancia de referéncia junto
aos ensaios realizados em meio Maltose-Peptona (MP5) com inoculo de 0,5 cm para o micélio,
enquanto que nos ensaios de viabilidade foram inoculados 2000 zoésporos ao centro das
placas com meio de cultura. A avaliagdo do crescimento das colonias durou 72h, em triplicata.
Foram realizadas andlises quantitativas de fendis para os extratos, e para analise estatistica
utilizou-se o programa Clp para determinar a Concentragdo Inibitéria de 50% do crescimento
micelial e viabilidade dos zodsporos, e andlise de variancia seguida do teste de Dunnet para a
determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 100% para ambas as estruturas. A
menor concentracdo de fendis, presentes nos extratos, responsaveis pela inibicdo de 100%
(CIM100; 72h) do crescimento micelial e da viabilidade dos zooGsporos foram iguais a
0,745mg.mL-, para o EPE], 1,78mg.mL-! no EPCA e 3,029mg.mL"! para o EAJ em ambas as
estruturas testadas. No EAT a CIM100 ao fenol foi de 1,651mg.mL? para o micélio e
0,826mg.mL! para zo6sporo em 72h. E concentracdes de fenol inferiores a 0,052mg.mL? no
EAT e 0,006mg.mL! para o EAJ apresentaram maior crescimento que as culturas do grupo

controle em 24h.

Palavras-chaves: Extratos de plantas, saprolegniose, agdo inibitéria, micélio, zoésporos, teste

in vitro



ABSTRACT

TOXICITY OF VEGETABLE EXTRACTS FROM JATOBA AND SUN-HAT TO PATHOGEN
OOMYCETO Saprolegnia ferax

The use of chemotherapy aid in the control and prophylaxis of pathogens in aquaculture, but
the incorrect use and disposal may present a danger to users and the environment. Secondary
plant compounds have been arousing interest because they present a lower risk of artificial
selection of resistance strains and decrease exposure to chemical agents. The present study
verified the oomyceticidal action of the aqueous extracts of the leaves of Terminalia sp. (EAT)
and, from the bark of the Jatobé tree (EA]J), and from the hydroalcolic extracts of the tree bark
(EPCA) and from the Jatoba exocarp (EPE]) in the mycelial development and viability of the
zoospores of the oomycete Saprolegnia ferax. Copper was used as a reference substance in the
tests, which proceeded in a Maltose-Peptone (MP5) medium with a 0.5 cm inoculum for the
mycelium, while the viability tests were inoculated with 2000 zoospores in the center of the
plates with culture. Colony growth assessment lasted 72 hours, in triplicate. Quantitative
analyzes of phenols were performed for the extracts, and for statistical analysis, the CIp
program was used to identify the inhibitory concentration of 50% of the mycelial growth and
viability of the zoospores, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of 100% for both
structures. S. ferax presented CIM100 in 72h at phenol concentrations of 0.745mg.mL-, for
EPE], 1.78mg.mL in EPCA and 3.029mg.mL- for EAJ in both tested structures. In the EAT,
the CIM100 for phenol was 1.651mg.mL-! for the mycelium and 0.826mg.mL-! for the zoospore
in 72h. The phenol concentrations less than 0.052mg.mL in the EAT and 0.006mg.mL for the

EAJ showed greater growth the cultures of the control group in 24 hours.

Keywords: Plant extracts, saprolegniosis, inhibitory action, mycelium, zoospores, in vitro test



1. INTRODUCAO GERAL

Com o aumento da populacdo humana, limitacdes como degradagdo ambiental, a
dificuldade de geracdo de alimentos que atenda a crescente demanda populacional e a falta de
recursos naturais ird favorecer o surgimento de doencas, altas taxas de mortalidade e a fome
(Cazalis et al., 2018). Alternativas para suprirem a crescente demanda alimenticia vem sendo
estudadas a fim de otimizar a producdo e minimizar este cenario. Um dos setores que tem se

mostrado promissor na erradicagdo da fome é a aquicultura (FAO 2018).

Do ponto de vista ambiental, a aquicultura é uma pratica que contribui com a manutengao
dos estoques naturais, por ndo ser uma atividade extrativista (Kubitza, 2003; Anjos et al., 2009;
Cardoso et al., 2012). Para otimizar a produtividade de seus derivados, pode ser empregado o
sistema de superestocagem. Entretanto observa-se que esta pratica vem sendo associada ao

surgimento de doencas oportunistas (Baldisserotto et al., 2017).

O conhecimento prévio de agentes potencialmente patogénicos nestes sistemas, possibilita
a tomada de iniciativas preventivas a fim de minimizar a ocorréncia e tratamento aos agentes
etiolégicos. Todavia, algumas destas iniciativas ndo sao suficientes para inibir a ocorréncia de
doengas nos animais de cultivo, gerando perda na qualidade do produto final, mortalidade e
consequentemente prejuizos econémicos (Baldisserotto et al., 2017). Entre os organismos que
podem comprometer a saide da cadeia de produgdo podemos citar os oomicetos, como os
géneros Aphanomyces, Achlya, Pythium e Saprolegnia (Phillips et al., 2007; Ke et al., 2009; Ali et
al., 2011; Magray et al., 2019; Lau et al., 2020) conhecidos por ocasionar lesdes dérmicas em

animais aquaticos.
1.2. Oomicetos

Os oomicetos foram estudados por muitos anos como pertencentes ao Reino Fungi, mas
com a analise molecular, pode se verificar que estes organismos estavam filogenicamente mais
proximos das algas, pertencendo ao Reino Straminipila do que propriamente dos fungos
(Dick, 2001). Eles atuam diretamente na ciclagem de nutrientes, mas alguns de seus
representantes podem apresentar comportamento saprofito/oportunista e ou parasita

(Sandoval-Sierra e Diéguez-Uribeondo, 2015; Rocha et al., 2016; Pires-Zottarelli et al., 2019).



Esses organismos sdo caracterizados pela presenga de hifas cenociticas, com excegao das
estruturas de reproducdo que apresentam septo, membrana celular constituida por celulose,
hidroxiprolinas, p-glucanos e quitina. Na reproducdo sexuada com formagdo de células
anteridiais e oogdnio que em contato possibilitam a plasmogamia e cariogamia, originando o
odsporo. Esta dltima estrutura além de conferir variabilidade genética também apresenta
grande tolerancia a variacbes ambientais, podendo ficar latente por anos aguardando
condigdes oportunas que favorecam o seu desenvolvimento (Johnson et al., 2002; Oliveira,

2003; Gozlan et al., 2014).

A reprodugéo assexuada destes organismos é identificada pela formacao de zoosporangios
que liberam células moéveis chamadas de zodésporos (Johnson et al., 2002; Oliveira, 2003;
Gozlan et al., 2014). Estas células, apesar de mais sensiveis que os o6sporos, apresentam dois
flagelos que auxiliam em sua locomog¢ao, um franjado e o outro liso. E por serem capazes de
identificar sinalizadores quimicos, nutricionais, ionicos e elétricos presentes na agua, se
direcionam ao local onde se encontra o substrato para o desenvolvimento da futura colénia
(El-Feki et al., 2003; Walker e Van West 2007; Gozlan et al., 2014). Devido a esta caracteristica,

esta fase é considerada responsavel pela infecgdo.

