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RESUMO

A piscicultura no Brasil tem apresentado um grande crescimento nos ultimos
anos, relacionado principalmente ao excelente potencial de algumas espécies
cultivadas na producgéo intensiva e na grande aceitacdo destes produtos pelo
mercado consumidor. O aumento e intensificacdo dos sistemas de producao de
peixes demanda cultivo em alta densidade e a adocdo de diferentes
tecnologias de manejos, que por um lado resultam em excelentes ganhos de
produgdo, mas que, por outro, podem submeter os animais a estresse
demandando maior eficiéncia do sistema imune. Com o aparecimento de
diferentes tipos de doencas, 0s piscicultores necessitam cada vez mais utilizar
quimioterapicos e antibidticos para conter o avanco de doengas comuns aos
sistemas intensificados de producdo. Além disso, os antibiéticos sdo usados
como promotores de crescimento, que geram excelentes resultados, mas seu
uso tem sido cada vez mais limitado para este fim, pois 0 uso inadequado ou
indiscriminado pode gerar impacto negativo tanto nos peixes quanto no
ambiente. Diante disto, nos ultimos anos, produtos de origem natural tém sido
estudados quanto a capacidade de estimulacdo do sistema imunoldgico e
controle de principais doencas no cultivo de peixes. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o uso de Artemisia annua, uma planta medicinal
facilmente encontrada no Brasil, como agente antiestresse, imunoestimulante,
promotor de crescimento, antibacteriano e terapéutico. A utilizacdo da
formulacdo de racdo contendo suplementacdo com extrato alcodlico de A.
annua proporciona melhoria na conversdo alimentar, maior crescimento,
melhora do sistema imune e minimiza a resposta ao estresse dos peixes de
cultivo, melhorando a resisténcia frente as principais bactérias que acometem a
espécie. Além disso, componentes bioativos do extrato e fracdes alcodlicas de
A. annua apresentam potencial eficacia para inibir o crescimento e eliminar
Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare,
e podem ser aplicados no tratamento de infeccfes bacterianas. Os resultados
deste estudo contribuem com o desenvolvimento de bioprodutos para 0 uso na
piscicultura, colaborando com o fortalecimento e a consolidacédo da producéo,
de grande importancia econdmica. Portanto, espera-se com os resultados
gerados contribuir para reducdo das perdas econdmicas em decorréncia de
altas taxas de mortalidade na piscicultura resultantes de doencas e evitar a
dependéncia da utilizacdo de quimioterapicos e antibioticos sintéticos.

Palavras-chave: Aditivos naturais; Extrato alcodlico; Artemisinina; Bactérias
patogénicas de peixes; Imunoestimulantes fitoterapicos; Promotor de
crescimento



ABSTRACT

Fish farming in Brazil has shown great growth in recent years, mainly related to
the excellent potential of some species grown in intensive production and the
great acceptance of these products by the consumer market. The increase and
intensification of fish production systems requires high-density cultivation and
the adoption of different management technologies, which on the one hand
result in excellent production gains, but which, on the other hand, can subject
animals to stress demanding greater efficiency of the immune system. With the
appearance of different types of diseases, fish farmers increasingly need to use
chemotherapy and antibiotics to stem the spread of diseases common to
intensified production systems. In addition, antibiotics are used as growth
promoters, which generate excellent results, but their use has been increasingly
limited for this purpose, as inappropriate or indiscriminate use can have a
negative impact on both fish and the environment. In view of this, in recent
years, products of natural origin have been studied for their ability to stimulate
the immune system and control the main diseases in fish farming. Thus, the
objective of this work was to evaluate the use of Artemisia annua, a medicinal
plant easily found in Brazil, as an anti-stress agent, immunostimulant, growth
promoter, antibacterial and therapeutic. The use of a feed formulation
containing supplementation with alcoholic extract of A. annua improves feed
conversion, increases growth, improves the immune system and minimizes the
stress response of farmed fish, improving resistance to the main bacteria that
affect the species. Also, bioactive components of the extract and alcoholic
fractions of A. annua have the potential to inhibit growth and eliminate
Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae and Flavobacterium
columnare, and can be applied in the treatment of bacterial infections. The
results of this study contribute to the development of bioproducts for use in fish
farming, collaborating with the strengthening and consolidation of production, of
great economic importance. Therefore, it is hoped with the results generated
contribute to the reduction of economic losses due to high mortality rates in fish
farming resulting from diseases and to avoid dependence on the use of
chemotherapeutic agents and synthetic antibiotics.

