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RESUMO

Com o aumento da producdo de frango de corte, 0 uso de antimicrobianos tornou-se essencial
para garantir a satde das aves, mas a resisténcia bacteriana a esses medicamentos tem crescido,
motivando a busca por outras alternativas. Entre essas alternativas, as plantas do género
Pereskia, conhecidas popularmente como Ora-pro-nobis (OPN), Orabrobd e Groselha-da-
américa, tém se destacado devido as suas propriedades medicinais. O objetivo deste estudo foi
avaliar o perfil de resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos de cepas de Escherichia coli
isoladas de sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de aerossaculite e testar a
atividade antimicrobiana do extrato de OPN obtido pelo método de extracdo assistida por
ultrassom. Foram coletados swabs de sacos aéreos de 30 lotes de frangos de corte, classificados
em duas categorias de aerossaculite: categoria “1”, (com até uma ave com grau) “3” ou “4”, e
categoria “2”, com duas ou mais aves com grau “3” ou “4”. Cada amostra consistiu em um pool
de cinco swabs. As amostras foram processadas para identificacdo das enterobactérias, e a
resisténcia antimicrobiana foi avaliada pela técnica de disco difusdo em agar. O perfil de
multirresisténcia (PMR) foi calculado com base no indice de Resisténcia Mdaltipla aos
Antimicrobianos (IRMA). O extrato de OPN foi produzido por ultrassom de ponteira, e sua
atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de microdiluicdo em caldo, com
concentracdes variando entre 40 e 2,5 mg/mL, para determinar a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Para identificacdo quimica da
OPN, foi realizado a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os resultados
mostraram que 63,3% das amostras classificaram na categoria 1 e 36,6% na categoria 2. Os
isolados da categoria 2 apresentaram maior resisténcia a classe das penicilinas, penicilina +
inibidores de B-lactamase e inibidores da via de folato, enquanto os isolados da categoria 1
mostraram maior resisténcia aos aminoglicosideos e monobactamicos. 33% das amostras
apresentaram PMR, sendo 70% com IRMA >0,2, ou seja, de risco para a saude publica e 30%
com IRMA <0,2. Nenhum isolado foi inibido nas concentracdes testadas do extrato de OPN,
indicando que ndo houve atividade antimicrobiana significativa nas concentracdes avaliadas. A
CLAE revelou maiores concentracfes de acido malico e rutina no extrato de OPN. Conclui-se

que frangos com aerossaculite albergam cepas de E. coli multirresistentes e que, apesar da falta



de eficacia do extrato de OPN nas concentracBes testadas, o estudo a necessidade para a
investigacdo de outros métodos de extracdo e concentracGes, além de outras plantas com
potencial antimicrobiano. O uso de OPN contribui para a agricultura sustentavel (ODS 2),
reduzindo quimicos e preservando o meio ambiente. Substituindo antibidticos sintéticos, ajuda
a mitigar a resisténcia bacteriana, promovendo saide publica e bem-estar animal (ODS 3). Ao
diminuir o uso de antibi6ticos na avicultura, favorece o consumo e a producdo responsaveis
(ODS 12), garantindo alimentos mais seguros. Desta forma, o estudo destaca a importancia de

solucBes naturais para um futuro sustentavel e saudavel.

Palavras-chave: Aves domésticas. Enterobacteriaceae. Propriedades medicinais. Resisténcia a

maltiplos medicamentos. Salde avicola.
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ABSTRACT

With the increase in broiler chicken production, the use of antimicrobials has become essential
to ensure the health of the birds. However, bacterial resistance to these drugs has been growing,
prompting the search for alternative solutions. Among these alternatives, plants from the
Pereskia genus, popularly known as Ora-pro-nébis (OPN), Orabrob6, and Groselha-da-
américa, have gained attention due to their medicinal properties. The aim of this study was to
evaluate the resistance and multidrug resistance profile to antimicrobials of Escherichia coli
strains isolated from the air sacs of broiler chickens with different degrees of airsacculitis and
to test the antimicrobial activity of OPN extract obtained by the ultrasound-assisted extraction
method. Swabs were collected from the air sacs of 30 batches of broiler chickens, classified
into two categories of airsacculitis: category "1" (with up to one bird showing grade "3" or "4")
and category "2" (with two or more birds showing grade "3" or "4"). Each sample consisted of
a pool of five swabs. The samples were processed for the identification of enterobacteria, and
antimicrobial resistance was evaluated by the disc diffusion method on agar. The multidrug
resistance profile (MDRP) was calculated based on the Multiple Antibiotic Resistance Index
(MARI). The OPN extract was produced by ultrasonic tip extraction, and its antimicrobial
activity was evaluated by the broth microdilution method, with concentrations ranging from 40
to 2.5 mg/mL, to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC). High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was
used for the chemical identification of OPN. The results showed that 63.3% of the samples were
classified in category 1 and 36.6% in category 2. The isolates from category 2 showed higher
resistance to penicillin class, penicillin + f-lactamase inhibitors, and folate pathway inhibitors,
while isolates from category 1 showed higher resistance to aminoglycosides and monobactams.
33% of the samples exhibited MDRP, with 70% having MARI >0.2, indicating a public health
risk, and 30% with MARI <0.2. No isolate was inhibited at the tested concentrations of the
OPN extract, indicating that there was no significant antimicrobial activity at the evaluated
concentrations. HPLC revealed higher concentrations of malic acid and rutin in the OPN
extract. It is concluded that chickens with airsacculitis harbor multidrug-resistant E. coli strains

and that, despite the lack of efficacy of the OPN extract at the tested concentrations, the study



highlights the need for further investigation into other extraction methods and concentrations,
as well as other plants with antimicrobial potential. The use of OPN contributes to sustainable
agriculture (SDG 2), reducing chemicals and preserving the environment. By replacing
synthetic antibiotics, it helps mitigate bacterial resistance, promoting public health and animal
welfare (SDG 3). Reducing antibiotic use in poultry farming supports responsible consumption
and production (SDG 12), ensuring safer food. Thus, the study emphasizes the importance of

natural solutions for a sustainable and healthy future.

Keywords: Domestic birds. Enterobacteriaceae. Medicinal properties. Multidrug resistance.

Poultry health.
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AEROSSACULITE EM FRANGO DE CORTE E O EFEITO ANTIMICROBIANO DA
Pereskia aculeata

O capitulo 1 foi editado de acordo com as normas da Associagao Brasileira de Normas
Técnicas - ABNT.
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AEROSSACULITE EM FRANGO DE CORTE E O EFEITO ANTIMICROBIANO DA

Pereskia aculeata

1.1 Introducéo

O Brasil € um exemplo de produgdo quando relacionado a industria avicola,
desempenhando um papel importante para o agronegécio (Paranhos et al., 2020). Sua posicao
de destaque no ranking mundial como maior exportador e segundo maior produtor de carne de
frango (ABPA, 2024) deve-se principalmente ao processo, resultante do extremo desempenho
em aderir novas tecnologias, elaborar e equiparar normas sanitarias e manejos de
biosseguridade, progresso em nutrigdo, ambiéncia, manejo, mdo de obra, producdo em larga
escala e sistemas eficazes de pesquisas e desenvolvimento (Souza et al., 2021).

Atualmente o sistema de producdo que mais predomina no Brasil é o de integracéo, onde
0 produtor € denominado como integrado e a empresa integradora, sendo que, nessa
coparticipacdo o integrado é responsavel pelo fornecimento da estrutura, mdo de obra,
maravalha, gas, lenha, cavaco, briquete e a integradora prové o pintainho de um dia de idade,
medicamentos se necessario, racdo, assisténcia técnica, transporte das aves para o abate, entre
outros servigos (Talamini et al., 2023).

Visto que a demanda no mercado interno e externo vem crescendo, a expansao na escala
de producao, criacéo e abate esta sendo otimizada e mecanizada afim de acompanhar a evolucéo
no setor. No entanto, como resultado esta ocorrendo uma maior fragilidade das aves em relacao
a manifestacdo de afeccBes principalmente respiratorias, locomotoras e dermatoldgicas, que
consequentemente, amplificam as condenagdes em ambito de industria. Em percentual, mais de
80% dessas condenacOes parciais ou totais, justificam-se as possiveis falhas de manejo e
tecnoldgicas (Borsa, 2024).

Dentre as doencas infecciosas que afetam a producéo de frango de corte, pode-se citar a
colibacilose, enfermidade causada pela bactéria Escherichia coli, que pode gerar infeccdes
localizadas ou sistémicas, levando a perdas econdmicas consideraveis, devido principalmente
a alta morbidade e mortalidades dos lotes, despesas com medicamentos, piora da conversdo
alimentar e surgimento de doencas respiratdrias causadas por outros agentes, aumentando assim
os custos de producdo (Bortoli; Larsen, 2023; Maiorki; Fukumoto, 2021; Taunde et al., 2021).

A colibacilose pode ser transmitida por meio do contato direto com as secrec¢des expelidas
por aves contaminadas, ou de forma indireta pela ingestdo de racdo ou adgua contaminada,

podendo a bactéria permanecer no ambiente por um longo tempo, justificando os roedores,
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cascudinhos, moscas e acaros serem as principais fontes de contaminagdo (Maiorki; Fukumoto,
2021).

De acordo com Palhano et al. (2024), o emprego das substancias presentes nos
antimicrobianos para tratamento da colibacilose € discutivel, visto que a maioria deles ndo séo
seletivos para cepas patogénicas, podendo ocorrer instabilidade e desequilibrio na microbiota
comensal da ave, que exacerbam os sintomas clinicos e podem contribuir para o aparecimento
de cepas com perfil de multirresisténcia.

Diante das adversidades observadas referentes a resisténcia bacteriana, pesquisas vém
sendo realizadas com 0 uso de extratos vegetais para controle de afecgcdes causadas por
microrganismos patogénicos em frangos de corte, tais como a Samonella, Pseudomona
aeruginosa e E. coli (Ahmad et al., 2021; Casanova et al., 2021; Coté et al., 2021).

1.2 Revisao da Literatura

1.2.1 Producéo de Frango de Corte

Segundo Pereira et al. (2023), a cadeia avicola de corte € um segmento de suma
importancia para a economia e agronegacio brasileiro, visto que, contribui significativamente
para o PIB (Produto Interno Bruto) do Brasil, devido magnitude do setor.

De acordo com dados obtidos pela Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), no
ano de 2023 o Brasil liderou no ranking mundial quando relacionado a exportacdo de carne de
frango, sendo exportado 5,139 milhdes de toneladas e permaneceu em segundo lugar no
quesito producdo de carne de frango, obtendo um valor de 14,833 milhdes de toneladas
produzidas. Analises constatam que o destino da producdo da proteina foi direcionado
principalmente ao mercado interno (65,35%), com um consumo de 45,1 kg de carne per capita
(ABPA, 2024).

Diante da evolucdo na producéo avicola e 0 aumento na demanda por carne de frango, o
setor se expandiu tanto no aspecto econémico quanto no aspecto tecnolégico dos galpdes de
criacdo (Ribeiro; Yanagi, 2022). Com a melhoria dos barrac6es, nos quesitos de velocidade de
vento, capacidade de resfriamento e aquecimento, afim de se otimizar a producdo (Paulino et
al., 2019), observou-se um aumento na densidade de aves criadas por metro quadrado, afim de
aumentar a quantidade de aves abatidas visando suprir o investimento feito nos galpdes de
criacdo de frangos de corte. Por outro lado, isso trouxe como consequéncia, 0 aumento de
problemas referente a sanidade, em virtude de problemas de ambiéncia relacionado

principalmente com a qualidade de cama (umidade), poluentes aéreos (poeira e amonia) e
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estresse térmico (Vilela, 2020), levando a casos de aerossaculite, pois, cria condigdes favoraveis
e ideais para a multiplicacdo de agentes infecciosos ao ocorrer tais agressdes no trato
respiratério (Silveira; Gomes; Nishizawa, 2018).