Nas pisciculturas, os oomicetos como os do género Saprolegnia sp. sdo relatados como
responsavel por acometer animais aquaticos em diferentes estagios de vida. Caracterizado por
ocasionar lesdes dérmicas, conhecida como saprolegniose. Quando afeta animais aquéticos a
saprolegniose apresenta formacao de col6nia algodonosa, com lesdao que pode evoluir para
necrose e dificuldade de osmoregulacdo. Nas branquias podem gerar hipéxia e em ovos de
peixe comprometem as trocas gasosas podendo levé-los a morte (Kubitza, 2005; van West 2006;
Phillips et al. 2007; Ke et al. 2009; Ali et al., 2011; Gozlan et al., 2014; Rodrigues et al., 2013; Lau
et al. 2020).

1.3. Saprolenia ferax

A espécie Saprolegnia ferax faz parte da familia Saprolegniaceae, género Saprolegnia. E
um oomiceto patégeno/oportunista conhecido por causar saprolegniose em diversas espécies
de animais aquaticos e em diferentes estagios de vida (Johnson et al., 2002; Phillips et al., 2007;
Romansic et al., 2009; Gozlan et al., 2014; El-Deen et al., 2018). A espécie pode sobreviver em

diversos substratos organicos, uma vez que também contribui com a ciclagem de nutrientes



(Johnson et al.,, 2002; Gozlan et al., 2014). Esta caracteristica pode comprometer a sua

eliminagdo dos sistemas de criagdo.

Apresenta reproducdo sexuada e assexuada, além da formacdo de gemas
(clamisdosporos), proveniente do espessamento de uma &area delimitada da hifa. Como o
odsporo, esta estrutura pode prover maior resisténcia a variacdes ambientais (Johnson et al.,

2002).

Espécie didatica, apresenta as principais caracteristicas morfolégicas para Saprolegnia
ssp., e é a espécie tipo do género (Johnson et al., 2002). A ocorréncia do género como patégeno
depende da sensibilidade do hospedeiro, mas algumas condi¢des de cultivo podem propiciar
o surgimento da enfermidade, dentre eles podemos citar a depreciacdo do sistema
imunolégico dos organismos afetados, a presenca de injurias, ma qualidade da dgua e estresse
nos animais no ambiente de cultivo (Pavanelli et al., 2002 ; Kubitza 2005; Gozlan et al., 2014;

Baldisserotto et al., 2017).

Entre os tratamentos utilizados estdo os quimioterdpicos como formol, permanganato
de potassio, azul de metileno, peréxido de hidrogénio, cloreto de sédio e sulfato de cobre
(Gozlan et al., 2014; Baldisserotto et al., 2017; El-Deen et al., 2018; Souza-Ferreira 2018), e
havendo contaminagdo das lesdes por bactérias pode-se associar o uso de antibiéticos. Todavia
o uso indiscriminado e o descarte incorreto podem acarretar contaminacao dos efluentes e
contaminacdo da proteina animal, além do risco a exposicdo de reagentes quimicos aos
trabalhadores do setor (Cabello et al., 2013; Valladdo et al., 2015; Pereira et al. 2016; Miller e
Harbottle 2018).

1.4. A procura de tratamentos alternativos

Medidas alternativas que garantam a qualidade da proteina animal e que impacte o
minimo possivel o ecossistema aquatico, vem despertando o interesse da aquicultura. Entre
as possibilidades avaliadas como promissoras na substituigdo de quimicos no tratamento de
enfermidades no setor, podemos citar como alvo de estudo os compostos secundarios de
plantas. Entre as justificativas que favorecem a utilizacao destes compostos estdo a facilidade
de obtengao, menor probabilidade de bioabsor¢ao, degradagao de seus compostos mais rapida

que os quimicos comumente utilizados, baixo custo e menor risco de selecdo de cepas de



resisténcia (Cabello et al., 2013; Gozlan et al., 2014; Valladao et al., 2015; Pereira et al. 2016;
Miller e Harbottle 2018).

Arvores como o Jatoba e o Chapéu-de-sol apresentam compostos que sio eficientes na
inibicdo de microrganismos patégenos (Garcia et al., 2011; Meneses 2017; Tercas et al. 2017).
Sdo plantas comumente utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas
enfermidades e entre as partes empregadas sao relatadas as folhas, casca do caule, exocarpo,

sementes e seiva, na forma de chas e xaropes.

O Jatoba (Hymenaea courbaril) é uma arvore nativa da América Central e Sul, possuindo
diversos nomes populares (Jatobd-da-serra, Jatoba-da-mata entre outros) e com variacdes
dentro da mesma espécie. De madeira resistente, € muito apreciada na confecgdo de moveis,
todavia a espécie encontra-se ameacada de extingdo devido reducdo de habitat e o
extrativismo. Seus compostos apresentam acdo bactericida, fungida e retroviral (Garcia et al.,
2011; Cecilio et al., 2012), todavia com pouca informacao sobre a utilizagdo de seus compostos

na aquicultura.

A Terminélia (Terminalia catappa), é também conhecida como Chapéu-de-sol, Amendoeira-
da-praia, Terminalia, Castanheira entre outros. E uma espécie exoOtica, muito resistente a
diversas variagdes ambientais, motivo pelo qual seus exemplares sao utilizados como arvore
ornamental na orla das praias. Popularmente suas partes sao utilizadas na forma de decoccdes
aquosas no tratamento de ma digestdo e diarréia. Como o exemplar anteriormente citado,
sabe-se que seu extrato apresenta compostos com propriedades antifingicas e bactericidas,
além de inibir o desenvolvimento de oomicetos e parasitas (Claudiano et al., 2009; Tavechio et

al., 2009; El-Rafiel e Hamed 2014; Meneses 2017; Tercas et al., 2017).

Este estudo objetivou avaliar os efeitos toxicos causados pelos extratos aquosos de folhas
de Terminalia sp. e da casca do caule de Hymenaea sp., e de mais dois extratos hidroalcoodlicos
confeccionados a partir da casca da arvore e exocarpo de Jatoba em diferentes estruturas
(micélio e zo6sporos) do oomiceto S. ferax. Podendo assim contribuir com dados que auxiliem
em pesquisas futuras para métodos alternativos no controle e tratamento de animais
infectados com o patégeno citado, como também auxiliar na qualidade da proteina final
ofertada ao consumidor e maior seguranca aos profissionais do setor. Esta dissertagao

apresenta no “Capitulo 1” intitulado “ Acdo oomiceticida dos extratos de plantas Hymenaea sp.



e Terminalia sp. sobre Saprolegnia ferax”, que posteriormente serd submetido a revista de nivel

A segundo Qualis CAPES.
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CAPITULO 1

ACAO OOMICETICIDA DOS EXTRATOS DE PLANTAS
Hymenaea sp. E Terminalia sp. SOBRE Saprolegnia ferax



Acao oomiceticida dos extratos de plantas Hymenaea sp. e Terminalia sp. sobre

Saprolegnia ferax.