Keywords: Natural additives; Alcohol extract; Artemisinin; Fish pathogenic
bacteria; Herbal immunostimulants; Growth promoter
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1. Considerag0es gerais

O crescimento da piscicultura no Brasil esta relacionado a intensificagédo
da producdo, que preconiza sistemas com altas densidades de estocagem,
fornecimento de altas quantidades de racéo e diferentes tipos de manejos, que
séo criticos para 0 aumento e/ou ocorréncia de doencgas e infecgdes nos peixes
(CYRINO et al., 2010). Como estratégia para minimizar as perdas por doencas
bacterianas, antibidticos como o florfenicol, a acriflavina, a oxitetraciclina, o
cloranfenicol, os inseticidas benzoiluréia diflubenzuron (dimilin) e o triflumuron,
e quimioterdpicos como os organofosforados, como por exemplo a alsystin
(malation), o neguvon (triclorfon) e o folidol (metil-paration) tém sido
amplamente utilizados para controlar agentes infecciosos, podendo ser
adicionados a racdo ou diretamente na agua (LOPES et al., 2005; BELEM-
COSTA & CYRINO, 2006). A suplementacao alimentar com antibiéticos tem
sido usada como promotora de crescimento e gera excelentes resultados para
melhorar o crescimento e a eficiéncia alimentar dos peixes (Reda et al., 2013;
HE et al., 2017), mas seu uso tem sido cada vez mais limitado para este fim.

Na producédo animal hd uma forte tendéncia mundial quanto a limitacdo e
proibicdo da suplementacdo de determinadas classes de antibidticos e
quimioterapicos. Estes compostos, quando utilizados em dosagens
subterapéuticas, com uso prolongado ou constante, podem proporcionar
resisténcia de bactérias patogénicas, ocasionando riscos consideraveis ao
animal e principalmente para a saude humana (YOUSEFIAN & AMIRI, 2009).
Além disso, a utilizacdo inadequada desses produtos pode ocasionar
mutagénese e carcinogénese, acumulo de residuos em 6érgdos e tecidos
humanos e de animais, assim como gerar poluentes ao ambiente (MENTEN,
2001; MOTA et al., 2005).

Em funcdo dos problemas relatados anteriormente, a Unido Europeia
baniu o emprego de varios antibioticos e quimioterapicos na alimentacdo
animal (CASEWELL et al., 2003). Além disso, existe 0 apelo dos consumidores
conscientes pela qualidade alimentar, preocupados em consumir produtos
livres de terapéuticos sintéticos e produtos quimicos (BOSCOLO et al., 2012).

Dessa forma, os medicamentos fitoterapicos tém recebido atencdo especial na
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producdo animal, destacando-se a utilizacdo de produtos naturais que tenham
atividade antimicrobiana contra agentes patogénicos em suinos e aves,
podendo ser também uma excelente estratégia para a piscicultura.

A producgdo de peixes exige um maior controle, com fornecimento de
dietas balanceadas e melhoria nas condi¢cdes de saude. O uso de principios
ativos extraidos de plantas € uma alternativa para melhorar o sistema imune
destes animais, reduzindo problemas com estresse e surgimento de doencas
(RINGO et al, 2010). Portanto, pesquisas nessa area precisam ser
incentivadas, principalmente com espécies que possuem grande importancia
econbmica como a tilapia. Varios estudos tém mostrado a eficiéncia de
algumas plantas na estimulacdo de respostas imunolédgicas e protecdo contra
infestacdo bacteriana em varias espécies de peixes (YIN et al., 2009;
ZANUZZO et al., 2012; ZANUZZO et al.,, 2017). Neste sentido, o presente
projeto de pesquisa focou no desenvolvimento de tecnologia para o
aproveitamento sustentdvel da biodiversidade de produtos vegetais e na
geracdo de bioprodutos (farmacos, fitoterapicos, etc.) com aplicacdo na
piscicultura.

O desenvolvimento da aquicultura depende de um numero grande de
fatores, entre eles a tomada de decisdo sobre o tipo de farmaco a ser
empregado e dos possiveis riscos para a saude ambiental e do consumidor.
Assim, sdo necessarios estudos que demonstrem a sua eficécia, a toxicidade e
0s possiveis efeitos sobre os organismos de criacdo a serem expostos aos
fitoterapicos. Diante disto, é fundamental que se estabelecam dados sobre
bases fisiol6gicas dos peixes expostos a estes farmacos, para melhor
compreensao das respostas que interferem na salde do animal, além de
medidas para proporcionar bem-estar e menor impacto ambiental da atividade.