Sendo assim, é imprescindivel a utilizacdo de tecnologias que atendam a demanda da
producdo, mantendo melhor conforto térmico nos galpdes, a fim de reduzir indices de
mortalidade e problemas sanitarios, de tal forma a proporcionar melhores indices zootécnicos

na producéo de frango de corte (Ribeiro; Yanagi, 2022; Silva et al., 2015).

1.2.2 Anatomia e Fisiologia do Sistema Respiratdrio de Aves

A compreensdo sobre o sistema respiratério das aves é de suma importancia, devido
principalmente a tomada de decisdo na realizacdo de algum manejo de ambiéncia dentro de um
galpdo de criagéo, pois, alem de exercer sua funcdo de oxigenacdo, desempenha um papel
extremamente importante na perda de calor, detoxificando os produtos da reacdo metabolica
(Macari; Givisiez, 2002).

O sistema respiratorio das aves é unico e eficiente, pois envolve um fluxo de ar
unidirecional através dos pulmdes, facilitado pelos sacos aereos, estruturas exclusivas desse
grupo. Na inspiracdo, o aumento do volume corporal nas regides toracica e abdominal diminui
a pressao nos sacos aéreos, permitindo a entrada de ar. Esse ar passa pelos pulmdes para atingir
0S sacos aereos caudais e craniais. Na expiracdo, a compressdo do volume corporal aumenta a
pressdo nos sacos aéreos, forcando o ar a sair, retornando aos pulmdes antes de ser expirado,
garantindo uma oxigenacéo constante e eficiente (Floriano, 2013).

O sistema respiratdrio das aves apresenta adaptac@es Unicas que favorecem a eficiéncia
respiratoria e a leveza para o voo. Diferente dos mamiferos, as aves ndo possuem um diafragma,
em vez disso, os pulmdes rigidos e de baixa capacidade de expansao, permanecem em contato
direto com os 6rgdos abdominais, ndo colapsando quando expostos ao ar atmosférico. 1sso se
deve a sua estrutura rigida e a ventilacdo através dos capilares aéreos, que permitem a
oxigenacdo do sangue (Macari; Givisiez, 2002).

O ar é conduzido pelos pulmdes por meio de brénquios primarios intrapulmonares, que
se dividem em brdnquios secundérios e parabrénquios (ou brénquios terciarios), formando um
sistema tubular que facilita a passagem constante de ar em um sentido unidirecional. Essa
ventilacdo é mantida principalmente pelos sacos aéreos, estruturas com paredes finas que
funcionam como foles, garantindo que os pulmdes permanecam passivos. Esses sacos, hove no
total, se dividem entre sacos aéreos craniais (dois cervicais, um clavicular, e dois toracicos) e

sacos caudais (dois toracicos e dois abdominais), sendo que, 0S sacos aéreos se conectam a
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0SS0S pneumaticos, que, ao se tornarem ocos e leves, conferem as aves maior leveza para o voo

e um melhor equilibrio (Floriano, 2013).

1.2.3 Aerossaculite em frangos de corte

Pela influéncia negativa de todos fatores descritos, como sanidade, ambiéncia e manejo,
0 cuidado com a sanidade avicola vem sendo cada vez maior, tornando-se rigorosos quando o
assunto € ambiéncia, manejo e biosseguridade. Dentre as diversas afeccGes observadas na
producédo avicola, uma das mais comuns e que gera grande impacto e prejuizo econémico é a
aerossaculite, por ser uma das principais causas da condenacdo total e parcial de carcacas de
frangos de corte (Monteiro et al., 2022).

A doenga compromete a eficiéncia respiratoria dos frangos, podendo causar queda na
performance produtiva, aumento da mortalidade e perdas econémicas significativas na
avicultura (Arruda, 2013), sendo que, as aves acometidas podem apresentar sinais clinicos
como dificuldade respiratoria, estertores e espirros (Neto et al., 2023). A les@o nos sacos aéreos
geralmente é diagnosticada durante a necropsia, onde € possivel observar espessamento e
inflamacdo dos sacos aéreos, frequentemente associados a exsudato caseoso com deposi¢édo de
material fibrinoso amarelado (Back, 2019; Berchieri Junior, 2000).

As lesBes observadas nos sacos aéreos podem ser classificadas de acordo com a gravidade
do acometimento do 6rgdo, em graus de 1 a 4, sendo, o grau 1 com leve presenca de trabéculas
de infeccdo nos sacos aéreos; o grau 2, com moderada opacidade dos sacos aéreos
(esbranquicados); o grau 3 com a presenca de exsudado localizado e grau 4 com severa presenga
de exsudado envolvendo varios sacos aéreos (Geron et al., 2020).

O impacto econémico da aerossaculite é significativo, ndo apenas devido a perda de peso
das aves e ao aumento da mortalidade, mas também pelas condenacdes de carcacas em
frigorificos. A legislacdo brasileira, estabelece que as carcacgas extensivamente acometidas por
aerossaculite devem ser totalmente condenadas, enquanto as carcacas parcialmente afetadas

podem ser liberadas apos a remocéo dos tecidos comprometidos (Silva, 2022).

1.2.4 Escherichia coli

A E. coli é uma bactéria em forma de bastonete, ndo formadora de esporos, Gram negativa
e por ser pouco exigente em meios de cultura ela é de facil isolamento, sendo o 4gar MacConkey
0 meio de cultura de elei¢do para seu crescimento, apresentando na sua grande maioria coldnias

de coloragéo rosada (Back, 2019).
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A legislagdo vigente atual do Ministério da Salde, mais especificamente da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria por meio da Instru¢cdo Normativa n. 313 de 4 de setembro de
2024 (Brasil, 2024) estabelece os padrdes microbiolégicos dos alimentos. Nessa legislacdo, a
carne de aves refrigerada ou congelada deve ser avaliada em relacdo a auséncia de Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium em 25 gramas de amostra e estabelece limite maximo
de 5 x 10® UFC para contagem de E. coli por grama de amostra.

E no intestino que a E. coli coloniza abundantemente, podendo chegar a 1 x 10® UFC/g
nas excretas das aves, com cerca de 10 a 15% dos coliformes fecais representados por sorotipos
potencialmente patogénicos denominados como Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC),
ou seja, linhagens de E. coli patogénicas para as aves (Back, 2019; Cardoso et al., 2020).

Geralmente, essas linhagens APEC ocasionam diversos tipos de doengas
infectocontagiosas em frangos de corte, gerando grandes perdas econémicas aos produtores,
levando a quadros de septicemia, onfalite, pneumonia, pericardite, aerossaculite, celulite,
salpingite, peritonite, osteomielite, sinovite, sindrome da cabeca inchada, entre outros (Cardoso
et al., 2020).

A colibacilose pode ser diagnosticada pela juncao de diversos métodos e analises, como
0 historico do lote, avaliagcdo clinica, lesBes, sintomas e principalmente pelo isolamento e
identificacdo do microrganismo, portanto, ndo necessariaente sera o responsavel como o agente
primario, tornando-se imprescindivel avalia-lo juntamente com as les6es observadas (Back,
2019). Por meio de exames moleculares, tem-se buscado determinar genes relacionados a
patogenicidade das cepas isoladas de E. coli, visando determinar se a amostra contém a cepa
patogénica ou ndo e qual o grau de patogenicidade da bactéria (Back, 2019).

As cepas APEC fazem parte do grupo de E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC)
(Kemmet et al., 2013). Devido a alta prevaléncia da colibacilose em criacGes de aves, justifica-
se 0 uso de antimicrobianos (Cardoso et al., 2020), visto que causa inUmeras mortalidades e
prejuizos financeiros na producdo, no entanto, pelo fato de os mesmos estarem sendo utilizados
ha algum tempo e em doses inadequadas, essas bactérias tem apresentado resisténcia a diversos
farmacos (Bortoli; Larsen, 2023).

De acordo com Back (2019), as moléculas antimicrobianas que vem demonstrando
sucesso nos tratamentos para colibacilose sdo tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, neomicina,
nitrofuranos, gentamicina, sulfametoxazol + trimetoprima, acido nalidixico, espectinomicina,
estreptomicina, sulfas e quinolonas, sendo que, quanto antes iniciar o protocolo ap6s o

diagndstico, mais efetivo sera o tratamento. Na pratica, a administragdo dos medicamentos é
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realizada normalmente via agua de bebida, sendo que, cada molécula possui seu periodo

especifico de caréncia, variando de acordo com sua capacidade em eliminar residuo na carcaca.

1.2.5 Resisténcia bacteriana

A busca e utilizacdo de antimicrobianos sintéticos na avicultura, a fim de tratar e evitar
as infecg¢Bes como citado anteriormente, além de seu uso como melhoradores de desempenho,
tem impulsionado o crescimento e aparecimento de cepas resistentes, gerando graves
consequéncias aos produtores e a industria avicola no mundo, além de possibilitar a transmisséo
horizontal de microrganismos resistentes e patogénicos (Repik et al., 2022).

Mezalira et al. (2023) relatam ainda que com os avan¢os da produtividade avicola, 0 uso
de antimicrobianos para tratamento de infecgdes € inevitavel, tornando-se uma preocupagao em
termos de salde Unica, visto que bactérias com perfil de resisténcia tém sido detectadas também
em carcacas de frangos de corte.

Com capacidade de desarranjar as enzimas dos antimicrobianos, reduzindo a
permeabilidade e alterando a estrutura das mesmas, as bacterias realizam esses mecanismos
fazendo com que os antibioticos ndo consigam atingir o sitio alvo (Loureiro et al., 2016), devido
as alteracOes dos seus genes, interferindo assim no mecanismo de acdo do antimicrobiano, tanto
por mutagéo espontanea do DNA, como por transformacéo e transferéncia de plasmideos, sendo
gue, esses mecanismos de mutacdo podem ser compartilhados, de tal forma, que uma bactéria
que anteriormente era sensivel pode passar a ser resistente (Souza; Dias; Alvim, 2022).

Essa pressdo de selecdo oriunda do uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina
veterinaria e humana e o surgimento de cepas bacterianas multirresistentes, justificam a busca
por novas alternativas de tratamento e/ou prevencdo (Ojemaye; Adefisoye; Okoh, 2020; Pruden
et al., 2013). Desta forma, o emprego de produtos naturais, tais como as plantas medicinais
como mecanismo auxiliar no tratamento de distintas doencas e prevencdo no aparecimento de
enfermidades tém ressurgido (Silva; Nogueira, 2021). Das plantas medicinais, a producdo de

extratos tem sido considerada como promissora no controle de patdgenos (Spezia et al., 2020).

1.2.6 Ora-pro-nobis e efeito antimicrobiano

De acordo com Spezia et al. (2020), as plantas apresentam grande diversidade de
moléculas bioativas, muito superiores aquelas derivadas de sinteses sintéticas. Além disso, 0s

compostos bioativos podem minimizar ou mesmo evitar o desenvolvimento de resisténcia
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bacteriana a estes compostos, uma vez que metabolitos vegetais atuam por diferentes
mecanismos (Favero, 2023), oriundos de compostos sintetizados do metabolismo secundario
da planta, como é o caso dos compostos fendlicos, que fazem parte dos 6leos essenciais (Saboia
et al, 2022).

Dentre as plantas mais estudadas atualmente, tem-se a Ora-pro-nobis, cientificamente
conhecida como Pereskia acuelata Miller, uma Planta Alimenticia Nao Convencional (PANC),
tropical e que pode ser encontrada no Brasil desde a Bahia até o Rio Grande do Sul e que faz
parte da flora brasileira nativa, podendo, também, ser cultivada como uma planta trepadeira
(Maciel et al., 2021). Ainda de acordo com Maciel et al. (2021), seu cultivo é favoravel devido
a suas caracteristicas agrondmicas, pois é uma planta rdstica, vigorosa e que se propaga
facilmente, possuindo espinhos nos ramos e folhas carnudas e mucilaginosas. Seus frutos, verde
quando imaturos e alaranjados quando maduros, contém folhas e espinhos na parte externa
(Maciel et al., 2021).