Resumo

Doencas oomicoticas como a saprolegniose podem comprometer a manutencdo
de organismos aquaticos em cativeiro. O uso de extratos de plantas vem sendo estudado
como medida de controle e tratamento destas enfermidades. O presente estudo buscou
verificar a acdo oomiceticida dos extratos aquosos das folhas de Terminalia catappa.
(EAT) ou chapéu-de-sol, e da casca do caule de Hymenaea courbaril (EAJ) ou jatoba,
sobre o crescimento micelial e viabilidade dos zodsporos de Saprolegnia ferax. Também
foram testados os extratos hidroalcodlicos da casca do caule (EPCA) e do exocarpo de
jatoba (EPEJ). O cobre foi usado como substancia de referéncia nos ensaios com extratos
aquosos e hidroalcodlicos, preparados em meio Maltose-Peptona (MPs), em triplicata e
indculo de micélio com 0,5cm de didmetro. Nos ensaios de viabilidade foram inoculados
10uL (2000 zodsporos) para avaliacdo do crescimento dos halos ap6s 72h de exposicéo.
Foram realizadas analises quantitativas de flavondides e fendis nos extratos aquosos e
hidroetandlicos. A analise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se o programa Clp
para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria de 50% (CI50; 72h) do crescimento
micelial e viabilidade dos zo0sporos e, a analise de variancia seguida do teste de Dunnet,
sob nivel de significancia de 5%, para determinar os valores das concentracdes inibitérias
minimas de 100% (CIM100) do crescimento micelial e dos zo6sporos apés 72h. A
exposicdo da S. ferax aos extratos revelou inibigdo total em 72h nas concentragoes de
fenol em 0,745mg.mL* (flavonoide-FL: 0,321mg.mL™) para o EPEJ; 1,78mg.mL* fenol
(FL: 0,187mg.mL™*) para o EPCA e 3,029mg.mL* fenol (FL: 0,177mg.mL*) para o EAJ
em ambas estruturas testadas. No EAT a inibicdo de 100% ao fenol foi de 1,651mg.mL™*
(FL: 0,913mg.mL™?) para o micélio e 0,826mg.mL* (FL: 0,456mg.mL™) para os

zoosporos no mesmo periodo. O crescimento micelial nas concentraces de fenol
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menores que 0,052 mg.mL™ no extrato aquoso de terminalia (EAT) e de 0,006mg.mL™*
no extrato aquoso de jatoba (EAJ) foi superior ao crescimento dos grupos controle apos
24 h de exposicdo. Os extratos aquoso e hidroalcéolicos de jatoba foram eficientes na
inibicdo de 100% do crescimento micelial e de zodsporos em concentragdes de fenois
contidas nos extratos variando de 0,745 a 3,029 mg.L™. As concentraces de fendis
contidas no extrato aquoso de terminélia inibiram 100% do crescimento micelial em
1,651 mg fendis.L e 100% dos zo6sporos em 0,826 mg fendis.L? indicando maior

sensibilidade dos zodsporos, que é a fase infectante, ao extrato de terminélia,

Palavras-chave: extratos aquosos; hidroalcodlico; castanheira-da-praia; jatobazeiro;

cobre, ensaio in vitro

1. INTRODUCAO

A aquicultura é uma area que contribui com a oferta de proteina animal. Segundo
a FAO (2018) o setor pode auxiliar na erradicagdo da fome. Para maximizar a produgéo
muitos aquicultores optam pela intensificacdo da estocagem dos animais em sistemas de
criacdo. Esta prética associada a condicdes de baixa qualidade da agua, falta de preparo
profissional, injdrias nos animais devido ao atrito ocasionado pela super estocagem,
ocasionam estresse e diminuicao da resposta imune que podem resultar no surgimento de
doencgas oportunistas como a saprolegniose (Hipolito 2009, Baldisserotto et al. 2017).

O conhecimento dos agentes etioldgicos nestes sistemas possibilita a utilizacdo
de medidas mitigatdrias e de tratamento especifico (Baldisserotto et al. 2017). Entre os
patogenos existentes, oomicetos do género Achlya, Aphanomyces e Saprolegnia podem
inviabilizar o desenvolvimento de crustaceos, peixes, anfibios e répteis em diferentes
estagios de vida (Pavanelli et al. 2002, van West 2006, Phillips et al. 2007, Hipolito 2009,

Ke et al. 2009, Ali et al. 2011, Rodrigues et al. 2013, Lau et al. 2020). Todavia, alguns
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representantes destes géneros podem parasitar outros grupos, como Pythium insidiosum
que apresenta patogenicidade em mamiferos (Phillips et al. 2007, Zambrano et al. 2017)
e Pythium aphanidermatum, patégeno de plantas (Calvano et al. 2011, Farmer et al.
2015), com relatos de ambas espécies infectando humanos (Phillips et al. 2007,Calvano
et al. 2011, Farmer et al. 2015).

Os oomicotas sdo importantes decompositores (saprobios), mas alguns
representantes apresentam comportamento parasita ou sapréfito/oportunista (Johnson et
al. 2002, Hipolito 2009). Em animais aquéaticos apresentam formacdo de col6nia com
aspecto algodonoso acompanhado por lesfes cutaneas, que em casos graves, dificulta a
osmorregulacdo podendo levar o organismo infectado a morte (Hatai & Hoshiai 1992, Ali
et al. 2011, Rodrigues et al. 2013). Sua dispersdo em sistemas de criacdo pode ser
favorecida devido ao fluxo e qualidade da agua de cultivo, contato entre animais sadios e
infectados, utilizacdo de utensilios ndo higienizados (fémites), pelo ar e por outros
animais como as aves (Pavanelli et al. 2002, Kubitza 2005, Baldisserotto et al. 2017).

A forma como os zodsporos séo liberados € utilizada como referéncia para a
identificacdo do género. No caso do género saprolegnia a liberacdo dos zodsporos do tipo
saprolegnidide é utilizada na identificacdo morfoldgica para o género (Johnson et al.
2002, Zambrano et al. 2017, Machado & Rocha 2019).

Os zo6sporos possuem dois flagelos que auxiliam na sua locomocéo, um flagelo
liso e o outro franjado e por serem moveis, podem detectar sinalizadores quimicos,
nutricionais, idnicos ou elétricos na dgua atraindo-os até o local onde sera formada a nova
colonia (Walker & Van West 2007).

Para o tratamento de animais infectados por oomicetos sao utilizados
quimioterapicos como formol, permanganato de potassio, azul de metileno, sulfato de

cobre e o bronopol (Hipolito 2009, Baldisserotto et al. 2017, Souza-Ferreira 2018), além
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de antibacterianos que auxiliam no tratamento de outras enfermidades. Entretanto, o uso
indiscriminado destes produtos pode acarretar o desenvolvimento de resisténcia
microbiana, contaminacdo dos efluentes e da carne que posteriormente serd
comercializada, havendo evidencia que 80% dos antimicrobianos continuam ativos na
agua apos a sua utilizagdo (Cabello et al. 2013, Miller & Harbottle 2018).

Cabello et al. (2013) e Araujo et al. (2012) salientam que espécies distintas de
peixes podem apresentar respostas diferenciadas quanto a acdo das propostas
terapéuticas. Esta caracteristica também é observada em diferentes fases do ciclo de vida
de oomicetos que podem apresentar respostas distintas a um mesmo produto (Alderman
& Polglase 1984, Sun et al. 2014).

Os compostos secundarios de plantas vém despertando o interesse da aquicultura
por apresentarem baixo custo, facilidade de obtencéo, seguranga na manipulacéo, menor
risco de residuos na carne dos animais, baixa toxicidade, menor impacto ambiental e a
diminuicdo do risco de sele¢do artificial de cepas patdgenas (Cabello et al. 2013, Pereira
et al. 2016).

Entre estas plantas, Hymenaea courbaril € uma espécie arbérea de grande porte
e nativa da mata atlantica. Na natureza sdo encontradas algumas variedades de H.
courbaril, entre as quais estdo H. courbaril var. altissima, H. courbaril var. courbaril, H.
courbaril var. longifolia, H. courbaril var. stilbocarpa, H. courbaril var. subsessilis, H.
courbaril var. villosa, popularmente conhecidas como Jatob4, Jatoba-da-mata ou Jatoba-
da-serra. De madeira muito resistente, a espécie apresenta como fonte de proteina a polpa
que reveste suas sementes. A casca do caule, a polpa dos frutos, sementes, folhas e resina
sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de enfermidades. Sua acéo bactericida

e fungicida pode ser observada nos trabalhos de Valentim (2006) e Garcia et al. (2011),
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todavia existe uma caréncia de informacdo referente a utilizacdo de seus extratos na
piscicultura.