No desenvolvimento de bioprodutos, plantas com propriedades
medicinais que possam ser usadas para evitar perdas de produtividade em
piscicultura devem ser estudadas para avaliar seu amplo espectro de acao
(acdo antibacteriana, redutores de estresse, moduladores do sistema
imunoldgico, promotores de crescimento e terapéuticos) para testar sua
eficacia, elaborar métodos para otimizar seu uso e oferecer ao mercado. Os
patdogenos tém mostrado impactos notaveis na aquicultura em todo o mundo,
incluindo perdas de aproximadamente 20% da produc&o (SITJA-BOBADILLA &



12

OIDTMANN, 2017). Portanto, é necessario testar a eficacia de produtos
inovadores, ecologicamente corretos, que possam combater as doencas
bacterianas, melhorar a resisténcia imunolégica, o desempenho de crescimento
e reduzir o estresse dos peixes cultivados, melhorando, assim, a produtividade
crescente e a sustentabilidade da industria de aquicultura, evitando a

dependéncia da utilizacdo de quimioterapicos e antibioticos sintéticos.

2.0bjetivos

O objetivo desta tese foi avaliar se a planta Artemisia annua € um
agente alternativo promissor para melhorar a producéo e o controle de doencas
bacterianas em peixes cultivados. Avaliamos a atividade antibacteriana in vitro
do extrato alcodlico de A. annua e seus componentes bioativos contra
Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare,
as principais bactérias que afetam a piscicultura. A espécie selecionada para
estudo in vivo foi a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), segunda espécie de
peixe mais cultivada no mundo. Avaliamos os efeitos da suplementacéo
dietética do extrato alcodlico de A. annua no desempenho de crescimento e
histomorfometria do intestino, nos indicadores de estresse, hematologicos,
imunolégicos e resisténcia da tilapia do Nilo frente a um desafio bacteriano com
A. hydrophila. Além disso, um método analitico para quantificar a artemisinina
(principal componente ativo de A. annua) em musculos de tilapia foi
desenvolvido e validado. Para atingir tais metas, foram estabelecidos 4

objetivos especificos:

1) Avaliar se a artemisinina comercial, o extrato alcodlico de A. annua e
seus componentes bioativos possuem acdo antibacteriana contra Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare, as principais

bactérias que afetam os peixes de cultivo.

2) Testar se a suplementacdo dietética com extrato alcodlico de A.
annua melhora os parametros hematoldgicos, de estresse, imunolégicos e
estresse oxidativo de juvenis de tilapia do Nilo e aumenta a resisténcia a

doencas quando peixes sdo expostos a A. hydrophila.
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3) Avaliar se a suplementacdo dietética com extrato alcodlico de A.
annua melhora o desempenho de crescimento e a morfologia intestinal da

tilapia do Nilo.

4) Desenvolver e validar um método analitico para quantificar a
artemisinina em musculos de tilapia seguindo as diretrizes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Diretriz da Comunidade

Europeia para avaliacdo do potencial acimulo de residuos de medicamentos.

O trabalho esta dividido em seis capitulos: Capitulo 1, onde é feita uma
introducéo geral aos diferentes topicos abordados na tese; os capitulos 2 a 5
apresentam os resultados estruturados em artigos cientificos e o capitulo 6
apresenta as conclusdes obtidas. A descricdo de cada capitulo estd resumida

abaixo:

Capitulo 1: Introducdo geral: contextualizacdo do trabalho que

descreve 0 estresse em peixes cultivados imposto pela producdo e suas
mudancas fisiolégicas para lidar com os desafios, o uso de fitoterapicos na
aquicultura e da planta A. annua, além da espécie de peixe em estudo, tilapia
do Nilo.

Capitulo 2: Atividade antibacteriana in vitro do extrato alcodlico de

Artemisia annua e suas fracOes bioativas contra patbgenos de peixes: Neste

estudo, o efeito antibacteriano in vitro da Artemisia annua e seus componentes
bioativos foram avaliados contra as principais bactérias que afetam a
piscicultura: Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium
columnare. Os indicadores avaliados foram concentracdo inibitoria minima
(MIC) e concentracdo bactericida minima (MBC). Este estudo foi publicado

como short communication na Aquaculture Research.