A OPN é também conhecida como "carne de pobre™ pois remonta a praticas alimentares
populares, principalmente em regides rurais (Garcia et al., 2019). Nos altimos anos, a planta
ganhou atencdo académica devido as suas propriedades nutricionais e medicinais, destacando-
se como uma hortalica ndo convencional de grande valor (Colacite et al., 2022; Garcia et al.,
2019).

Em termos de potencial terapéutico, as plantas do género Pereskia tém demonstrado
potencial no tratamento de certos tipos de cancer e de doencas cardiovasculares, certificando
alguns beneficios, como o abrandamento de processos inflamatorios e na recuperacdo da pele
em casos de queimadura, sendo que ndo ha relatos de toxicidade relacionados as suas folhas
(Almeida; Corréa, 2012).

Garcia et al. (2019) avaliando o perfil fenolico do extrato hidroetanolico das folhas de P.
aculeata detectaram a presenca de dois acidos fendlicos (derivados do &cido cafeico) e oito
flavonoides (derivados da quercetina, kaempferol e glicosideo isorhamnetina) sendo o acido
caftarico, o principal constituinte fenolico do extrato. Na mesma pesquisa, 0s autores
verificaram que o extrato hidroetandlico das folhas apresentaram atividades antimicrobianas
contra diferentes tipos de bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, devido a
presenca de compostos fenolicos, flavonoides, alcaloides e taninos (Garcia et al., 2019). Esses
compostos, como o acido cafeico e derivados de quercetina, desempenham um papel crucial no
combate a micro-organismos, além de conferirem alta capacidade antioxidante aos extratos da
planta, que podem prolongar a vida Gtil de alimentos processados e melhorar a seguranca
alimentar (Delvechio; Ribeiro; Melo, 2022; Garcia et al., 2019).
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Visando avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, uma das mais frequentes
analises realizadas afim de determinar a quantidade minima da substancia necessaria para inibir
0 crescimento de um micro-organismo, € o método de microdiluicdo em caldo por meio da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Este método apresenta alta
sensibilidade e demanda uma quantidade minima de reagentes, possibilitando um maior nimero
de réplicas e, entdo, um aumento na confiabilidade dos resultados (Favero, 2023).

Um aspecto importante observado em diversos estudos € a variabilidade na eficacia
antimicrobiana, que depende de fatores como o tipo de solvente utilizado na extragéo, a
concentracdo dos extratos e a espécie de microrganismo alvo (Ostrosky, 2008).

De acordo com Oliveira et al. (2016), o0 método de extracdo de compostos bioativos
assistido por ultrassom, promove através de suas ondas sonoras, varia¢do na pressao do liquido,
produzindo cavas, que aumentam a permeabilidade da parede celular, facilitando a penetracéo
do solvente nas células vegetais, tendo entdo uma melhor extracdo dos compostos bioativos,
que justificam a escolha do método.

Esses resultados destacaram a OPN como uma fonte promissora de agentes
antimicrobianos naturais, com potencial aplicacdo na industria alimenticia, como conservante
natural, e até mesmo na area farmacéutica, no desenvolvimento de fitoterapicos. Na medicina
tradicional é também utilizada em forma de cha, auxiliando no controle de diabetes; e
emplastros nos tratamentos de infec¢fes cutaneas, além de funcbes terapéuticas como
expectorante, analgésica, anticoncepcional, antitumoral, e aplicacdo no tratamento de sifilis.
Sua eficacia contra uma ampla gama de microrganismos patogénicos, aliada a seu perfil de
seguranca e aceitabilidade pelos consumidores, abre caminho para novas pesquisas e inovacoes.
Portanto, embora haja poucos estudos sobre sua toxicidade, ela €, de modo geral, considerada
segura. No entanto, € recomendado o0 uso com cautela, devido a escassez de informacdes sobre
possiveis interacdes ou efeitos colaterais a longo prazo. Sua toxicidade é baixa, mas, como
ocorre com qualquer planta, pode haver reacdes adversas em individuos sensiveis,
especialmente quando consumida em grandes quantidades (Colacite et al., 2022; Garcia et al.,
2019; Santos et al., 2025),
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1.4 Objetivo

Avaliar o perfil de resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos de cepas de
Escherichia coli isoladas de sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de
aerossaculite oriundos de aviarios localizados na regido noroeste do estado do Parana e a
atividade antimicrobiana do extrato de Ora-pro-nobis obtido pelo método de extracdo assistido
por ultrassom frente as cepas isoladas.
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RESUMO - Com o aumento da producdo de frangos de corte, o uso de antimicrobianos
sintéticos se tornou essencial, mas a resisténcia bacteriana tem crescido, motivando a busca por
alternativas. Entre essas, plantas como a Ora-pro-nobis (OPN), destacam-se por suas
propriedades medicinais. Este estudo teve como objetivo avaliar a resisténcia e
multirresisténcia a antimicrobianos de cepas de Escherichia coli isoladas de sacos aéreos de
frangos com diferentes graus de aerossaculite e testar a atividade antimicrobiana do extrato de
OPN obtido por extracéo assistida por ultrassom. Foram coletados swabs de 30 lotes de frangos,
classificados em duas categorias de aerossaculite (1 e 2). A resisténcia foi avaliada pela técnica
de disco difuséo e o perfil de multirresisténcia (PMR) foi calculado pelo indice de Resisténcia
Multipla aos Antimicrobianos (IRMA). O extrato hidroalcodlico foi extraido por ultrassom, e
sua atividade antimicrobiana foi testada pela técnica de microdiluicdo, com concentracdes
variando entre 40 e 2,5 mg/mL. Os resultados mostraram que 63,3% dos isolados foram
classificados na categoria 1 e 36,6% na categoria 2 e apresentaram diferencas no padrdo de
resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos avaliados. 33,3% dos isolados apresentaram
perfil de multirresisténcia. Em relacdo a atividade antibacteriana do extrato, nenhum isolado foi

inibido nas concentragdes testadas. Em relagdo a E. coli, essa bactéria é uma das principais
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causadoras de infec¢bes em aves, incluindo a aerossaculite, uma condicdo inflamatéria dos

sacos aéreos. A resisténcia de E. coli aos antimicrobianos é uma preocupagdo crescente,
especialmente com o0 aumento da multirresisténcia observada em cepas isoladas de aves com
aerossaculite. Conclui-se que as cepas de E. coli isoladas de frangos com aerossaculite
apresentam PMR, e embora o extrato de OPN ndo tenha mostrado eficacia, o estudo sugere
outras abordagens, como métodos alternativos de extracao e o estudo de outras plantas.

Palavras-Chave: Aves domésticas. Enterobacteriaceae. Propriedades medicinais. Resisténcia

a multiplos medicamentos. Saude avicola.

1. INTRODUCAO

O aumento no consumo da carne de frango no Brasil e no mundo fez com que as
exigéncias relacionadas a sua producéo e qualidade, aumentassem ainda mais. Para atender essa
demanda, o Brasil teve que se adequar as exigéncias de exportacéo, e devido a qualidade na sua
producéo fez com que se tornasse 0 maior exportador mundial de carne de frango [1]. Contudo,
afim de atingir altos niveis de producdo, os setores avicolas intensificaram a producdo,
aumentando a densidade de aves por metro quadrado, corroborando com a disseminacao de
doencas infectocontagiosas, tais como, a aerossaculite [2].

A aerossaculite € uma afecgdo que acomete 0s sacos aéreos, causando espessamento dos
mesmos, sendo caracterizada pela presenca de exsudato caseoso com deposicdo de material
fibrinoso amarelado devido a infec¢des bacterianas, possuindo como terapéutica a utilizacéo de
antimicrobianos [3, 4]. No entanto, devido a restricdo do uso de antimicrobianos como
melhoradores de desempenho e os atuais problemas relacionados com a resisténcia, torna-se
importante o constante monitoramento da contaminacao das carcacas de frangos de corte e da
presenca de bactérias com perfil de resisténcia ou multirresisténcia aos principais
antimicrobianos utilizados na medicina humana e veterinaria [5].

O processo de resisténcia ocorre quando o microrganismo adquire ou altera seus genes,
conseguindo interferir no mecanismo de acdo do antimicrobiano, sendo por mutacao
espontanea de DNA (&cido desoxirribonucleico), ou por transformacdo e transferéncia de
plasmideos [6]. Esses mecanismos de mutacdo podem ser compartilhados, de tal forma, que
uma bactéria que anteriormente era sensivel pode passar a ser resistente. Além disso, a pressao
de selecdo oriunda do uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina veterinaria e humana
tem contribuido para o surgimento de cepas bacterianas multirresistentes, justificando a busca

por novas alternativas de tratamento e/ou prevencéo [7].
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Dessa forma, é crescente a busca por produtos alternativos que apresentem atividade

antimicrobiana, como os extratos de plantas medicinais, tornando a Pereskia aculeata uma
alternativa, devido suas propriedades nutricionais, antimicrobianas e antioxidantes [8, 9].

Por conseguinte, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
de Ora-pro-nébis (OPN) obtido pelo método de extracdo assistido por ultrassom, frente a cepas
de Escherichia coli isoladas de sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de

aerossaculite.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das folhas de Ora-pro-ndébis

A matéria prima vegetal (folhas de Pereskia aculeata Mill.) foi obtida do cultivo em
canteiros experimentais do Horto Medicinal do Campus 2 da Universidade Paranaense,
localizado no ponto de latitude 23°46'10.9"S e longitude 53°16'39.6"0O, no inicio da manh3,
entre sete e nove horas, na época do verdao (més de dezembro). O material botanico da Ora-pro-
noébis encontra-se no Herbario do Horto Medicinal sob o registro 88 e registrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado —
SisGen sob registro AA63755.

As folhas foram colhidas e submetidas a desidratacdo em estufa com circulagdo forcada
de ar a temperatura de 35°C até atingir umidade préxima a 13%. Em seguida, o material foi
triturado a 3500 rpm em moinho de martelos fixos, tamisados em malha 18 de 60 mesh. A
farinha obtida foi acondicionada em vidros com tampas herméticas, conservadas ao abrigo da

luz e mantidas em temperatura de -20°C para posterior producéo do extrato.

2.2 Producdo do extrato hidroalcodlico de Ora-pro-nébis pelo método de extracao
assistido por ultrassom

Para a obtencdo do extrato, foi utilizado a metodologia adaptada de Carnevalli [10]. Foi
realizado duas proporcGes do extrato, sendo que a primeira diluicdo foi 60:40 (&lcool: agua),
realizando a pesagem de 10g do material vegetal (farinha da Ora-pro-nébis) no becker e diluido
em 120 mL de etanol absoluto (100%) e 80 mL de agua deionizada e para a segunda diluicdo
de 90:10 (alcool: agua) foi pesado 10g do material vegetal (farinha da Ora-pro-ndbis) no becker
e diluido em 180 mL de etanol absoluto (100%) e 20 mL de agua deionizada. O material foi
colocado em um sonicador de ponteira de titdnio, modelo UCD-950, marca BIOBASE, a
20kHz, com poténcia de 600W, durante 40 minutos, no pulso ON por dois segundos e pulso
OFF por trés segundos. Para realizacdo do método, teve-se o cuidado para que o becker ndo
encostasse na ponteira, nas laterais e no fundo, evitando possiveis alteraces no resultado.

Durante o processo, a ponteira permanecia pendurada dentro do becker juntamente com
a sonda de temperatura do equipamento, que foi ajustada para alarmar quando atingisse
temperatura de 27°C. Posteriormente aos 40 minutos, a mistura foi filtrada em presséo negativa
com filtro de 9 mm, o sobrenadante (p6) foi armazenado e o precipitado (liquido) foi
direcionado para a rotoevaporacdo a 40° C. Essa etapa da pesquisa foi desenvolvida no

Laboratorio de Analises Cromatoldgicas e Espectroscopicas, do Instituto Federal do Parand,
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campus de Umuarama. O processo de rotoevaporacéo foi realizada no Laboratorio de Produtos

Naturais e Experimentais em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Paranaense, salientando-

se que, todo método de extracdo foi realizado de forma sustentavel.