Terminalia catappa popularmente conhecida como Castanheira, Chapéu-de-sol
e Sete-copas é também uma espécie com propriedades medicinais. E uma arvore exética
originaria do continente asiatico muito utilizada na ornamentacéo da orla das praias. Na
medicina popular € utilizada no tratamento de ma digestéo e diarréia. A planta apresenta
a producdo de compostos secundarios como taninos (Tercas et al. 2017). Em ensaios com
peixes utilizando extratos feitos com as folhas desta &rvore, observou-se acéo
antiparasitaria contra monogendides (Claudiano et al. 2009). Na literatura ha relatos da
utilizacdo de seus extratos na inibicdo do desenvolvimento flngico, oomicético e
microbiano, além de ac&do anti-inflamatoria (Tavechio et al. 2009, El-Rafiel & Hamed
2014, Meneses 2017, Tercas et al. 2017).

Esse trabalho verificou a agdo oomiceticida de extratos aquosos de folhas de
Terminalia sp. e casca do caule de Hymenaea sp. e extratos hidroalcéolicos da casca do
caule e do exocarpo de frutos de Hymenaea sp. sobre o crescimento micelial e viabilidade

dos zodsporos do oomiceto Saprolegnia ferax.

2. MATERIAL & METODOS

Os experimentos foram realizados na Unidade Laboratorial de Referéncia em
Patologia de Organismos Aquaticos do Centro de Pesquisa em Aquicultura-CPA do
Instituto de Pesca (IP), Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Governo do Estado

de S&o Paulo.

2.1 Producdo dos extratos aquosos das folhas de Terminalia sp. e da casca lenhosa de

Hymenaea sp.
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O extrato aquoso de Terminalia sp. foi produzido a partir das folhas verdes
coletadas de um exemplar com cerca de 10 metros de altura no Parque Doutor Fernando
Costa, Sdo Paulo/Brasil em dezembro de 2019. As folhas foram lavadas com agua
corrente e destilada e, secas em estufa a 65 °C. O material desidratado foi triturado e
submetido a extracdo na proporcao de 20g de folha para cada 100mL de agua destilada
em Soxhlet mantido a temperatura de 60 °C por 2 horas. Apos a extracdo o material foi
submetido a mais duas extragGes contendo a metade do volume da &gua inicial. Os
extratos obtidos foram homogeneizados em um extrato Gnico.

O extrato aquoso de Hymenaea sp. foi produzido a partir da casca lenhosa do
caule do jatoba triturado da marca “A Natureza - Comércio de Produtos Naturais
LTDA™” (embalado: 04/2019 validade: 04/2021) pela técnica de decocgdo. O material
foi submetido a extragdo na proporcdo de 20g em 220 mL de &gua destilada em
erlenmeyer fechado em banho maria a 60 °C por 2 horas. Apos atingir a temperatura
ambiente, o extrato foi filtrado e o residuo sélido obtido foi submetido a nova extragdo
com 110 mL de &gua destilada na mesma condicdo da extracdo anterior. Apos esfriar o
conteddo filtrado foi incorporado a primeira extragao.

Ambos os extratos aquosos foram armazenados em freezer até 0 momento de

sua utilizagéo.

2.1.1 Determinacdo do rendimento da massa seca dos extratos

A determinacdo do rendimento da massa seca dos extratos foi realizada em
triplicata. Tubos ependorf contendo 1 mL do extrato foram pesados em balanga analitica
e mantidos em banho maria a 70 °C até a evaporagdo total do liquido extrator.

Posteriormente foram colocados em estufa a 100°C e em dessecador com silica gel. Os
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ependorfs foram novamente pesados e o Teor de Sdélidos Totais de cada extrato foi

calculado em mg.mL ! (Farmacopéia Brasileira 2010, 2019).

2.2 Producéo de extratos por percolagdo da casca lenhosa e do exocarpo (casca lenhosa
do fruto) de Hymenaea sp.

Os extratos percolados hidroalcéolicos de Hymenaea sp. foram preparados com
a casca do caule do jatoba triturada da marca “A Natureza - Comércio de Produtos
Naturais LTDA™” (embalado 04/2019 validade 04/2021) e com casca lenhosa dos frutos
coletados em um sitio em Atibaia-SP. A proporcdo do material foi de 1:1 (g/mL) de
material vegetal e &lcool 70% por um periodo de 15 dias.

Em funil de decantacdo foram inseridos 12g do material vegetal hidratado por
1h com alcool 70%. Sobre este substrato foi acoplado filtro de papel e esferas de vidro
com didmetro de 20mm e posteriormente adicionados 12mL do solvente inicial (alcool
70%). Apo6s 5 dias, 10mL do volume total foram retirados e 2 mL separados em frasco
ambar. O volume restante foi devolvido ao decantador e mais 4g do material vegetal e
4mL de solvente foram acrescidos, permanecendo em repouso por mais 5 dias. Foram
subtraidos 11mL do extrato e deste total, uma aliquota de 3,6mL foi acondicionada em
frasco ambar juntamente com os 2mL anteriores. O volume restante foi realocado em
funil com mais 3g de planta e 3mL de solvente. Ap6s 5 dias o extrato foi extraido do funil
de decantacdo e adicionado a extracdo que estava separada em frasco ambar. Este

processo gerou 19mL de cada extrato hidroalcéolico.

2.2.1 Analise dos compostos secundarios
A quantificacdo de &cido clorogénico (fenois) foi realizada utilizando aliquotas

dos extratos (0,5mL) acrescidos em tubos-de-ensaio com o reagente Folin-ciocalteau
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(0,25 mL) por 30 minutos. Posteriormente foram adicionados 0,5 mL de carbonato de
sodio saturado mais acréscimo de 3,75mL de &gua destilada. A solucdo final permaneceu
em repouso por 1h até leitura em espectro de absorcdo em 500nm (Swain & Hillis, 1959).
A identificacdo e a quantificacdo de outras classes de fenois, foram feitas utilizando-se
solugdo previamente preparada atraves da leitura de comprimento de onda que variou de

240 a 600nm em equipamento da marca “BEL”.

A analise quantitativa de flavondides totais foi feita baseando-se na técnica de
Arvouet-Grand et al. (1994), que consistiu na adi¢do de cloreto de aluminio na mesma
proporcao dos extratos (0,5mL para cada substancia) por 10 minutos. A leitura foi feita

em espectro de absorcdo a 425nm.

A fim de evitar a sobreposicdo de bandas os extratos que estavam muito

concentrados foram diluidos.

2.3 Obtencdo e manutencao de Saprolegnia ferax

A cepa de S. ferax foi cedida pelo Instituto de Botanica e pertence a Colecdo de
Culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do (CCIBt) SP/Brasil, com nimero de
colecdo CCIBt4099. A cultura foi mantida em meio MPs (Maltose-Peptona) a

temperatura de 22°C.

2.3.1 Zoosporogénese

Baseando-se na técnica de Shen et al. (2002) foi utilizado o meio de cultura V8
(100mL suco de vegetais da marca “V8”, 900mL de dgua destilada, 1 g de CaCOs e 159
de 4gar) para a zoosporogénese. Col6nias cultivadas no meio citado tiveram 14 aliquotas

de 0,5cm de diametro transferidas em triplicata para placas-de-Petri contendo 20mL de
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agua destilada por 24h em incubadora D.B.O (Demanda Bioquimica de Oxigénio), a
20+2°C. As culturas com zodsporos foram mantidas em temperatura de 4°C por 30
minutos. Apds a homogeneizacdo, cada replicata teve o volume de 1 mL retirado e
acrescido 10 pL de lugol para contagem em camara de Neubauer, em microscopia éptica,

em aumento de 100 vezes.