Capitulo 3: Efeitos do extrato alcodlico de Artemisia annua na fisiologia

e imunidade inata da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) para melhorar o

estado de saude: Neste capitulo, o efeito da suplementagdo de extrato

alcodlico de A. annua foi estudado em juvenis de tilapia do Nilo. Os indicadores
avaliados foram os niveis plasmaticos de glicose e cortisol, atividade

respiratoria dos leucdcitos, proteina plasmatica total, niveis de lisozima sérica,
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bem como o numero de hemacias e leucocitos circulantes no sangue de peixes
ao final dos 30 dias de alimentacéo (fase I) e 24h apds exposicdo a bactérias
A. hydrophila (fase Il). Os niveis de peroxidacao lipidica, atividade da catalase
e glutationa S-transferase no figado dos peixes também foram analisados. Este

estudo foi publicado na Fish and Shellfish Immunology.

Capitulo 4: Eficiéncia do extrato alcodlico de Artemisia_annua no

desempenho e morfologia intestinal da tilapia do Nilo: Nesta etapa foi estudado

o efeito da suplementacéo de extrato alcodlico de A. annua no desempenho de
crescimento e morfologia intestinal de juvenis de tilapia do Nilo. Foram
avaliados o ganho de peso, a taxa de crescimento especifico, a taxa de
conversado alimentar, a taxa de eficiéncia de proteina, o perimetro, a altura e a
espessura das vilosidades intestinais, profundidade das criptas, relacéo
vilosidade:cripta e o numero de células caliciformes por vilosidade.

Capitulo 5: Desenvolvimento de método para determinacdo de

artemisinina  em musculo de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) por

QUEChERS modificado combinado com microextracdo liguido-liquido

dispersiva e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta

resolucdo: Neste trabalho um método analitico para quantificar a artemisinina
em musculos de tilapia foi desenvolvida e validado, com resultados confiaveis e

baixo consumo de solventes e reagentes.

Capitulo 6: Consideracdes finais: Este capitulo discute os resultados

obtidos ao longo de toda a tese de forma integrativa e resume 0s principais

destaques do trabalho.



15

3. Revisao de Literatura

3.1. Estresse em peixes

O estresse pode ser definido como uma cascata de eventos fisiol6gicos
gue ocorre quando um organismo tenta recuperar a homeostase diante de um
perigo identificado, uma condicdo em que o equilibrio do organismo é
perturbado e as subsequentes alteragcbes neurais, hormonais, metabdlicas,
ibnicas e imunoldgicas (WENDEELAR-BONGA, 1997; DE FARIA et al., 2021).
Os peixes sdo animais ectotérmicos e de vida aquatica, como outros animais,
sdo constantemente e regularmente submetidos a mudancas ambientais
externas e internas, com as quais enfrentam constantes desafios, que vao
desde os aspectos fisico-quimicos da &gua, conflitos entre os animais
dominantes dentro da populagéo / conflitos sociais, entre outros (URBINATI et
al., 2020). Na aquicultura, estas condi¢cdes sdo somadas as condicdes impostas
pela producdo, como, por exemplo, manejo, transporte e altas densidades de
estocagem que, dependendo de sua origem, intensidade e duragdo, superam
sua capacidade de tolerancia, ameacando sua saude, bem-estar e
sobrevivéncia, podendo levar ao aparecimento de doencas e mortalidade de
lotes inteiros, gerando perdas econdémicas significativas (RAHMAN et al., 2001;
BEN HAMED et al., 2018; URBINATI et al., 2020).

Para garantir a sobrevivéncia, 0s peixes precisam encontrar meios de
lidar com estes desafios para superar as situacdes desfavoraveis. As
mudancas fisiologicas, hematoldgicas, imunoldgicas e comportamentais
desencadeadas quando o peixe reage a desafios sdo comumente referidos
como respostas ao estresse (YADA & TORT, 2016; URBINATI et al., 2020). As
respostas de estresse sdo divididas em trés categorias: primaria, secundaria e
terciaria (MAZEAUD et al.,, 1977; WEDEMEYER & MCLEAY, 1981). As
hormonais séo as respostas primarias, mudancas nos parametros fisiolégicos e
bioquimicos s@o as secundarias e as terciarias sdo o comprometimento do
crescimento e aumento de doencas. Os indicadores mais utilizados na
avaliacdo do estresse, séo o cortisol plasmaticos (resposta primaria) e a glicose
(resposta secundaria) (ROBERTSON et al., 1987; BARTON, 2000).