2.3 Analise da composicao de &cidos fenolicos por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC)

O extrato foi purificado com solucdes de hidroxido de bario 1 M e sulfato de zinco 5%,
filtrado (membrana hidrofébica PVDF, tamanho de poro 0,45 um e 25 mm de didmetro) e
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC 20A (Prominence, Shimadzu),
composto por detector de UV (SPD-20A, Shimadzu®), com comprimento de onda de 280 e 320
nm. Um forno de coluna (CTO-20A, Shimadzu®) manteve a coluna C-18 (Shim-pack CLC-
ODS (H)™, 25 cm x 4,6 mm x 5 mm, Shimadzu) a 25 °C. Com o auxilio de um injetor manual
(SIL-10A, Shimadzu®) foram adicionados 20 uL de cada extrato por vez e uma bomba
quaternéria (LC-20AT, Shimadzu® foi operada a uma vaz&o de 0,8 mL min 2,

Para a separacdo cromatografica foram utilizadas como fases méveis agua ultrapura
acidificada 0,05% com acido formico (A) e metanol acidificado 0,1% com &cido formico (B)
em modo de elui¢do gradiente: 0,01 a cinco minutos - 20% B, cinco a 25 minutos - 50% B, 25
a 30 minutos - 80% B. Para a quantificacdo, foram preparadas solugdes de acido nicotinico,
protocatecuico, acido malico, p-hiroxibenzdico, p-cumarico, isovanilina, hidroxibenzaldeido,
seringaldeido, vanilina e rutina (1 mg mL™* a 10 mg mL™?) para estabelecer as curvas de

calibracdo (R?>0,99), sendo os resultados expressos em mg 100g* de amostra [20].

2.4 Coleta das amostras de swab de sacos aéreos

Foram colhidos 150 swabs de sacos aéreos de frangos de corte de uma integradora
localizada na regi&o noroeste do estado do Parana, apds aprovacdo no Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Paranaense sob protocolo 41396/2024. As amostras
foram colhidas de frangos de corte de aviarios (n=30) de produtores integrados com historico
de aerossaculite e que apresentaram aumento nos indices de mortalidade acima de 5%. Cada
amostra foi formada por um pool de cinco sacos aéreos, totalizando 30 amostras.

As aves (n=5) foram selecionadas de forma aleatoria em toda a extensdo do aviario,
compreendendo frente, meio e fundo, sendo que, cada amostra foi oriunda de um galpéo.

Para a obtencdo das amostras, foi seguida a metodologia descrita por Geron et al. [11]
com algumas modificacdes, sendo as amostras colhidas com auxilio de um swab umedecido no

meio Brain Heart Infusion (BHI). A colheita foi feita a partir do conteddo dos sacos aéreos
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comprometidos identificados no momento da necropsia das aves ap0s eutanasia por

deslocamento cervical. Posteriormente, o material foi armazenado em sacos plasticos estéreis
contendo 10 mL de BHI (2 mL por swab) para posterior processamento no Laboratorio de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Publica do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia
Animal com Enfase em Produtos Bioativos da Universidade Paranaense (UNIPAR).

Em todo o processo, cuidado foi tomado para ndo ocorrer contaminagdo dos swabs com
outras partes das carcacgas, sendo eliminadas as carcacas que apresentaram contaminagédo
gastrointestinal [11]. Além disso, foi utilizada luva de procedimento descartavel e swab com
haste de plastico estéril, realizando movimentos de rotacdo e friccdo sob os sacos aéreos
acometidos com diferentes graus de aerossaculite [11].

Em cada amostra, foi anotada a presenca de diferencas no grau de aerossaculite,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Escala de padronizacdo dos graus de comprometimento dos sacos aereos.

Escala Caracteristicas

Grau 1 Leve presenca de trabéculas de infecgdo nos sacos aéreos
Grau 2 Moderada opacidade dos sacos aéreos (esbranquicados)
Grau 3 Presenca de exsudato localizado

Grau 4 Severa presenca de exsudato envolvendo varios sacos aéreos

Fonte: Geron et al. [11]

As diferencas nos graus de comprometimento dos sacos aéreos (Figura 1) foram
anotadas em uma ficha, no qual constataram também informacdes relacionadas ao lote de
frangos de corte: tratamentos prescritos anteriormente (principio ativo), tipo de aviario (se era
ou ndo modal) e qualidade do ar no dia da coleta (bom ou ruim). Caso fossem encontradas
lesbes em outros orgdaos como figado, coracdo, tecido subcutaneo, as mesmas eram também
anotadas, visando avaliar possivel influéncia dos fatores de risco avaliados em relagdo ao
percentual de resisténcia aos antimicrobianos e concentracdo inibitdria minima do extrato
hidroalcodlico de Ora-pro-nébis obtido pelo método guiado por ultrassom. Para obtencdo de
dados estatisticos relacionados aos graus observados de aerossaculite, os dados foram separados
em duas categorias (1 e 2) que foram definidos como categoria 1, as amostras que apresentaram
até uma ave com grau “3” ou “4” de aerossaculite e categoria 2, as amostras que apresentaram

de duas ou mais aves com grau “3” ou “4” de aerossaculite.
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Figura 1. Graus de aerossaculite em frangos de corte oriundos de produtores de uma

Integracdo localizada na regido noroeste do Estado do Parané.
[z ""g"‘\w 3 Z

5 .

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

2.5 Isolamento e identificacédo das cepas bacterianas

No Laboratorio, as amostras dos sacos aéreos foram mantidas em estufa microbioldgica
por 24 horas em temperatura de 37°C. Posteriormente, as culturas obtidas foram semeadas em
placas contendo agar MacConkey e, mantidas em estufa microbioldgica a 37°C por 24 horas
para isolamento de coldnias puras.

Apbs o isolamento, as colénias foram classificadas como lactose-positivas
(vermelhas/rosas), ou lactose-negativas (transparentes).

Para conservacao, as col6nias selecionadas, foram repicadas em meio BHI e, em seguida
estocadas em BHI com glicerol 15% sob temperatura de -20°C. De cada placa, foram
selecionadas somente col6nias com caracteristicas rosadas e lactoses-positivas.

A identificacdo das bactérias foi feita com base nas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas de acordo com Quinn et al. [12] para enterobactérias. Para isso, foram utilizados
cinco tubos para realizacéo das provas bioquimicas: LIA (Lisina Iron Agar); MIO (Motilidade,

Indol, Ornitina); TSI (Triplice agucar Ferro); Citrato de Simmons e Ureia.



40
2.6 Ensaios fenotipicos de sensibilidade aos antimicrobianos

Foi utilizado o método de disco-difusdo em &gar segundo recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute [13]. Para a realizacdo do antibiograma foi utilizada
também a cepa padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli (ATCC
25922) como controle.

O indculo foi preparado por suspensdo direta em solucdo salina 0,85% de col6nias
isoladas selecionadas da placa de agar MacConkey durante um periodo de 18-24 horas. A
suspensdo foi ajustada para a concentracdo bacteriana correspondente a turbidez 0,5 da escala
de McFarland que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC (Unidade Formadora de
Coldnia) por mL aproximadamente [13]. Em seguida, o in6culo foi inoculado na superficie da
placa de agar Mieller-Hinton, esfregando o swab em toda a superficie estéril do agar. O
procedimento foi repetido outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a
fim de assegurar a distribuicdo uniforme do indculo [13].

Ap0s a colocacgéo dos discos dos antimicrobianos descritos na Tabela 2, as placas foram
invertidas e incubadas, a 37° C, até 15 minutos apos a aplicacao dos discos [13]. Para critério
de escolha dos antimicrobianos foram selecionados os antibioticos descritos pelo Brazilian

Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing - BrCAST para enterobacterales [14].

Tabela 2. Discos de antimicrobianos utilizados no antibiograma frente a amostras isoladas de
sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de aerossaculite de produtores de uma

Integracdo localizada na regido noroeste do Estado do Parana.

Classe Antimicrobianos Abreviacgéo Conc((;n;)ragao

Inibidores da via de folato ~ Sulfametoxazol + trimetoprima SUT 25

Penicilina Ampicilina AMP 10

Penicilina + inibidores de Amoxicilina + acido clavulanico AMC 30
betalactamase

Carbapenémicos Imipenem IPM 10

Monobactamicos Aztreonam ATM 30

Aminoglicosideo Tobram?c?na Tos 10

Gentamicina GEN 10

Norfloxacino NOR 10

Fluoquinolona Enrofloxacino ENO 5

Ciprofloxacino CIP 5

Cefalosporina 3 ¢ 42 Ceftazidima CAZ 30

Ceftriaxona CRO 30

geracéo .
Cefotaxima CTX 30
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Apo6s um periodo de 18 a 24 horas de incubacdo, os halos de inibicdo presentes foram

medidos e classificados em sensivel, intermediario e resistente, conforme critério estabelecido
pelo BrCAST [14].

2.7 Determinacéao do perfil de multirresisténcia

Para determinacio da multirresisténcia foi calculado o indice IRMA (indice de
Resisténcia Multipla aos Antimicrobianos), definido pelo nimero de antimicrobianos aos quais
o isolado foi resistente pelo nimero de antimicrobianos aos quais o isolado foi exposto [15].
As cepas isoladas foram também classificadas em relacdo ao perfil de multirresisténcia as
drogas (MDR —multi drug resistance) de acordo com o descrito por Magiorakos et al. [16],
definindo como MDR, isolados que ndo sdo suscetiveis a no minimo de trés ou mais classes de

antimicrobianos, considerando a classificacdo intermediaria como resistente.

2.8 Determinacgdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de Ora-pro-
naébis

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos dois extratos nas proporcoes de 60:40 e
90:10 foi realizada por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
acordo com a metodologia de microdiluicdo em caldo segundo a norma do Commitee for
Clinical Laboratory Standards [17].

Para a realizacdo do teste, foi pesado 0,240g do extrato de Ora-pro-ndbis de cada
concentracdo (60:40 e 90:10) obtido pelo método de extracdo assistido por ultrassom, o qual
foram diluidos em 3 mL de agua Milli Q® e 10ug de tween 80 e posteriormente
homogeneizados no vartex. Simultaneamente, o indculo bacteriano foi preparado por suspensdo
direta em solucéo salina 0,85% de coldnias isoladas selecionadas da placa de gar MacConkey.
A suspensdo foi ajustada para a concentracdo bacteriana correspondente a turbidez 0,5 da escala
de McFarland [13] e posteriormente diluida 1:10 (1,5 x 10" UFC/mL). Apds microdiluicéo
seriada (1:2) de cada extrato, foram adicionados 50 pL (1,5 x 10° UFC/mL) de cada indculo. A
determinacdo da CIM foi feita utilizando-se de placas de 96 pocos, sendo que em cada placa
foram avaliadas quatro amostras.

Foram inoculados 50 pL de caldo Mueller-Hinton nos pocos das colunas2 a6 e 8 a 12
e na linha H em seis poc¢os para controle microbioldgico do caldo. Nas colunas 1 e 2, 7 e 8 foi
inoculado 50 pL do extrato ja diluido.

Os ensaios para determinacéo da CIM foram realizados em triplicata, ou seja, a diluicdo

foi feita de forma seriada, homogeneizando o extrato com o caldo Mueller-Hinton a partir da
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coluna 2 até a 5 e da coluna 8 até a 11, desprezando a mistura apds homogeneizacédo ficando as

colunas 6 e 12, para o controle bacteriano. As concentragdes avaliadas foram 40, 20, 10,5 2,5
mg/mL. (Figura 2).

Figura 2. Microplacas contendo o extrato de Ora-pro-nobis obtido pelo método assistido por
ultrassom diluido em seus respectivos pogos com as concentracdes de 40, 20, 10, 5 e 2,5
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Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Posteriormente foi inoculado 50 pL da diluicdo bacteriana nos pocos das colunas 1 a 6
e 7 a 12, de acordo com cada amostra em seu quadrante correspondente.