2.4 Ensaios in vitro com Saprolegnia ferax

Foram realizados ensaios in vitro para verificar a sensibilidade micelial e o
desenvolvimento de micélio a partir dos zoosporos de S. ferax ao sulfato de cobre
pentahidratado (CuS0O4.5H20), em diferentes concentragcfes. Em paralelo foram
realizados ensaios para avaliar a toxicidade dos extratos aquosos de Terminalia e Jatoba
e hidroetandlicos de Jatoba.

Os ensaios foram realizados em triplicata tendo como Controle Negativo o meio
de cultura MPs (4g de maltose, 1g de peptona, 15g de 4gar em 1000mL &gua destilada)
sem 0 oomiceto; e Controle Positivo contendo 0 organismo em meio de cultura (Souza-
Ferreira 2018).

Os ensaios de viabilidade dos zodsporos consistiram na inoculagéo de 10uL de
células moveis (zobsporos) no centro de placas-de-Petri contendo meio de cultura MPs
homogeneizado com as solucdes teste, o parametro observado foi o crescimento micelial
por 72h. O ensaio realizado com micélio ocorreu pela inoculacdo no centro das placas-
de-Petri aliquotas de 0,5 cm de diametro de hifas cultivadas em MPs.

O efeito dos extratos de Terminalia, Jatoba e do sulfato de cobre sobre o
crescimento micelial e viabilidade dos zodsporos de S. ferax foram avaliados atraves do

diametro em centimetros do crescimento das hifas, apds 24, 48 e 72 horas.
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Os ensaios com micélio e zoo6sporos de S. ferax ocorreram através da
homogeneizacdo do meio MPsem diferentes diluicbes dos extratos aquosos. Terminalia
sp.: 1:100000; 1:10000; 1:1000; 1:100; 1:10 e 1:2 (preliminar) e definitivo: 1:1000;
1:500; 1:250; 1:125; 1:62; 1:31; 1:16 e 1:8 para ensaio com zo06sporo, e a adi¢do de duas
concentragOes para 0 ensaio com micélio: 1:4 e 1:2. Para 0 extrato aquoso de Hymenaea
sp. foram avaliadas as diluigdes de 1:100000; 1:10000; 1:1000; 1:100; 1:10 e 1:2
(preliminar) e 1:1000; 1:500; 1:250; 1:125; 1:62; 1:31; 1:16; 1:8; 1:4 e 1:2 (definitivo).
Os testes realizados com os extratos percolados foram nas dilui¢des de 1:100; 1:10 e 1:5.
Os extratos hidroalcoolicos (percolados) foram testados em concentragcbes menos
fracionadas devido o volume de producao ser inferior que o da extragdo aquosa.

Os ensaios seguiram em temperatura ambiente a 20°C+2 em paralelo aos ensaios
com a solugéo de sulfato de cobre (substancia de referéncia) nas concentragfes nominais
de Cu0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 mg.L™ por 72h em placas-de-Petri descartaveis
de 8,5x 15 mm. Os tratamentos utilizados com o cobre foram baseados em concentragdes
pré-estabelecidas pelo Laboratdrio de Microbiologia de Oomicetos no Instituto de Pesca-
SP.

Junto aos ensaios com os extratos foi realizada a verificagdo de teste
microbioldgico, com o proposito de identificar algum microrganismo ativo contido nos
extratos (Farmacopéia Brasileira 2019). Para isto foram espalhados 10uL de cada extrato
sobre a superficie do meio de cultura, permanecendo nas mesmas condi¢es dos

tratamentos.

2.5 Analise estatistica
A obtencao dos valores das Concentracdes de Inibi¢do do Crescimento em 50%

(CIC50) do didmetro da cultura de S. ferax ao final de 72 horas e da Concentragédo de
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Inibicdo da Viabilidade em 50% (CIV50), a CIC50; 72h e a CIV50; 72h foram calculadas
utilizando-se o software ICp 2.0 (Norberg-King 1993). Esses valores sdo apresentados
em mg.mL™ de fenol.

A Concentracdo Inibitéria Minima de 100% do crescimento (CIM100) foi
determinada pela menor concentragdo utilizada dos extratos onde ndo houve crescimento
de hifas de S. ferax no meio de cultura (Fuangsawat et al. 2011). Com auxilio do software
STATISTICA v. 7.0 foram realizados os testes de ANOVA para verificar se ocorreu
diferenca significativa entre a média dos tratamentos; Homogeneidade das Variancias
para verificar se os tratamentos sdo homogéneos; Normalidade dos residuos para
averiguar a distribuicéo residual e o Teste Posterior de Dunnett para a identificacdo do

tratamento que é significativamente diferente do Controle Positivo.

3. RESULTADOS
3.1 Extratos

O peso de solidos contidos nos extratos aquosos foram para Jatoba 11,25mg.mL"
! e para Chapéu-de-sol de 31,88mg.mL™.Para os extratos hidroalcéolicos o resultado de
residuos sélidos foi maior que nos extratos aquosos, sendo de 61,5mg.mL? para o
percolado da casca arvore de Jatoba e 55, 7mg. mL™ para o percolado da casca do fruto
de Jatoba.

O espectro de absorcdo no UV/Visivel do extrato aquoso de folhas de Terminalia
sp. apresentou pico de absorcdo em 400nm (Figura 1), indicando possivel presenca de
taninos (Liu et al. 1996, Lin et al. 2001, Ahmed et al. 2005), e na reacdo com cloreto de
aluminio evidenciou a presenca de flavondides. O extrato aquoso e o percolado

hidroetandlico feitos da casca do caule de jatoba apresentaram pico de absor¢do em
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300nm (Figura 2). Sendo que o0 extrato aquoso de jatoba apresentou absor¢do na faixa de

390nm até 490nm, sem identificagdo dos compostos.
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Figura 1: Espectro de varredura nos comprimentos de onda entre 240-600nm do extrato
aquoso de folhas de Terminalia sp. diluido na concentracédo de 1:10.
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Figura 2: Espectro de absorcdo UV-Visivel nos comprimentos de onda entre 240-600nm
com extratos aquoso e hidroetandlico da casca do caule de Hymenaea sp.

A Figura 3 apresenta espectro de absorcdo UV-Visivel do extrato percolado do
exocarpo de Hymenaea sp. Observa-se um pico de absorgéo para o extrato percolado do
exocarpo de jatobad em 350nm sugerindo uma mistura de compostos fenolicos e na

quantificacdo com cloreto de aluminio verificou- se a presenca de flavonoides (Tabela 1).
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Figura 3: Espectro de varredura realizado entre os comprimentos de onda 240-600nm do
extrato percolado do exocarpo de Hymenaea sp. Andlise seguiu em diluicdo 1:5.