Os parametros que constituem o eritrograma, em especial o numero de

eritrocitos e a concentracdo de hemoglobina, sdo respostas secundarias que
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refletem a capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue, evidenciando a
exigéncia de energia do animal em situacdo adversa (HOUSTON, 1997). A
elevacao dos niveis de glicose plasmética e cortisol indicam a condi¢cdo de
estresse e a necessidade de energia para suportar a situacdo desfavoravel.
Este aumento tem origem glicogenolitica proveniente da acdo dos
corticosterodides e catecolaminas, um indicador confiavel de estresse em peixes
(MOMMSEN et al., 1999). Elevadas concentracdes de cortisol podem causar
gliconeogénese e glicogendlise no figado, que resulta em hiperglicemia e ajuda
a satisfazer este aumento na demanda de energia, durante o0 estresse,
permitindo que o organismo reaja ao agente estressor (IWAMA, 1998).

Como os eritrécitos sdo constituintes da série vermelha sanguinea e
contém hemoglobina, cuja funcao € o transporte de oxigénio das branquias até
os tecidos, qualquer deficiéncia em numero ou forma dos eritrcitos pode
comprometer a oxigenacado nos tecidos (RANZANI-PAIVA et al., 2004). Porém,
ao diminuir o numero de eritrocitos em conjunto com o aumento do seu volume
resulta em uma espécie de compensacdo para o transporte de Oz pela
hemoglobina (TAVARES-DIAS, 2002). O hematdcrito representa o percentual
de globulos vermelhos em relacdo ao volume de sangue correspondente, e seu
aumento pode ser relacionado a condicbes estressantes, entre outros
(BARTON, 2000; BRANDAO et al., 2006). Esse parametro pode, em parte,
revelar o nivel de estresse a que 0s peixes estdo submetidos, embora possa
variar na presenca de diferentes agentes estressantes (MARTINS et al., 2002),
tais como os manejos de producédo, doencas, alteracdes ambientais e desafios,
podendo indicar a condicdo fisiolégica do peixe quando em determinada
condicao ambiental. Estas avaliacdes podem, da mesma forma, ser Gteis para
monitorar a saude dos peixes (CLAUSS et al., 2008). Como as alteracdes
hematoldgicas provocadas por estressores ja estdo bem documentadas em
peixes, a hematologia tornou-se uma ferramenta Gtil no diagnéstico de
perturbacdes homeostaticas (DE PAIVA et al., 2013).
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3.2. Estresse e imunidade

Durante a fase inicial de resposta ao estresse, respostas agudas em
peixes podem estimular respostas imunoldgicas e aumentar a imunidade inata,
que esta relacionada a liberacdo de catecolaminas (CHADZINSKAET al., 2012),
engquanto que, condicdes de estresse mais prolongadas (estresse cronico) pode
impor uma sobrecarga aos peixes, 0 que compromete sua funcédo imunolégica
e reduz a imunocompeténcia (DHABHAR, 2000; FAST et al., 2008). A fase de
ativacdo do sistema imunolégico esta relacionada a rapida producdo de
proteinas de fase aguda e a liberacdo de citocinas, horménios e peptideos
(URBINATI et al., 2020). Ja4 os efeitos imunossupressores do estresse sao
principalmente associados a acdo de corticosteroides do eixo hipotalamo-
hipofise-interrenal (URBINATI et al.,, 2020). Altos niveis de cortisol e
catecolaminas circulante estdo associados a imunossupressao em peixes, que
afetam o metabolismo e varios processos celulares, incluindo a imunidade
(TORT, 2011). A atividade da lisozima, PPT, atividade respiratérias dos
leucécitos e a contagem total e diferencial de células sdo alguns dos
parametros imunes inatos importantes e muitas vezes tém sido usados como
indicadores de resposta ao estresse aquatico, resisténcia a doencas e para
avaliar o efeito de substancias imunomoduladoras em peixes cultivados
(KIRON, 2012; NEWAJ-FYZUL & AUSTIN, 2015, VAN HAI, 2015, Sitjja-
Bobadilla, & Oidtmann, 2017).