Ap0s processamento das amostras, as microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
Posteriormente a incubacao, foi adicionado 10 pL do revelador 2,3,5cloreto trifeniltetrazélio
(CTT) a 10%, e as microplacas foram novamente incubadas por 20 minutos. Foi considerado
como positivas, amostras de qualquer tonalidade résea (ocorréncia de crescimento bacteriano).
A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato em mg/mL, capaz de impedir o

crescimento bacteriano [18].

2.9 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato de Ora-pro-
nébis

A determinacédo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada transferindo-
se uma amostra do contetido de cada um dos 96 pocos com auxilio de um replicador para uma

placa de agar Mueller Hinton, e posteriormente, foi incubada a 37°C durante um periodo de 24
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horas. A CBM foi determinada pela auséncia de crescimento bacteriano visivel apos o periodo

de incubacdo [19].

2.10 Analise Estatistica

Foi determinada a frequéncia absoluta (n) e relativa (%) dos resultados do perfil de
resisténcia aos diferentes antimicrobianos. Diferencas no perfil de resisténcia em relacdo a
origem (aviario) foram comparadas pelo teste Qui-quadrado com correcdo de Yates ou Exato
de Fisher. Para os resultados do célculo do IRMA, foi feita a estatistica descritiva por meio da
determinacéo do valor minimo, valor maximo, média e coeficiente de variagdo. Esses resultados
foram comparados por meio do Teste T de Student para duas amostras independentes. Os
resultados da CIM e CBM foram expressos como valores absolutos em mg/mL. Para todas as
analises foi considerado nivel de significancia de 5%. A andlise foi realizada no software
Bioestat 5.3 [21].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que, dentre as 30 amostras obtidas de swab de sacos aereos de frangos de
corte com aerossaculite oriundos de aviarios de uma integradora localizados na regido noroeste
do estado do Parana, 100% foi isolado a bactéria Escherichia coli. Destas, 19 (63,3%) foram
classificadas na categoria “1” e 11 (36,6%) na categoria “2” de aerossaculite.

Geron et al. [11] avaliando os graus de aerossaculite e presenca de enterobactérias em
sacos aéreos de perus, utilizando-se para isolamento o agar MacConkey, os autores verificaram
que, quanto maior e pior o grau de acometimento dos sacos aéreos, maior a quantidade de
microrganismos isolados nas amostras. Dentre as 110 amostras de sacos aéreos obtidos de perus
com aerossaculite, isolou-se somente a bactéria Escherichia coli no grau 1 de acometimento;
no grau 2 isolou-se E. coli, Citrobacter, Morganella e Proteus; ja no grau 3 isolou-se E. coli,
Proteus, Edwardsiella, Morganella, Kluyvera e Salmonella e no grau 4 isolou-se E. coli,
Proteus, Edwardsiella, Morganella, Kluyvera, Salmonella e Klebsiella, diferindo do presente
estudo, onde verificou-se somente a presenca de E. coli, independente do grau de acometimento
dos sacos aéreos.

Em relacdo ao perfil de resisténcia, ndo foram verificadas diferencas (P>0,05) no perfil
quando se comparou a classificacao das cepas em relacdo a categoria de aerossaculite (Tabela
3). No entanto, € possivel notar que maior percentual de resisténcia foi encontrado para
antimicrobianos das seguintes classes: penicilinas (ampicilina), penicilina + inibidores de B-

lactamase (amoxicilina + clavulanato) e inibidores da via do folato (sulfametoxazol +
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trimetoprima) para cepas classificadas como categoria “2”. Para as cepas classificadas na

categoria “1” de aerossaculite, maior percentual foi encontrado para gentamicina

(aminoglicosideos) e aztreonam (monobactamicos).

Tabela 3. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de cepas de E. coli isoladas de sacos aéreos
de frangos de corte com diferentes graus de aerossaculite de produtores de uma Integragéo
localizada na regido noroeste do Estado do Parana.

Classificacdo em relacdo ao grau de
aerossaculite (n=30)

Classe Antimicrobiano Valor de P*
1** 2**
Inibidores da via de Sulf_ametoxgzol 9119 (47,37%) 6/11 (54,55%) 1,000
folato + trimetoprima
Penicilina Ampicilina 11/19 (57,89%) 8/11 (72,73%) 0,4661
Penicilina + inibidores Amoxicilina +
acido 6/19 (31,58%) 6/11 (54,55%) 0,2663
de betalactamase g
clavulanico
Carbapenémicos Imipenem 1/19 (5,26%) 0/11 (0%) 1,000
Monobactamicos Aztreonam 12/19 (63,16%) 4/11 (36,36%) 1,000
Tobramicina 1/19 (5,26%) 1/11 (9,09%) 1,000
Aminoglicosideo
Gentamicina 12/19 (63,16%) 4/11 (36,36%) 0,2568
Norfloxacino 6/19 (31,58%) 4/11 (36,36%) 1,000
Fluoguinolona Enrofloxacino 7/19 (36,84%) 4/11 (36,36%) 1,000
Ciprofloxacino 6/19 (31,58%) 4/11 (36,36%) 1,000
Ceftazidima 3/19 (15,79%) 1/11 (9,09%) 1,000
Cefalosporina 37 e 4 Ceftriaxona 5/19 (26,32%) 3/11 (27,27%)  0,9989
geracdo
Cefotaxima 3/19 (15,79%) 2/11 (18,18%) 0,9968

* Teste Exato de Fisher; ** Graus de aerossaculite separados em duas categorias (1 e 2) que foi definido como
categoria 1, as amostras que apresentaram até uma ave com grau “3” ou “4” de aerossaculite e categoria 2, as

amostras que apresentaram de duas ou mais aves com grau “3” ou “4” de aerossaculite.

Uma pesquisa realizada na Turquia, norteado por Aslantas [22], o autor analisou cepas
de E. coli isoladas de frangos de corte e observou alto perfil de resisténcia aos antimicrobianos

acido nalidixico (92,9%), ciprofloxacino (76%), sulfametoxazol-trimetoprim (78,6%) e
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tetraciclina (73,4%), corroborando com o perfil de resisténcia observado para sulfametoxazol-

trimetoprim no presente estudo que variou entre 47,37% a 54,55%.

Bergamo et al. [23], avaliando a presenca de Salmonella em produtos carneos na regido
do Rio Grande do Sul, observou que, 40% dos 15 isolados demonstraram resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano e 33,3% apresentaram perfil de multirresisténcia, sendo a ampicilina,
gentamicina e amoxicilina+clavulanato os antimicrobianos com menor eficécia frente as cepas,
apresentando semelhancga com os resultados obtidos nesta pesquisa.

Ao avaliar o perfil de multirresisténcia (PMR) estabelecido de acordo com o critério de
Magiorakos et al. [16] como PMR a amostra que continha resisténcia a pelo menos um agente
de trés ou mais classes antimicrobianas, na presente pesquisa verificou-se que, dentre os 30
isolados, 10 (33,3%) demonstraram PMR. Ao comparar o perfil de multirresisténcia dos
isolados categorizados como “1” ou “2” em relagdo ao grau de aerossaculite, no entanto, ndo

foram verificadas diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil de multirresisténcia de cepas de E. coli isoladas de sacos aéreos de frangos de
corte com diferentes graus de aerossaculite de produtores de uma Integracdo localizada na

regido noroeste do Estado do Parana.

Escore aerossaculite Perfil de multirresisténcia Valor de P*
1 6/19 (31,58%)
2 4/11 (36,36%) 1,000

* Teste Exato de Fisher

Salienta-se que alguns lotes de frangos de corte haviam sido medicados com um dos
principios ativos (ciprofloxacino ou sulfa+trimetoprim). Nos lotes medicados (n=3) e
classificados na categoria “1” de aerossaculite, 33,3% apresentaram perfil de multirresisténcia.
Ja os lotes medicados (n=5) e classificados na categoria *“ 2”, verificou-se 60% de isolados com
perfil de multirresisténcia.

Ainda em relacdo ao PMR, foi calculado o indice de Resisténcia Mdaltipla aos
Antimicrobianos (IRMA), descrito pela relacdo entre o nimero de agentes em que uma amostra
foi resistente e o numero total de antimicrobianos analisados, onde, resultados igual ou maior
que 0,2 demonstram amostras de alto risco a satde, indicando reservatdrios de multirresisténcia
para E. coli [15]. No presente trabalho, verificou-se que 21 isolados (70%) apresentaram indice
>0,2 variando entre 0,23 a 0,84 e nove amostras (30%) apresentaram indice inferior a 0,2

variando entre 0 e 0,15, obtendo uma média geral de 0,29 (Figura 3).
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Figura 3. Indice de Resisténcia Mltipla aos Antimicrobianos (IRMA) de 30 cepas de E. coli

isoladas de sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de aerossaculite de produtores
de uma Integracdo localizada na regido noroeste do Estado do Parana.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Conforme pesquisa produzida por Medeiros [24], a autora analisou o indice de
resisténcia a antimicrobianos e verificou que dentre as 152 amostras avaliadas oriundas de
galinhas poedeiras, 69 (45,5%) também apresentaram PMR, com o indice >0,2 com os valores
variando entre 0 a 0,82 e média de 0,24.

Estudo realizado no Rio de Janeiro, no qual foram coletadas 125 amostras de swab
cloacal de frangos de corte e de postura oriundos de quatro granjas diferentes na cidade de S&o
José do Vale do Rio Preto com o objetivo de caracterizar fenotipica e genotipicamente amostras
bacterianas resistentes as polimixinas, foi isolado 124 (99%) cepas de E. coli e uma (1%) cepa
de Klebsiella pneumoniae, sendo 87 (69,6%) resistentes a polimixina B. Dentre as 87 amostras,
66 (75%) demonstraram perfil de multirresisténcia, onde 34,8% destas apresentaram resisténcia
a trés classes, 36,4% a quatro classes, 12,1% foram resistentes a cinco classes, 6,1% a seis
classes, 6,1% apresentaram resisténcia a sete classes e 4,5% foram resistentes a oito classes de
antimicrobianos [25].

De maneira similar, Vieira [26] avaliando 72 frangos inteiros congelados com selo de
inspecdo sanitaria federal (SIF) oriundos de comércio varejista, de trés tipos diferentes de

producédo, detectaram a presenca de cepas com alto perfil de multirresisténcia, no qual duas
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cepas, provenientes de uma mesma carcaga, apresentaram resisténcia a sete antimicrobianos de

categorias distintas, sendo que, essas cepas multirresistentes apresentaram resisténcia a sete de
doze antimicrobianos avaliados, com destaque para a ampicilina.
Ao se comparar o IRMA das cepas de E. coli em relacdo a classificacdo por categoria

dos graus de aerossaculite ndo foi verificado diferenca entre elas (P>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Indice de Resisténcia Mltipla aos Antimicrobianos (IRMA) de cepas de Escherichia
coli isoladas de sacos aéreos de frangos de corte com diferentes graus de aerossaculite de
produtores de uma Integracdo localizada na regido noroeste do Estado do Parana classificados

em duas categorias.

Estatistica Descritiva Categorias de aerossaculite

1 2
Minimo 0,07 0
Média 0,23 0,3
Maximo 0,84 0,77
Coeficiente de variacao 67,06% 76,74%

Né&o significativo pelo Teste U de Mann-Whitney

Esses resultados demonstram que na presente pesquisa, variacbes no grau de
aerossaculite ndo foram associados com o maior perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos.

Em relacdo aos resultados da determinacdo da CIM dos extratos de Ora-pro-nobis
obtidos pelo método de extracdo assistido por ultrassom, ndo foi possivel identificar efeito
antimicrobiano, ja que em todas as concentracdes avaliadas (40, 20, 10, 2,5 e 1,25 mg/mL) foi
observado crescimento bacteriano, confirmado por meio da tonalidade rosea nas microplacas
(Figura 4).
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Figura 4. Microplaca ap6s adi¢do de 10 pL do revelador 2,3,5 cloreto trifeniltetrazdlio (CTT) a

10% e incubacéo em estufa microbioldgica a 37°C durante 20 minutos, apresentando tonalidade

résea indicando crescimento bacteriano.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Ao avaliar os resultados obtidos da CBM do extrato de Ora-pro-ndbis obtido pelo
método de extracdo assistido por ultrassom, também ndo foi possivel identificar efeito
antimicrobiano, confirmado pelo crescimento bacteriano em todos os pocos nas placas de agar
Mueller Hinton (Figura 5).