A Tabela 1 apresenta concentracdes das analises em relacdo as amostras testadas.
Os dados da concentracdo de fenol foram utilizados como parametro comparativo entre

0s extratos devido tal composto estar relacionado a acdo antimicrobiana.
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Tabela 1. Concentracdes de sélidos totais, fendis e flavondides (mg.mL™?) dos extratos de
Jatoba e Terminalia utilizados nos ensaios de toxicidade com Saprolegnia ferax.
ConcentragOes obtidas dos ensaios definitivos.
Concentracdo de ST e de compostos
Diluicao dos extratos em meio de cultura secundarios em meio de cultura

(mg.mL1)
Jatoba Aquoso Soélidos totais Fendis  Flavonoides
1:1000 0,011 0,006 0,0003
1:500 0,022 0,012 0,0007
1:250 0,045 0,024 0,001
1:125 0,089 0,047 0,003
1:62 0,178 0,095 0,006
1:31 0,356 0,189 0,011
1:16 0,713 0,379 0,022
1:8 1,426 0,757 0,044
1:4 2,852 1,515 0,088
1:2 5,704 3,029 0,177
Jatoba Percolado da Casca do caule
1:100 0,615 0,178 0,019
1:10 6,154 1,782 0,187
1:5 12,307 3,563 0,374
Jatoba Percolado do Fruto
1:100 0,557 0,075 0,032
1:10 5,567 0,745 0,321
15 11,133 1,49 0,642
Terminalia Aquoso
1:1000 0,032 0,013 0,007
1:500 0,063 0,026 0,014
1:250 0,126 0,052 0,029
1:125 0,253 0,103 0,057
1:62 0,505 0,206 0,114
1:31 1,011 0,413 0,228
1:16 2,021 0,826 0,456
1:8 4,043 1,651 0,913
1:4 8,085 3,302 1,825
1:2 16,171 6,605 3,651
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Os testes microbiologicos realizados com o0s extratos revelaram que a técnica de

extracdo foi suficiente para inibir ou inviabilizar o desenvolvimento de contaminantes.

3.2 Zoosporogénese

Foram produzidos em meio de induc&o a concentragdo de 2.10° zo6sporos/mL e
deste total foram usados nos ensaios 10 UL (2000 células) por placa. O Controle Positivo
do teste de viabilidade serviu como parametro comparativo de desenvolvimento e
controle microbioldgico, atestando que a técnica utilizada na aquisicdo das células estava

livre de contaminantes.

3.3 Ensaio in vitro

Foram realizados dois ensaios de sensibilidade das cepas (S. ferax) utilizando o
sulfato de cobre como substancia de referéncia. Os resultados das CI50;72h séo
apresentados na Tabela 2, onde é possivel observar, comparando-se os valores dos
intervalos de confianga, que entre os ensaios houve diferenga estatistica significativa de
sensibilidade nos lotes das culturas com micélio. Todavia ao compilar com as demais
andlises estéaticas, observou-se que o resultado estd dentro da normalidade e de acordo
com a carta controle do laboratério, revelando que as variacGes estdo dentro dos limites

esperados para o organismo (Figura 4).
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Tabela 2: Valores das Concentragfes de Inibicdo de 50% do crescimento micelial
(CIC50) e de Inibicdo de 50% da viabilidade dos zodsporos (CIV50) apds 24, 48 e 72h.
Sensibilidade do lote de Saprolegnia ferax exposta ao sulfato de cobre em ensaios in vitro.
(IC=Intervalo de Confianca; ICE=Intervalo de Confianca Expandido).

Micélio CI150 (mg.L™) Zoosporos CI150 (mg.L™)

24 horas 48 horas 72horas 24 horas 48horas 72 horas
1° ensaio

CI50 3,89 391 4,18 1,4 3,39 3,48
IC 3,31-4,22 3,76-4,02 4,00-435 0,99-1,50 3,28-3,50 3,37-3,56
ICE 2,68-459 3,60-4,14 3,80-453 0,54-1,61 3,16-3,62 3,25-3,64

2° ensaio

CI50 2,74 2,82 3,00 1,86 3,79 3,89
IC 2,39-2,97 242-3,08 2,79-321 15-25 3,51-4,06 3,78-3,97
ICE 2,01-322 197-3,35 256-344 1,10-3,20 3,21-4,36 3,67-4,05

1° ensaio: Teste realizado em paralelo ao ensaio preliminar com os extratos de jatoba e
terminalia.
2° ensaio: Teste realizado em paralelo ao ensaio definitivo com os extratos de jatoba e
terminalia.

Cartacontrole

Concentragdo de Cumg.L-1

Enzaios

CI50 CusS04 (mg.L-1) Micélio

. Média
Ensaio 1 2 2 DP
CL50: 72h 4,63 4,18 3,00 3,94+0,84
Limite Superior (Média C150;72h + 2x Devip padrio) 5,62
Limite Inferior (Méedia CI50;72h - 2x Devio padréo) 2,247

Figura 4: Imagem de carta controle utilizada em Laboratdrio de Microbiologia de
Oomicetos dos valores de CI50;72h de culturas derivadas de micélio utilizadas como
parametro na sensibilidade de cepas de Saprolegnia ferax em exposicdo ao reagente
sulfato de cobre.
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O zodsporo do ensaio definitivo (2° ensaio) apresentou C150;24h em 1,86mg.L"
! sensibilidade que se enquadra nos resultados da Tabela 2 para 0 mesmo periodo em
ambos o0s ensaios. Todavia, as CI50;48h (3,79mg.L?) e CI50;72h (3,89mg.L™)
apresentaram aumento na tolerancia ao cobre. Uma hipdtese para este resultado seria que
com o passar das horas e o desenvolvimento do micélio acrescentaria maior tolerancia ao
reagente que 0s ZoGSporos.

O extrato de Jatoba aquoso apresentou em ensaio preliminar (1° ensaio) com
micélio CI50;72h de 0,34 mg.mL? (1C 0,34 — 0,39) de fenol com IC igual aos zo6sporos
viaveis, 0,34mg.mL* (IC 0,34 — 0,35). No ensaio definitivo os valores no mesmo periodo
se sobrepuseram, mas com concentragéo inferior de fenol: 0,16 mg.mL™* (IC 0,13 - 0,17)
micélio e 0,18mg.mL™ (IC 0,17 — 0,20) zodsporos. Os extratos percolados evidenciaram
CI50;72h menor que o extrato aquoso, com 0,009mg.mL? (IC 0,008- 0,009) e
0,008mg.mL™ (IC 0,008 — 0,009) micélio e zoGsporos respectivamente para o extrato
percolado da casca do caule de jatobd, e para o extrato percolado da casca do fruto de
jatoba a C150;72h foi 0,010mg.mL*(IC 0,010 — 0,011) micélio e 0,009mg.mL"* (IC 0,008
- 0,009) zodsporos. O extrato aquoso de terminalia apresentou C150;72h de 0,4mg.mL"
L(IC 0,4 — 0,44) para os zodsporo e micélio com 0,48mg.mL(IC 0,44 — 0,52) de fenol
(preliminar) e 0,25mg.mL™ (IC 0,24 — 0,26) micélio e zodsporos viaveis em 0,2mg.mL*
(IC 0,19 - 0,22) (definitivo). Esta alteragdo de resultados pode estar associada ao maior
fracionamento das concentragcfes entre 0s ensaios.

A inibicdo de 100% em 72h do extrato aquoso de jatoba ocorreu na concentracao
de 3,029 mg.mL™ de fenol para os ensaios com zodsporos e inibiu 95,19% das culturas
oriundas do micélio. As concentragdes acima de 0,047mg.mL* de fenol inibiram o

desenvolvimento do micélio, e em 0,024mg.mL* a germinagéo dos zodsporos. As figuras
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5 e 6 mostram que o0 extrato aquoso de jatoba apresentou inibicdo em concentraces

menores no zodsporo no decorrer das 72h que no micélio.

Ensaio com extrato aquoso de jatoba (miceélio)
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Figura 5. Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento micelial de S. ferax apds 72h de
exposicdo a concentracfes de fenol contidas no extrato aquoso da casca do caule de
Hymenaea sp (ensaio definitivo).
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Figura 6. Porcentagem de inibicdo do desenvolvimento de halo micelial derivado da
inoculacdo de zodsporos de S. ferax apds 72h de exposicdo a concentracfes de fenol
contidas no extrato aquoso da casca do caule de Hymenaea sp (ensaio definitivo).