O nivel ou atividade da lisozima é um indice importante da imunidade
inata, amplamente utilizada como um indicador imunolégico humoral em peixes
(JIN et al., 2013; LI et al.,, 2012; YUNIS-AGUINAGA et al., 2016). Esta bem
documentado que a lisozima no peixe possui atividade litica contra bactérias
Gram-positivas e bactérias Gram-negativas, tem atividade opsoénica, ativa o
sistema complemento e os fagécitos, estd presente no muco, tecido linféide,
plasma e outros fluidos corporais de peixes (SAURABH & SAHOO, 2008). Um
parametro complementar importante da imunidade € a proteina plasmatica total
(PPT), um aumento em PPT indica melhor imunidade, pois a lisozima e os
fatores complementares representam uma fracdo da proteina plasmatica total
(HABIG et al., 1974).

Um dos mecanismos mais importantes de defesa dos peixes € a

fagocitose e algumas células sao capazes de destruir particulas invasoras além
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de processa-las e introduzi-las nas células especificas que irdo promover a
producdo de imunoglobulinas (Neumann et al., 2000b). Mondécitos, macrofagos
e neutréfilos sdo fagocitos profissionais; no entanto, outras células podem
realizar a fagocitose, de modo que a célula requer a deteccdo da particula
estranha por meio de receptores de membrana. As citocinas, sinais
moleculares da inflamacédo, séo liberadas por esses fagocitos no local da
inflamacé&o pelo tecido lesado de modo a promover quimiotaxia e mobilizagéo
dos fagocitos (STUART & EZEKOWITZ, 2005; MATHIAS et al., 2009). Os
fagdcitos sédo cruciais na defesa do peixe contra microorganismos invasores
através da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a medicédo da
producdo de ROS pelos fagdcitos é de fundamental importancia para investigar
as consequéncias fisioldgicas resultantes dos mecanismos celulares que levam
ao burst oxidativo (Abreu et al., 2009, Biller-Takahashi et al., 2013).

3.3. Sistema oxidativo / antioxidante

O sistema imunolégico inato dos peixes apresenta mecanismos de
defesa mediados por células e fatores humorais (SECOMBES & WANG 2012),
sendo ambos processos demandantes de energia, impondo uma sobrecarga
metabdlica nos mecanismos de producao de energia celular, bem como nas
respostas gerais ao estresse (MOMMSEN et al. 1999), que pode afetar o
equilibrio redox celular, causando dano oxidativo (DE FARIA et al., 2021). O
estresse oxidativo nos sistemas bioldgicos, quando ndo reparados ou evitados,
alteram a funcionalidade das células, tecidos e 6rgaos, e podem culminar em
danos irreversiveis, podendo levar o organismo a morte (SALVI et al., 2001;
VALAVANIDIS, 2006).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species) é principalmente um subproduto da respiracdo mitocondrial que
suporta processos metabdlicos basicos. No entanto, quando a producdo de
ROS excede 0s mecanismos antioxidantes naturais, pode causar danos
oxidativos a moléculas como carboidratos, acidos nucléicos, proteinas e lipidios
(NIMSE E PAL 2015, DE FARIA et al., 2021). Os efeitos nos processos de
infeccdo podem ter tanto aspectos benéficos como patologicos, dependendo da
guantidade e lugar de producdo. O aumento da producdo de ROS apés a

administracdo de pro-oxidantes, que sao direcionados contra o0 agente
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infeccioso, é capaz de inibir a infec¢do tanto in vitro como in vivo (CARMO et
al., 2018). Entretanto, as ROS podem estar também envolvidas em alteracdes
patolégicas no tecido do hospedeiro. A artemisinina, principal componente ativo
de A. annua (JESSING et al.,, 2014) e seus derivados sdo consideradas
substancias pro-oxidantes, que induzem stress oxidativo através da criacdo de
espécies reativas de oxigénio ou atraves da inibicdo dos sistemas antioxidantes
(POSTMA et al., 1996), dai a importancia de se estudar o seu potencial em
proporcionar estresse oxidativo nos organismos em estudo.