Figura 5. Placa de agar Mueller Hinton apresentando crescimento bacteriano apos transferéncia
do conteudo de cada um dos 96 pogos com auxilio de um replicador e incubacdo em estufa

microbioldgica a 37°C durante 24 horas.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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Em uma pesquisa realizada por Lopes [27], o autor avaliou a atividade antimicrobiana

do extrato aquoso de Ora-pro-nobis, frente a cepas de E. coli e Staphylococcus aureus por meio
da técnica de disco difusdo, utilizando agua destilada estéril como diluente. A técnica foi
realizada em quadruplicata apds infiltracdo dos discos difusdo de papel filtro estéreis (6 mm)
com 20 pL de solugcdo de forma individualizada. Similar aos resultados obtidos no estudo, o
pesquisador observou que o extrato ndo produziu nenhum efeito inibitério significativo para
cepas de E. coli em todas as concentragdes avaliadas (100%, 75%, 50% e 25%).

Colacite et al. [28], analisando o extrato etanolico e metandlico de OPN por meio da
técnica de microdiluicdo em caldo frente a bactérias Gram negativas (Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae) e Gram positivas (Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae), observaram que, no extrato metandlico a planta apresentou atividade
antimicrobiana somente frente a K. pneumonae e S. aureus, e também foi ineficaz em ambos
0s extratos para E. coli e S. pneumoniae.

De acordo com Ostrosky et al. [29], essas variacfes nos resultados de diferentes
pesquisas, se justificam em prol de inimeras condi¢des, abrangendo a época, horario e forma
em que o material vegetal foi coletado, a cepa e 0 microrganismo isolado, o acondicionamento
da matéria-prima, os meios de cultura, as diferentes técnicas de preparo do extrato como o teste
de difuséo em agar, difusdo em disco, cilindros de aco inoxidavel, perfuracdo em agar e diluicdo
em caldo (macrodiluicdo e microdiluicdo), a espécie vegetal utilizada, entre outros fatores.

Consolidando a afirmacéo acima, Belo et al. [30], analisando o 6leo essencial (OE) de
P. acueleata que foi obtido comercialmente, sendo extraido a partir de flores e folhas apresentou
atividade antimicrobiana frente a cepa de Staphylococcus epidermidis (gram positiva) e
Klebsiella pneumoniae (gram negativa) realizado por meio da técnica de disco difusdo em agar
em concentracbes de até 90%. O estudo relata que, por meio de diferentes técnicas,
microrganismos e partes diferentes das plantas é possivel obter um resultado diferente do
observado na presente pesquisa, onde, ndo houve acdo antimicrobiana do extrato da OPN
extraida pelo método assistido por ultrassom frente a cepas de E. coli.

Para avaliacdo dos compostos da Ora-pro-nobis foi realizado a analise da composi¢éo
de alguns compostos fendlicos por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

dos extratos nas proporc¢oes alcool: d&gua 60:40 e 90:10 do extrato, (Tabela 6).
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Tabela 6: Média + desvio padrdo da concentracdo de diferentes compostos (mg/100 g)

quantificados no extrato de Ora-pro-ndbis obtido pelo método de ultrassom em duas diferentes

concentragdes de alcool absoluto: dgua.

Extrato Ora-pro-ndbis

60:40 (alcool: dgua) 90:10 (alcool: dgua)

Composto Média Desvio Média Desvio

Padrdo Padrdo

Isovanilina 30,580 0,396 41,173 0,029
Hidroxibenzaldeido 5,724 0,196 8,942 0,692
Seringaldeido 4,741 0,047 6,119 0,254
Ac. Nicotinico 10,992 0,049 16,451 0,186
Ac. Protocatecuico 4,469 0,008 17,643 0,189
Vanilina 20,532 0,042 102,795 1,553
Ac. p-hiroxibenzoico 9,286 0,031 16,063 0,375
Ac. p-cumarico 10,744 0,195 31,399 0,650
Rutina 110,010 4,025 303,294 12,932
Ac. Malico 179,223 3,795 98,268 7,496

Observou-se que o extrato produzido na proporcdo 60:40 (alcool: 4gua) o composto
fenolico que se apresentou em maior quantidade foi o acido malico (179,223 mg/100g) e na
proporcao 90:10 (alcool: agua) o composto fenolico com maior média foi a rutina com 303,294
mg/100g, corroborando com o estudo do pesquisador Souza et al. [31], que também identificou
a rutina como composto majoritario, obtendo a quantidade de 9,27mg/100g no outono e no
inverno 12,22 mg/100 g das folhas de OPN, observando também a presenca do acido malico na
composicao da planta. No entanto, de acordo com a literatura, apesar dos compostos isolados
apresentarem efeito antimicrobiano, maior resultado é observado quando avaliado o0s
compostos em conjunto, ou seja, 0s bioativos extraidos da planta. Segundo a literatura, a rutina
possui inumeras atribuicdes farmacoldgicas devido as suas propriedades terapéuticas, como
atividades antibacterianas, antifingicas, antialérgicas, bem como efeitos protetores nos

sistemas renal, cardiovascular e hepatico [32, 33]

CONCLUSAO
Os resultados obtidos indicam que frangos de corte com diferentes graus de
aerossaculite sdo portadores de cepas de Escherichia coli multirresistentes, especialmente a
classe das penicilinas. Essa resisténcia € um problema crescente para a satde publica e animal,
uma vez que E. coli resistente pode ser transmitida por meio do consumo de carne contaminada
ou contato com ambientes de criacdo, dificultando o tratamento de infec¢des. Quanto ao extrato

de OPN, obtido por extracdo assistida por ultrassom, ndo foi observada atividade
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antimicrobiana nas concentragdes testadas contra as cepas de E. coli isoladas dos sacos aéreos.

A planta, no entanto, contém compostos bioativos como flavonoides, saponinas e taninos, que
demonstraram potencial antimicrobiano em outros estudos, sugerindo que a falta de efeito pode
estar relacionada a concentracdo ou ao método de extracéo utilizado.

A Escherichia coli possui uma grande capacidade de adquirir e transferir genes de
resisténcia, o0 que a torna um patégeno importante no contexto da resisténcia antimicrobiana,
pois, apresenta varias estratégias, como a producdo de beta-lactamases, que inativam
antibidticos beta-lactamicos, como as penicilinas, e mecanismos de efluxo, que dificultam a
entrada de antimicrobianos nas células bacterianas. Esses mecanismos tornam o tratamento de
infecgdes causadas por essas cepas mais desafiador.

No caso de agentes antimicrobianos naturais como o extrato de Ora-pro-ndbis, esses
compostos bioativos podem atuar de diversas maneiras nas células bacterianas. Muitos deles
sdo conhecidos por interferirem com a integridade da membrana celular bacteriana, alterando
sua permeabilidade, ou ainda, inibindo enzimas essenciais a sintese de componentes da parede
celular ou a replicagdo do DNA. Embora a pesquisa ndo tenha mostrado atividade
antimicrobiana nas condicOes testadas, é possivel que, em concentracfes ou métodos de
extracdo mais otimizados, esses compostos bioativos possam atuar de maneira eficaz contra E.
coli, interferindo nesses processos fundamentais para a sobrevivéncia da bacteria.

Portanto, é fundamental que futuras investigacGes explorem diferentes concentragdes
do extrato e outras formas de extracdo para avaliar seu verdadeiro potencial como alternativa

terapéutica.
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3. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que frangos de corte afetados por aerossaculite,
independentemente do grau da lesdo, atuam como reservatérios de cepas de Escherichia coli
com perfil de multirresisténcia a diversas classes de antimicrobianos. Esse achado é
preocupante, pois a resisténcia antimicrobiana em patdgenos de origem animal representa uma
ameaca crescente para a salde publica, ja que essas cepas multirresistentes podem ser
transmitidas para os seres humanos através do consumo de carne contaminada ou do contato
com ambientes de criagdo. O fendmeno da resisténcia antimicrobiana reflete um dos maiores
desafios contemporaneos para a medicina veterinaria e humana, pois limita as opgfes de
tratamento eficazes e pode levar ao aumento da mortalidade e da morbidade em pacientes
infectados por essas cepas.

Em relacdo ao uso do extrato hidroalcotlico de OPN obtido por extracéo assistida por
ultrassom, os resultados indicaram que, nas concentracfes testadas, ndo houve atividade
antimicrobiana contra as cepas de E. coli isoladas dos sacos aéreos dos frangos de corte.
Contudo, a planta possui uma diversidade de compostos bioativos que tém demonstrado
potencial antimicrobiano em outros estudos. Por esse motivo, € imprescindivel que novas
pesquisas sejam realizadas, utilizando diferentes concentracfes do extrato e abordagens
variadas de extragdo, a fim de explorar todo o potencial terapéutico dessa planta.

A resisténcia antimicrobiana ndo € apenas um problema restrito a saide humana ou
animal, mas um desafio global que afeta a sadde Unica, um conceito que reconhece a
interconexao entre a saude dos seres humanos, dos animais e do ambiente. A compreenséo de
como a resisténcia antimicrobiana se propaga entre esses dominios e como novas alternativas
terapéuticas podem ser desenvolvidas para enfrentd-la é crucial para a manutencdo do bem-
estar coletivo. Portanto, a continua investigacdo e desenvolvimento de alternativas terapéuticas
naturais, como a OPN, sdo essenciais ndo s para o controle de infeccBGes, mas também para
reduzir a dependéncia de antibioticos convencionais e mitigar o avan¢o da resisténcia

antimicrobiana, contribuindo para a saude Unica e sustentavel.
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4 ANEXOS

ANEXO 1 - Normas da Revista International Journal of Microbiology
Para autores

Junte-se & nossa comunidade de autores e beneficie-se de:

o Um sistema de submissdo de manuscritos facil de usar, sem requisitos de formatacéo de

manuscritos
o Editores dedicados que sdo ativos em suas comunidades especificas

o Altos padrdes editoriais, garantindo que todos os manuscritos publicados passem por

um processo de revisao por pares aprofundado

e Publicacdo rapida e eficiente com total transparéncia em todas as métricas de publicacédo

e prazos de entrega
« Maior impacto, alcance e visibilidade da sua pesquisa por meio do acesso aberto
e Retencéo de toda a propriedade e direitos autorais de sua pesquisa publicada
Servicos de edicdo de idiomas e autoria

A Wiley Editing Services oferece ajuda especializada na preparacdo de artigos, incluindo

edicdo em inglés, traducdo, formatacdo de manuscritos, ilustracdo de figuras, formatacdo de

figuras e design de resumo gréafico - para que VOcé possa enviar seu manuscrito com confianca.
Submisséo

No momento da submissao, vocé precisara se registrar para obter um Wiley Researcher 1D,
caso ainda ndo tenha um (ndo € necessario criar uma nova conta se voce ja tiver enviado para
um periddico Wiley ou usado a Wiley Online Library). Vocé sera solicitado a enviar seu arquivo
de manuscrito, que sera automaticamente escaneado e exibido para vocé verificar e confirmar
antes do envio. Observe que os detalhes do autor e os e-mails de todos os coautores sdo
necessarios no momento da submissdo. Seu manuscrito serd entdo enviado para avaliacdo
editorial e revisdo por pares. Para obter ajuda técnica, entre em contato

com submissionhelp@wiley.com .