O extrato hidroalcdolico da casca do caule do jatoba apresentou inibicdo total
em 72h na concentragdo de 1,78mg.mL? de fenol, enquanto que a concentragio de
0,178mg.mL" inibiu o crescimento do micélio (57,21%) e do zo6sporo (58,91%) dentro

do mesmo periodo (Figura 7) . Ao comparar com o0 extrato aquoso de jatoba observou
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que a concentragéo de 0,189mg.mL (Figura 5 e Figura 6) inibiu menos (50,27% micélio

e 51% zoGsporos) que o extrato hidroalcodlico.

Ensaio com extrato hidroalcoolico da casca da arvore de Jatoba
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Figura 7: Inibicdo das culturas derivadas de micélio e zoGsporos exposta a diferentes
concentracdes do extrato hidroalcdolico da casca do caule de Hymenaea sp. das culturas.

O extrato percolado da casca do fruto de Hymenaea sp. apresentou agéo inibidora
maior que os outros extratos, com inibicdo total em 0,74mg.mL? de fenol em 72h. A
concentragéo de 0,075mg.mL! apresentou retardo no desenvolvimento dos zodsporos em
100% e do micélio em 79,31% nas primeiras 24h, e em 72h de 54,45% e 51,33%,
respectivamente (Figura 8). Sugerindo haver sinergismos entre compostos do exocarpo

do fruto que potencializou o seu efeito inibitorio, sendo mais eficaz que os outros extratos.
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Figura 8: Porcentagem de inibicdo de culturas provenientes de micélio e zodsporos de
Saprolegnia ferax expostas a diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico derivado
da casca do fruto de Hymenaea sp.

O extrato aquoso de termindlia apresentou 100% de inibi¢&o em 1,651mg.mL*

de compostos fendlicos nas culturas repicadas com micélio e 0,826mg.mL™ nas culturas

com zodsporos em 72h. O ensaio com zo6sporos em 24h revelou crescimento superior ao

controle positivo nas concentracdes de 0,013mg.mL* (2,1%), 0,026mg.mL™* (14,58%) e

0,052mg.mL1(22,92%) e para micélio (3,44%) em 0,026mg.mL* de fenol. Cabe salientar

que este resultado sugere que dependendo da concentracdo de extrato de terminalia pode

haver o favorecimento do desenvolvimento da S. ferax (Figura 9 e Figura 10).
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Crescimento em % de culturas expostas ao extrato
aquoso de Terminalia (micélio)
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Figura 9: Porcentagem de desenvolvimento das culturas repicadas da fase micelial do
oomiceto Saprolegnia ferax expostas a diferentes concentracdes de extrato aquoso de
Terminalia sp.
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Figura 10: Crescimento em porcentagem de culturas oriundas de teste de viabilidade de
zo0Osporos expostas ao extrato de folhas de Terminalia sp.

A concentragdo de 0,006mg.mL™" de compostos fendlicos no extrato aquoso de
jatobé favoreceu o crescimento em placa em ambos 0s ensaios. Em 24h esta concentragdo
apresentou melhor desenvolvimento que o controle positivo: micélio 48,28% e zodsporo
10,42%. Estes valores sinalizam que dentro de um mesmo extrato pode haver

concentragdes que inibiram e favoreceram o desenvolvimento da S. ferax.
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4. DISCUSSAO

Ao pensarmos no bem-estar animal, a exposi¢cdo a substancias quimicas
exogenas gera alteracdes fisioldgicas, como irritacdo de pele e mucosas, e aumento na
producdo de muco nas branquias que pode comprometer as trocas gasosas (Carnevia
1993). O conhecimento prévio da sensibilidade do patdégeno contribui com menor
exposicdo animal aos compostos quimicos utilizados no tratamento de enfermidades,
assim como economia nos custos de producao, ja que dependendo da enfermidade ha a
possibilidade de reducgéo no insumo utilizado para o tratamento.

Pavanelli et al. (2002) relatam que a concentragdo de 15-25 mg.L™ de CuSO,
pode ser usada em banhos de 1 hora em peixes com saprolegniose e Straus et al. (2009)
verificaram que ovos de Ictalurus punctatus (bagre-americano) infectados por
Saprolegnia sp. expostos ao reagente apresentaram sobrevivéncia de 69% na
concentragdo 10mg.L™%. Ao compararmos os dados dos autores acima citados com 0s
obtidos no presente trabalho, pode-se observar que o tratamento quimico é maior que a
CI50 deste estudo.

Todavia cabe ressaltar que espécies diferentes de peixes podem apresentar
tolerdncia variada ao sulfato de cobre. Espécies como Xiphophorus maculatus (Plati),
Poecilia reticulata (Lebiste), Carassius auratus (Quinguio), Xiphophorus helleri
(Espadinha), P. sphenops (Molinésia Negra), Paracheiro doninnesi (Nedn), Otocinclus
macrospilus (Limpa-vidro), Gymnocorymbus ternetzi (Tetra-preto) e Corydora aeneus
(Bonze-corydoras) apresentam diferentes respostas a exposicdo ao sal, Concentracdo
Letal de 50% (CL50) em 24h de 1,56; 1,25; 1,11; 1,04; 0,919; 0,41; 0,57; 0,45 e
0,42mg.L"! respectivamente (Scotto et al. 2019). Apesar das variagdes de exposi¢do ao

cobre entre as espécies (Intervalo de Confianca: 0,4 — 1,8 mg.L™?), observou que o
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Intervalo Confianca Expandido (ICE) de 24h dos zoosporos de S. ferax se enquadram
dentro das referidas espécies, sinalizando sensibilidade homogénea entre 0s organismos.

Sun et al. (2014) expuseram cepas de Saprolegnia parasitica cultivadas em meio
PDA a agua destilada com diferentes concentracbes de sulfato de cobre. Os autores
observaram que houve inibi¢cdo no desenvolvimento micelial em 24h apds exposicao a
concentracdo > 0,5mg.L* do regente. Este resultado ndo foi observado nos ensaios com
micélio no presente estudo (CI50; 24h 3,89mg.L™1). Uma hip6tese para esta divergéncia
seria que 0 meio MPs possui mais nutrientes, o que pode ter favorecido o seu
desenvolvimento ao xenobidtico. Esses mesmos autores relatam ainda a auséncia de
liberagio de zodsporos nas concentracdes >1 mg. L™t de CuSOs, e se comparar com 0s
dados dos zoosporos viaveis deste trabalho, observa-se que a C150;24h apresenta IC (0.99
- 1.50 mg.L?), resultado semelhante ao obtido pelos autores citados. Ao associar a
resposta do toxicante a C150;24h, é possivel afirmar que o sulfato de cobre nestas
concentragdes tem interferéncia direta na liberagdo, germinacao e desenvolvimento destas
células. Esta diferenca também pode ser relacionada a qualidade de agua de cultivo, uma
vez que o excesso de matéria organica favorece a proliferacdo de oomicetos (Hipolito
2009).

O extrato foliar de Terminalia sp. apresenta diferentes compostos quimicos.
Entre os compostos fendlicos encontram-se taninos, flavonoides, antocianinas entre
outros. Segundo Liu et al. (1996), Lin et al. (2001), Ahmed et al.(2005), em extratos
aquosos de folhas da planta foram encontrados taninos hidrolisaveis como apunicalina,
punicalagina e acido elagico. A faixa de absor¢do em espectrofotometria UV/visivel foi
entre 350 a 400nm com pico maximo em 379nm. Os resultados apresentados pelos
autores colaboram com o deste trabalho, pois apresentou resultados de banda proximos a

400nm podendo ser um indicativo de taninos.
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Outros autores como Chyau et al. (2006) detectaram &cidos cumaricos e
benzdicos enquanto Ibegbulem et al. (2011) demonstraram presenca de taninos,
flavondides e saponinas em exemplares de Termindlia. Quanto ao espectro de
flavondides geralmente a absorcéo ocorre proximo de 300nm (Mabry et al. 1970).