O figado € o principal 6rgdo de desintoxicacdo do organismo e apresenta
alta atividade enzimética. O principal sistema enzimatico responsavel por este
processo é o citocromo P450 (CYPs), sdo hemeproteinas capazes de catalisar
a oxidagdo de uma grande diversidade de moléculas organicas (ROCHA-E-
SILVA et al.,, 2001). CYPs sdo as que apresentam maior versatilidade em
termos cataliticos e sdo também as principais enzimas responsaveis pela
desintoxicacao e ativacdo metabdlica de xenobidticos (ROCHA-E-SILVA et al.,
2004). Acredita-se que qualquer molécula organica hidrofébica, seja ela
farmaco ou produto natural, possa ser substrato para uma ou outra enzima
citocromo P450 (ROCHA-E-SILVA et al., 2001; ROCHA-E-SILVA et al., 2004).
Estas enzimas desempenham, portanto, importante papel na carcinogénese
quimica (ativacdo metabdlica de pro-carcinégenos e desintoxicacdo de
carcindgenos), e sado determinantes também da tolerancia a farmacos
(Parkinson, 2001; Werck- Reichhart & Feyereisen, 2000; Mostafa et al., 1990;
Guengerich, 1994). Os tipos e a quantidade de citocromo P450 variam de
acordo com a espécie, o 6rgado, a idade, a saude, o sexo, 0 estresse e a
exposicdo a substancias quimicas (GIBSON & SKETT, 1994). O tecido
hepatico recebe alto aporte de sangue e € um dos primeiros 6rgaos a ser
afetado. Assim, diversos trabalhos tém buscado avaliar os danos hepaticos
relacionados ao estresse oxidativo envolvidos nestes processos (DE FARIA et
al., 2021).

Parte do sistema de defesa antioxidante é composto por enzimas
antioxidantes. Um conjunto de enzimas tem sido estudado em organismos
animais como potenciais indicadores de defesa antioxidante contra estressores
e em peixes vém sendo utilizados como indicadores de estresse. No entanto, a

relacdo entre as respostas gerais ao estresse, 0 sistema imunoldgico e o
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sistema oxidativo celular ainda ndo estdo claras em peixes. As evidéncias
indicam que o cortisol tem um papel bifasico na mediacdo do sistema oxidativo
(DE FARIA et al.,, 2021). A superoxidodismutase (SOD) é considerada a
primeira linha de defesa enzimatica contra a toxicidade do radical superéxido e
encontra-se distribuida por todos os eucariotos (LEITCH et al., 2009). A sua
atividade consiste na reacdo de dismutacéo do radical superéxido (Oz:) em H20
e H20:2. A catalase (CAT) é a enzima responséavel pela remocéo do peréxido de
hidrogénio, o qual é convertido em Oz e 4gua (VANDER DER OOST et al.,
2003).
2H202 —mmmse > 2H20 + O2

Essa remocgdo € importante para evitar o aparecimento do radical
altamente reativo OH, que pode causar sérios danos ao DNA, enzimas e
membranas (COGO et al., 2009). A glutationaperoxidase (GPx) é uma das
enzimas chave para a manutencéao do equilibrio redox do organismo, modulam
a producdo de radicais livres, evitando a peroxidacdo lipidica e mantendo a
estrutura e fungcdo das membranas celulares (NIMSE & PAL, 2015). Sendo
assim, uma alta atividade desta enzima pode conferir uma protecéo mais eficaz
contra peréxidos gerados em condi¢cdes oxidantes (PASCUAL et al., 2003). A
glutationatransferase (GST), além de ser considerada uma enzima antioxidante,
é responsavel pela detoxificacdo e eliminacdo de compostos eletrofilicos. Sua
estimulacdo envolve reacbes de conjugacdo na presenca de glutationa
(JONSSON et al., 2002). Glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina), existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos
importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecao celular.
Em particular, problemas na sintese e metabolismo da glutationa estéo
associados a dano oxidativo nos quais os niveis de glutationa e das enzimas
que atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativos no
diagnéstico de estresse e infeccoes em peixes (NAKANO et al., 1992;
SRIKANTH et al., 2013; DE FARIA et al., 2021).

A atividade enzimatica antioxidantes é um dos mais importantes
parametros bioquimicos afetados sob estresse (DE FARIA et al., 2021).
Quando um ¢6rgéo € afetado, a atividade enzimatica pode ser aumentada ou

pode ser inibida, e 0 aumento ou diminuicdo de seu nivel pode ser suficiente
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para fornecer informacfes do sistema de defesa antioxidante em peixes,
(VALARMATHI & AZARIAH, 2003; DE FARIA et al., 2021).