Termos de submissao


https://wileyeditingservices.com/en/article-preparation/?utm_source=wol&utm_medium=backlink&utm_term=ag&utm_content=prep&utm_campaign=prodops
mailto:submissionhelp@wiley.com
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Os manuscritos devem ser submetidos sob o entendimento de que ndo serdo publicados, em
impressdo ou submetidos em outro lugar (com a excecdo de que os artigos podem ser
submetidos a servidores de pré-impressdo). O autor que submete é responsavel por garantir que
a publicacdo do artigo tenha sido aprovada por todos os outros coautores. Também ¢é
responsabilidade do autor que submete garantir que o artigo tenha todas as aprovagoes
institucionais necessarias. Somente um reconhecimento do escritério editorial estabelece
oficialmente a data de recebimento. Outras correspondéncias e provas serdo enviadas ao(s)
autor(es) antes da publicacdo, a menos que indicado de outra forma. E uma condicdo de
submiss@o que os autores permitam a edicdo do manuscrito para legibilidade. Todas as

submissdes estdo vinculadas aos termos de servico do editor.
Revisdo por pares

O periddico segue um modelo de reviséo por pares anonimizado unico, para tipos de artigos

aplicaveis. Informacdes sobre 0 modelo de reviséo por pares podem ser encontradas aqui .
A politica da Wiley sobre a confidencialidade do processo de revisédo esta disponivel aqui .

Todos os artigos enviados estao sujeitos a avaliacdo e revisdo por pares para garantir adequacgéo

editorial e correcdo técnica.

A pesquisa publicada no periddico deve ser:

Cientificamente valido - aderindo aos padrdes de pesquisa aceitos pela comunidade.
e Tecnicamente preciso em seus métodos e resultados.

e Representante de um avanco especifico, ou replicacédo, ou resultado nulo/negativo, que

é digno de publicacéo.

o O mais reproduzivel possivel - compartilhando dados subjacentes, codigo e materiais

de suporte sempre que possivel.

o Eticamente correto e transparente - aderindo as melhores praticas com relacdo a estudos
em animais e humanos, consentimento para publicacdo e declaracédo clara de potenciais

conflitos de interesses, reais e percebidos.


https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/what-is-peer-review/index.html
https://authorservices.wiley.com/Reviewers/journal-reviewers/tools-and-resources/review-confidentiality-policy.html
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No espirito de compartilhar descobertas por meio de nossa missdo de ciéncia aberta, a énfase
ndo é colocada em novidade, interesse ou impacto percebido. Estudos de replicacéo,

particularmente de pesquisas publicadas neste periddico, sdo encorajados.

Para que um artigo seja aceito para publicacéo, o editor designado primeiro considerara se o
manuscrito atende aos padrfes editoriais minimos e se enquadra no escopo do periédico. Se um
artigo for considerado adequado para o periddico, o editor idealmente solicitara pelo menos
dois revisores externos (que permanecerdo anénimos para 0s autores, a menos que optem por
revelar sua identidade assinando o relatério de revisdo) para avaliar o artigo antes de confirmar

a decisdo de aceitar. As decisdes de rejeitar ficam a critério do editor.

Nossa equipe de integridade de pesquisa ocasionalmente buscard aconselhamento fora da
revisdo por pares padrdo, por exemplo, em submissdes com sérias implicacOes éticas, de
seguranca, biosseguranca ou sociais. Podemos consultar especialistas e o editor antes de decidir
sobre acgOes apropriadas, incluindo, mas ndo se limitando a: recrutamento de revisores com
experiéncia especifica, avaliacdo por editores adicionais e recusa em considerar mais uma

submisséo.
EdicOes especiais

EdicGes Especiais estdo sujeitas a uma revisdo extensiva, durante a qual sdo solicitadas
contribuicdes dos Editores do periddico ou do Conselho Editorial para cada proposta. Nosso
processo de aprovacdo inclui uma avaliacdo da justificativa e do escopo do(s) topico(s)
proposto(s) e da expertise dos Editores Convidados, se houver algum envolvido. Os artigos de
EdicGes Especiais devem seguir as mesmas politicas descritas nas Diretrizes do Autor do

periddico.
Artigos do Editor/Conselho Editorial

Artigos escritos por editores ou membros do conselho editorial do titulo sdo enviados a editores
ndo afiliados ao autor ou a instituicdo e monitorados cuidadosamente para garantir que ndo haja

Vi€s na revisao por pares.
Submissdes simultaneas

Para garantir diversidade suficiente dentro da autoria do periddico, os autores serdo limitados a
ter trés manuscritos sob revisdo a qualquer momento. Se um autor ja tiver trés manuscritos sob

revisdo no periddico, ele precisara esperar até que o processo de revisdo de pelo menos um
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desses manuscritos seja concluido antes de enviar outro manuscrito para consideracdo. Esta

politica ndo se aplica a editoriais ou outros tipos de manuscritos ndo revisados por pares.
Taxas de processamento de artigos

O periddico é de acesso aberto. As taxas de processamento de artigos (APCs) permitem que 0
editor disponibilize artigos imediatamente on-line para qualquer pessoa ler e reutilizar apos a

publicacdo.
Pre-impressdes

O periddico aceita artigos publicados anteriormente em servidores de preprint, e ndo considera
que isso comprometa a novidade dos resultados. Artigos baseados em conteudo previamente
tornado publico apenas em um servidor de preprint, repositério institucional ou em uma tese

serdo considerados. O preprint deve ser citado.
Ensaios clinicos

Ao publicar ensaios clinicos, o periddico visa cumprir as recomendacdes do International

Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) sobre registro de ensaios. Portanto, os autores
sdo solicitados a registrar o ensaio clinico apresentado no manuscrito em um registro publico
de ensaios e incluir o nimero de registro do ensaio no final do resumo. Os ensaios devem ser
registrados prospectivamente antes do inicio do recrutamento de pacientes. Onde isso nao tiver
acontecido, o estudo deve ser registrado retrospectivamente, e a data do registro deve ser

claramente declarada no manuscrito.
Pré-inscricao de estudos

Os autores sdo encorajados a indicar se a pesquisa conduzida foi pré-registrada em um registro
institucional independente (por

exemplo, http://clinicaltrials.gov/ , https://www.socialscienceregistry.org/ , http://osf.io/ , http

s://egap.org/reqgistry/ , http://ridie.3ieimpact.org/ ). O pré-registro de estudos envolve registrar

o desenho do estudo, as variaveis e as condi¢des de tratamento antes de conduzir a pesquisa.
Pré-registo de planos de analise

Os autores sdo encorajados a indicar se a pesquisa conduzida foi pré-registrada ou ndo com um
plano de analise em um registro institucional independente (por

exemplo, http://clinicaltrials.gov/ , https://www.socialscienceregistry.org/ , http://osf.io/ , http
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http://clinicaltrials.gov/
https://www.socialscienceregistry.org/
http://osf.io/
https://egap.org/registry/
https://egap.org/registry/
http://ridie.3ieimpact.org/
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https://www.socialscienceregistry.org/
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https://egap.org/registry/
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s:/legap.org/registry/ , http://ridie.3ieimpact.org/ ). O pré-registro de estudos envolve o registro

do desenho do estudo, variaveis e condi¢des de tratamento. Incluir um plano de analise envolve

a especificacdo da sequéncia de analises ou do modelo estatistico que seré relatado.
ORCID

No envio, um ORCID iD deve ser fornecido para o(s) autor(es) que esta(do) enviando. Se vocé

ja tiver um ORCID iD, seré solicitado que vocé o forneca.
Tipos de artigos

O perioddico considerara os seguintes tipos de artigos:
Artigos de pesquisa

Artigos de pesquisa devem apresentar os resultados de um estudo de pesquisa original. Esses
manuscritos devem descrever como o projeto de pesquisa foi conduzido e fornecer uma anélise
completa dos resultados do projeto. Revisdes sistematicas podem ser enviadas como artigos de

pesquisa.
Avaliagdes

Um artigo de revisdo fornece uma visdo geral da literatura publicada em uma area tematica

especifica.
Formatacéo

O manuscrito deve ser um arquivo doc./.docx editavel, incluindo texto e tabelas. Forneca
figuras na maior resolucdo possivel, quer isso signifique que elas estdo incorporadas ou

fornecidas separadamente.

Observacdo: se 0 manuscrito, as figuras ou as tabelas forem dificeis de ler para vocé, também

serdo dificeis para os editores e revisores, e a redacdo os enviara de volta para revisao.
Recomendamos que todos os manuscritos incluam nimeros de linha e sigam a estrutura abaixo:
Informacdes sobre titulo e autoria

As seguintes informacdes devem ser incluidas:

e Titulo do manuscrito


https://egap.org/registry/
http://ridie.3ieimpact.org/
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o Nomes completos dos autores
o Enderecos institucionais completos para correspondéncia
o Enderecos de e-mail

AfiliacGes. O editor permanece neutro em relagéo a reivindicagdes jurisdicionais em afiliagcdes
institucionais. A responsabilidade pelas afilia¢cbes, em ultima analise, cabe ao autor, embora o
editor possa solicitar que sejam feitas alteracdes nos paises listados nas afiliacGes para garantir
a consisténcia em toda a producéo publicada (por motivos de indexacédo e descoberta).

Resumo

O manuscrito deve conter um resumo. O resumo deve ser autocontido, livre de citacfes e ndo

deve exceder 300 palavras.

Introducgédo

Esta secdo deve ser sucinta, sem subtitulos.
Materiais e métodos

A secdo de métodos deve fornecer detalhes suficientes para que outros possam replicar o estudo.
Se vocé tiver mais de um método, use subsec¢des com titulos relevantes, por exemplo, modelos

diferentes, estudos in vitro e in vivo, estatisticas, materiais e reagentes, etc.

O periddico nao tem restricdo de espaco para métodos. Descricdes detalhadas dos métodos
(incluindo protocolos ou descri¢bes de projetos) e algoritmos também podem ser carregadas
como informacdes suplementares ou uma publicacdo anterior que forneca mais detalhes pode
ser citada. Se o método de um artigo anterior for usado, entdo este artigo deve ser citado e
discutido. Se a redacéo for reutilizada de um artigo publicado, entdo isso deve ser observado,
por exemplo, Este estudo usa 0 método de Smith et al. e a descricdo dos métodos reproduz

parcialmente sua redacao [1].

Se um método ou ferramenta for introduzido no estudo, incluindo software, questionarios e
escalas, a licenca sob a qual isso esta disponivel e qualquer requisito para permissao de uso
deve ser declarado. Se um método ou ferramenta existente for usado na pesquisa, 0s autores

sdo responsaveis por verificar a licenca e obter qualquer permissdo necessaria. Se a permissao
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foi necesséria, uma declaragdo confirmando que a permissao foi concedida deve ser incluida na

secdo de materiais e métodos.

Protocolos de publicacdo. Incentivamos autores que descrevem qualquer metodologia, em
particular experimentos baseados em laboratdrio nas ciéncias da vida, mas também protocolos
computacionais e de bioinformatica, a enviar detalhes de seus métodos para_protocols.io . Este
é um site de acesso aberto que permite que pesquisadores registrem seus métodos de forma
estruturada, obtenham um DOI para permitir facil citacdo do protocolo, colaborem com colegas
selecionados, compartilnem seu protocolo privadamente para revisdo por pares do periédico e
optem por tornd-lo publicamente disponivel. Uma vez publicado, o protocolo pode ser
atualizado e citado em outros artigos.

Vocé pode tornar seu protocolo pablico antes da publicacdo do seu artigo, se desejar, 0 que ndo
prejudicard o processo de revisdo por pares do seu artigo e pode permitir que vocé receba
comentarios sobre seus metodos para adapta-los ou melhora-los antes de enviar seu artigo (veja

também a pégina de perguntas frequentes do protocols.io ).

Resultados e discusséo

Esta secdo pode ser dividida em subsecBes ou pode ser combinada.
Texto principal (somente revisdo)

Esta secdo pode ser dividida em subsecBes ou pode ser combinada.
Conclusdes

Isso deve explicar claramente as principais conclusfes do artigo, destacando sua importancia e

relevancia.
Disponibilidade de dados
Os autores devem incluir uma declaracdo de disponibilidade de dados com seu envio.