Para o doseamento dos flavondides, a técnica mais usada é com uso da reagédo
com cloreto de aluminio, pois alcan¢a grande destaque devido a sua simplicidade, rapidez,
baixo custo de execucdo e ampla disponibilidade nos laboratérios de controle de
qualidade (Alves et al. 2010). Embora extremamente utilizada, a pouca seletividade tem
sido um dos maiores desafios dessa técnica para analise de matrizes complexas como 0s
extratos vegetais, pois a espectrofotometria direta pode ocasionar sobreposicdo das
bandas, impedindo a absor¢do do componente de interesse (Perkampus1992).

O cloreto de aluminio (AICIs3) € usado na quantificacdo de flavondides porque o
cation AIF* forma complexos estaveis com as hidroxilas livres dos flavondides,
ocasionando extensdo do sistema conjugado e, consequentemente, um desvio
batocrémico, ou seja, um deslocamento dos seus maximos de absor¢do para regides de
maior comprimento de onda (Souza & Giovani 2005). Os resultados do presente trabalho
demonstraram que o extrato aquoso de terminalia apresentou teor de flavonodide bem
como no espectro fenol-tanino.

Islam (2008) cita que concentragBes a partir de 100ug.mL™? de extratos
produzidos a partir de Terminalia arjuna, T. belliricae,e T. chebula tem o potencial de
inibir a atividade locomotora de zodsporos de Aphanomyces cochlioides (patégeno de
plantas), enquanto que concentragdes de 500-1000pg.mL geraram ac&o repelente sobre
as células. No ensaio realizado com Terminalia sp. ndo foram avaliados tais parametros,
todavia foi identificado que a concentragdo de 0,826mg.mL?* de compostos fendlicos

inibiu o0 desenvolvimento de zo6sporos e em 1,65mg.mL™ o desenvolvimento de micélio
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em 100% em 72h. Estes resultados sugerem que o extrato de Terminalia sp. utilizado no
presente estudo contém compostos que exercem atividade antioomicotica nos zoGsporos.
Esse mesmo autor relata que o extrato acetado da &rvore Dalbergia odorifera apresenta
acdo repelente de zodsporos de A. cochlioides nas concentragdes 200ug.mL? e
imobilizadora em 100ug.mL™?. Ao testar os compostos da D. odorifera isoladamente o
referido autor observou que as exposi¢des dos fendis medicarpina, formononetina e
claussequinone apresentaram respostas adversas nas células, desde repelir até mesmo
atrair o patdgeno. Ao reunir os trés isoflavonoides na concentragdo de 50pug.mL, o autor
observou sinergismos entre os compostos ao repelir as células testadas.

Nos extratos aquosos de Terminalia e de Jatoba foram observados que algumas
concentragdes favoreceram e outras inibiram o desenvolvimento em placa para ambas as
estruturas avaliadas. Ao associar que a ocorréncia de concentracdes que favorecem o
desenvolvimento do oomiceto do presente estudo, levanta-se a hipotese que 0s compostos
dos extratos aquosos, dependendo da sua concentracdo, sdo degradados no meio
ambiente. Uma vez que a espécie S. ferax € um saproéfito/oportunista e como outros
oomicetos saprdbios participam na ciclagem de nutrientes (Johnson et al. 2002, Rocha et
al. 2016).

Camilo et al. (2019) citam que o extrato etanélico da casca do fruto de Hymenaea
courbaril possui acdo inibitdria em bactérias do género Staphylococcus, Pseudomonas e
Escherichia, e o acréscimo dos antibi6ticos como amicacina e gentamicina podem ter as
suas concentracdes diminuidas quando associados ao extrato. Os autores salientam que o
sinergismo entre os tratamentos estd relacionado aos compostos secundarios como 0s
fenolicos e terpenos.

Veggi et al. (2014), testaram diferentes técnicas de extracdo de extratos com a

casca da arvore de jatoba utilizando como solvente CO.; CO> + agua e CO> + etanol. Os
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autores relatam que a utilizagdo da &gua e do etanol como solventes sdo amplamente
utilizadas por serem considerados seguros, e em seus ensaios observaram que a extracao
utilizando &gua se mostrou mais eficiente na extragcdo de flavonoides proantocianidinas
(Taninos condensados), eliminador de radicais livres. Ao avaliar todos os extratos, 0s
autores observaram que na casca do caule de jatoba ha a presenca de outros compostos
segundarios como terpenos (sesquisterpenos e diterpenos), alcaldides, antioxidantes e
flavondides.

No presente estudo, foi utilizado agua como solvente nos extratos aquosos e
hidroetandlicos (70% alcool e 30% agua), e em todos o0s extratos pode se observar a
presenca de fendis e flavondides. A presenca do &lcool como solvente, corroborou para a
extracdo de alguns compostos nédo identificados nas analises, dado que confirma o
resultado dos autores anteriormente citados, uma vez que dependendo do solvente pode
haver o favorecimento da extragdo de compostos distintos.

As folhas e cascas do jatoba séo ricas em terpenos e fenois com vaérias atividades
biolégicas atuando como protecdo contra infeccBes (Marques et al. 2007), acdo
antimicrobiana (Martins et al. 2000), entre outras. Os resultados do trabalho
demonstraram que tanto extrato da casca do caule percolado e aquoso apresentaram pico
de absorcdo proximo a 300nm sendo sugestivo conter derivados de flavondides. Esses
espectros estdo de acordo com dados da literatura (Mabry et al. 1970). Ja o extrato da
casca do fruto indica que os compostos séo diferentes da casca do caule apresentando
traco de flavondide e sugestivo de mistura de compostos fendlicos.

Cecilio et al. (2012), encontraram em seus experimentos com culturas de células
concentracdes antagonistas ao rotavirus, utilizando extratos confeccionados com folhas
desidratadas de jatoba. Os autores observaram que 0 extrato ndo apresentou

citotoxicidade nas células em concentragbes de 50 a 500pug.mL™?, e em anélise de RT-
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PCR ndo foram observadas a replicacdo do material gendmico viral. Assim como em
outras estruturas da arvore, anteriormente citado, compostos como flavondides, taninos e
terpenos se mostraram presentes, além de cumarina e saproninas. O resultado apresentado
por eles se mostrou promissor uma vez que as células utilizadas em seus ensaios sao de
primatas, sinalizando que os compostos da planta apresentam concentragdes seguras para
a manipulagao.

Apesar de cada extrato induzir respostas diferentes, foi possivel observar que
todos apresentaram respostas inibitorias ao oomiceto S. ferax. Testes in vitro s&o
necessarios para avaliar se 0 mesmo padrdo ocorre em outros oomicetos, assim como
testes de infeccdo em outros grupos de organismos aquaticos, para averiguar se 0S

resultados obtidos do presente estudo se estendem in vivo.

5. CONCLUSAO

Os extratos aquoso e hidroalcdolicos de jatoba foram eficientes na inibicdo de
100% do crescimento micelial e de zodsporos em concentracdes de fendis contidas nos
extratos variando de 0,745 a 3,029 mg.L ™.

As concentracBes de fendis contidas no extrato aquoso de terminalia inibiram
100% do crescimento micelial em 1,651 mg fenois.L™ e 100% dos zodsporos em 0,826
mg fendis.L? indicando maior sensibilidade dos zodsporos, que é a fase infectante, ao

extrato de terminalia,

6. APOIO FINANCEIRO

Este estudo recebeu bolsa de mestrado pela Coordenacéo de Aperfeicoamento
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