Ao enviar um manuscrito, os autores que o enviam serdo solicitados a selecionar entre varias
declaragdes pré-escritas ou usar o editor de texto para nos informar sobre a disponibilidade de

dados com relacdo a sua submissao. Revise nossa Politica de Compartilhamento de Dados para

entender qual declaracdo de disponibilidade de dados € a certa para sua submisséo.

Conflitos de interesse


https://www.protocols.io/
https://www.protocols.io/help/faq
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/data-sharing-citation/data-sharing-policy.html
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Os autores devem declarar todos os interesses relevantes que podem ser percebidos como
conflitantes. Os autores devem explicar por que cada interesse pode representar um conflito. Se
ndo houver conflitos, os autores devem declarar isso. Os autores que enviam S30 responsaveis

pelos coautores declararem seus interesses.

Conflitos de interesse (COls, também conhecidos como “interesses concorrentes™) ocorrem
quando questbes fora da pesquisa podem ser razoavelmente percebidas como afetando a
neutralidade ou objetividade do trabalho ou sua avaliacdo. Para mais informacgoes, consulte

nossa politica de ética de publicacdo . Os autores devem declarar todos os interesses potenciais

- independentemente de terem ou ndo tido influéncia - na secdo de conflitos de interesse, que
deve explicar por que o interesse pode ser um conflito. Se ndo houver nenhum, os autores devem
declarar: "O(s) autor(es) declara(m) que ndo ha conflito de interesse em relagédo a publicacao
deste artigo”. Os autores que enviam sdo responsaveis pelos coautores declararem seus
interesses. Conflitos de interesse declarados serdo considerados pelo editor e pelos revisores e

incluidos no artigo publicado.

Os autores devem declarar financiamento atual ou recente (incluindo taxas de processamento
de artigos) e outros pagamentos, bens ou servicos que possam influenciar o trabalho. Todo
financiamento, seja um conflito ou ndo, deve ser declarado na declaracdo de financiamento. O
envolvimento de qualquer pessoa que ndo seja 0s autores que: i) tenha interesse no resultado
do trabalho; ii) seja afiliado a uma organizacao com tal interesse; ou iii) tenha sido empregado
ou pago por um financiador, na encomenda, concepc¢do, planejamento, design, condugdo ou
analise do trabalho, na preparacédo ou edi¢cdo do manuscrito, ou na decisao de publicar deve ser

declarado.

Vocé pode ser solicitado a fazer certas alteragdes em seu manuscrito como resultado de sua
declaracdo. Essas solicitacBes ndo sdo uma acusacdo de impropriedade. O editor ou revisor esta

ajudando vocé a proteger seu trabalho contra potenciais criticas.

Se vocé tiver alguma duvida sobre declarar um potencial conflito, lembre-se de que se ele for
revelado mais tarde - especialmente ap06s a publicacdo - pode causar mais problemas do que
simplesmente declara-lo no momento da submissdo. Conflitos de interesse ndo declarados

podem levar a uma corrigenda ou, nos casos mais sérios, a uma retratacao.

Declaracao de financiamento


https://authorservices.wiley.com/ethics-guidelines/index.html
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Os autores devem declarar como a pesquisa e a publicacdo de seu artigo foram financiadas,
nomeando os 6rgaos de apoio financeiro (por extenso), seguidos dos nimeros de financiamento
associados entre colchetes (se aplicavel), por exemplo: "Este trabalho foi apoiado pelo
Engineering and Physical Sciences Research Council [nimeros de financiamento xxxx, yyyy];
pela National Science Foundation [numero de financiamento zzzz]; e por uma Leverhulme

Trust Research Project Grant™.

Se a pesquisa ndo recebeu financiamento especifico, mas foi realizada como parte do emprego
dos autores, por favor, nomeie esse empregador. Se o financiador estava envolvido na escrita

do manuscrito, edicdo, aprovacdo ou decisdo de publicacdo, por favor, declare isso.
Agradecimentos

Todos os agradecimentos (se houver) devem ser incluidos no final do manuscrito, antes das
referéncias. Qualquer pessoa que tenha feito uma contribuicdo para a pesquisa ou manuscrito,

mas que ndo seja um autor listado, deve ser reconhecida (com sua permisséo).
Referéncias

Os autores podem enviar suas referéncias em qualquer estilo. Se aceitas, elas serdo reformatadas
no estilo Chicago pelo editor. Os autores sdo responsaveis por garantir que as informac6es em
cada referéncia sejam completas e precisas. Todas as referéncias devem ser numeradas
consecutivamente na ordem de sua primeira citacdo. As citacdes de referéncias no texto devem
ser identificadas usando numeros entre colchetes, por exemplo, “conforme discutido por Smith
[9]"; "conforme discutido em outro lugar [9, 10]". Todas as referéncias devem ser citadas dentro

do texto e as referéncias nao citadas serdo removidas.

Padroes de citacdo. Todos os dados, codigos de programa e outros métodos devem ser citados
apropriadamente. Tais materiais devem ser reconhecidos como contribui¢fes intelectuais

originais e receber reconhecimento por meio de citacao.
Formatacdo de data

As datas devem ser escritas por extenso para evitar confusdao com diferentes estilos de datas
totalmente numeradas. Por exemplo, 11/10/2018 pode ser 10 de novembro de 2018 ou 11 de
outubro de 2018, dependendo do leitor, portanto, a data deve ser escrita por extenso. Por
exemplo, a data 1° de setembro de 2018 deve ser usada em vez de 01/09/2018 ou 09/01/2018.
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Unidades de medida

As unidades de medida devem ser apresentadas de forma simples e concisa usando o Sistema
Internacional de Unidades (SI).

Preparacao de figuras

Ap0s a submissdo de um artigo, os autores devem incluir todas as figuras e tabelas no arquivo
do manuscrito. Se o artigo for aceito, os autores serdo solicitados a fornecer os arquivos de
origem das figuras. Cada figura deve ser fornecida em um arquivo eletronico separado. Todas
as figuras devem ser citadas no manuscrito em uma ordem consecutiva. As figuras devem ser
fornecidas em formatos de arte vetorial (lllustrator, EPS, WMF, FreeHand, CorelDraw,
PowerPoint, Excel, etc.) ou formatos de bitmap (Photoshop, TIFF, GIF, JPEG, etc.). As
imagens de bitmap devem ter resolucdo de 300 dpi, no minimo, a menos que a resolucéo seja
definida intencionalmente para um nivel mais baixo por raz0es cientificas. Se uma imagem de

bitmap tiver rotulos, a imagem e os rotulos devem ser incorporados em camadas separadas.

Mapas. O editor permanece neutro em relacdo a reivindicacGes jurisdicionais em mapas
publicados. Por razdes de consisténcia, os autores sdo solicitados a usar mapas padréo aceitos
como base para o desenho de figuras de mapas, por exemplo, usando 0 mapa base padrdo mais
recente da Map Press. A responsabilidade pelos mapas é do autor e é sua responsabilidade
também fornecer quaisquer informacdes de direitos autorais ou licenca ao usar mapas que ndo

sejam de propriedade ou criados pelo autor (por exemplo, Google Maps, etc.)
Preparacéao de tabelas

As tabelas devem ser citadas consecutivamente no texto. Cada tabela deve ter um titulo
descritivo e, se forem fornecidas medidas numéricas, as unidades devem ser incluidas no titulo

da coluna. Nao devem ser usadas regras verticais.

Materiais suplementares sao as partes adicionais de um manuscrito, como arquivos de audio,
videoclipes ou conjuntos de dados que podem ser de interesse dos leitores. Uma secdo intitulada
material suplementar deve ser incluida antes da lista de referéncias com uma descri¢do concisa
para cada arquivo de material suplementar. Os materiais suplementares ndo sdo modificados
por nossa equipe de producdo. Os autores sdo responsaveis por fornecer os arquivos finais de

material suplementar que serdo publicados junto com o artigo.

Provas
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As provas corrigidas devem ser devolvidas ao editor dentro de dois a trés dias do recebimento.

O editor fara todo o possivel para garantir publicagdo rapida.
Direitos autorais e permissoes

Os autores mantém os direitos autorais de seus manuscritos, e todos os artigos de acesso aberto

sdo distribuidos sob os termos da Licenca de Atribuicdo Creative Commons , que permite uso,

distribuicdo e reproducdo irrestritos em qualquer meio, desde que o trabalho original seja
devidamente citado.

O uso de nomes descritivos gerais, nomes comerciais, marcas registradas e assim por diante
nesta publicacdo, mesmo que ndo especificamente identificados, ndo implica que esses nomes
nédo sejam protegidos pelas leis e regulamentos relevantes. O autor que envia é responsavel por
garantir quaisquer permissdes necessarias para a reutilizacdo de materiais protegidos por

direitos autorais incluidos no manuscrito.

Embora os conselhos e informacg6es neste periddico sejam considerados verdadeiros e precisos
na data de sua publicacdo, nem os autores, nem os editores, nem a editora podem aceitar
qualquer responsabilidade legal por quaisquer erros ou omissdes que possam ser cometidos. A
editora ndo oferece nenhuma garantia, expressa ou implicita, com relacdo ao material aqui

contido.
Diretrizes de relatérios

Os autores sao fortemente encorajados a usar diretrizes de relatérios apropriadas ao preparar e
enviar manuscritos, para maximizar a transparéncia e a reprodutibilidade. Nossos editores e
revisores também sdo encorajados a usa-las no processo de revisdo. As listas de verificacdo
concluidas devem ser fornecidas nos arquivos suplementares na submissdo. NOs

particularmente encorajamos 0 uso de:
e« CONSORT para ensaios clinicos randomizados
« TENDENCIA para ensaios ndo randomizados
e PRISMA para revisao sistematica e meta-analises
e CUIDADO para relatos de casos

o STROBE para estudos observacionais


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.consort-statement.org/consort-2010
https://www.cdc.gov/trendstatement/
http://www.prisma-statement.org/
http://www.care-statement.org/resources/checklist
https://www.strobe-statement.org/index.php?id=available-checklists
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o STREGA para estudos de associa¢do genética
e SROR para estudos qualitativos
o STARD para estudos de precisdo diagndéstica
o CHEGUE para experimentos com animais
Diretrizes éticas

Para quaisquer experimentos em humanos, todo o trabalho deve ser conduzido de acordo com

a Declaracdo de Helsinque (1964). Manuscritos que descrevem trabalhos experimentais que

acarretam risco de danos a seres humanos devem incluir uma declaragdo de que o experimento
foi conduzido com a compreensao e consentimento informado por escrito dos seres humanos,

bem como uma declaragdo de que o comité de ética responsavel aprovou os experimentos.

No caso de quaisquer experimentos com animais, 0s autores devem fornecer uma descrigédo
completa de qualquer procedimento anestésico ou cirurgico usado, bem como evidéncias de
que todas as medidas possiveis foram tomadas para evitar o sofrimento animal em cada estagio
do experimento. A aprovacao deve ser obtida do comité de ética relevante/Comité Institucional

de Cuidados e Uso de Animais, quando necessario.

Este periodico usa o software CrossCheck da iThenticate para detectar instancias de

sobreposicao e texto similar em manuscritos submetidos. Leia As 10 principais dicas de ética

de publicacdo da Wiley para autores e Diretrizes de Etica de Publicacdo da Wiley.

Apelacgdes

Os autores podem apelar se acharem que a decisdo de rejeicdo foi baseada em: i) um grande
mal-entendido sobre um aspecto técnico do manuscrito; ou ii) uma falha em entender o avancgo
cientifico mostrado pelo manuscrito. Apelacbes solicitando uma segunda opinido sem
justificativa suficiente ndo serdo consideradas. Para registrar uma apelacdo, entre em contato
com o periddico por e-mail, citando o nimero do seu manuscrito. Apelacdes serdo consideradas

apenas do autor original que enviou 0 manuscrito.

ANEXO 2 - Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal (CEPEEA)


http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/strobe-strega/
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/srqr/
http://www.stard-statement.org/
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/publishing-ethics.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/publishing-ethics.html
https://authorservices.wiley.com/ethics-guidelines/index.html
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