3.4. Fitoterapicos: principios ativos extraidos de plantas com potencial de
uso na aquicultura

O uso de antibitticos e quimioterapicos na aquicultura podem apresentar
riscos para segurancga alimentar e para os consumidores (HEUER et al., 2009;
LOVE et al., 2011), bem como causar efeitos deletérios sobre os ecossistemas
aquaticos (TAVECHIO et al., 2009). Como alternativa, as plantas medicinais
vém sendo estudadas, pois apresentam ampla atividade antiparasitéria,
antibacteriana e antifingica sobre os animais e seres humanos (SILVA &
FERNANDES, 2010), € uma estratégia emergente para melhorar a saude e o
sistema imunolégico de peixes -cultivados, o que pode ter beneficios
substanciais para a industria da aquicultura (CITARASU, 2010;
HARIKRISHNAN et al., 2011; BAIRWA et al., 2012; VASEEHARAN & THAYA
2014; REVERTER et al.; 2014; HAI, 2015; BULFON et al., 2015; AWAD &
AWAAD 2017). Plantas com propriedades imunoestimulantes tém propriedades
capazes de estimular o sistema imune por conferirem um aumento na atividade
das células fagocitarias, na producéo de lisossomos e anticorpos, diminuirem o
estresse do manejo reduzindo, assim, as perdas causadas pelas doencas
(SAKAI, 1999; CHITMANAT, 2002; GALINA et al., 2009; CITARASU, 2010;
WANG et al., 2017).

E crescente o interesse na aquicultura por medicamentos a base de
plantas, devido ao continuo estresse a que 0S peixes estdo expostos nos
sistemas de producdo, sendo 0 seu uso interessante para reduzir danos
relacionados ao manejo, além de ser uma opcdo de medida profilatica
(VOLPATTI et al., 1998; WANG et al. 2017). Os produtos de origem natural
podem beneficiar a aquicultura, principalmente nas fases iniciais de cultivo
(producdo), quando os peixes estdo mais susceptiveis a doengas (PORTZ,
2006), proporcionando maior sustentabilidade para o cultivo de peixes,
reduzindo os riscos ambientais, contribuindo para o controle de doencas e,

consequentemente, evitar a mortalidade e perdas econdmicas.
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Algumas plantas apresentam potencial imunoestimulante e eficacia
comprovada na prevencao e controle de parasitoses na piscicultura e acredita-
se gue 0s extratos vegetais possam causar um desenvolvimento lento de
resisténcia, serem direcionados a espécies-alvo, serem facilmente
biodegradaveis, diminuirem amplamente a emissdo de residuos e,
consequentemente, serem inofensivos ao ambiente (CHAGAS, 2004; HAI,
2015; BULFON et al., 2015; WANG et al., 2017). Existe a possibilidade de que
a toxicidade dos extratos vegetais ocorra em concentracdes bastante elevadas
e/ou exposicdo prolongada, dependendo da espécie de peixe em questio.
Dessa forma, a toxicidade deve ser um parametro testado durante a verificacédo
da eficacia de fitoterapicos.

A utilizacdo de compostos bioativos de plantas pode apresentar alto
indice de sucesso contra patdgenos importantes na piscicultura, sendo de baixo
custo e de minimo impacto ambiental (EKANEM & BRISIBE, 2010; WU et al.,
2016; LIEKE et al. 2019). Desta forma, desenvolver pesquisas de avaliacdo da
eficacia de extrato de plantas em apoio ao desenvolvimento de tecnologias que
dao suporte a producdo sustentavel é de extrema importancia para a

aquicultura.

3.5. Artemisia annua

Entre as diversas plantas pesquisadas na atualidade, a Artemisia annua
se destaca como uma das potenciais solucdes para auxiliar no controle
parasitario dos animais de producdo (HASHEMINIA et al., 2011). Popularmente
conhecida no Brasil como Artemisia, € uma planta de origem chinesa, cultivada
por determinados centros de pesquisa nacionais brasileiros, como o Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA), da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp, Divisdo de agrotecnologia). Em
alguns paises, € utilizada no tratamento, em humanos, de enfermidades como
malaria, hepatite, hipertensao, ictericia, inflamacdes e infec¢cdes fangicas,
bacterianas e virais (RUSTAIYAN & MASOUDI, 2011). Esta planta medicinal €
a unica fonte de artemisinina, que € recomendada pela Organizacdo Mundial
da Saude para o tratamento da malaria (WHO, 2012). A artemisinina é
preparada por extracdo em grande escala da Artemisia annua (absinto doce) e

derivados como artemeter, artesunato, arteeter e diidroartemisinina sao
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preparados semissinteticamente a partir do extrato purificado (BECKER et al.,
2004). A artemisinina € uma lactona sesquiterpénica com um novo heterociclo
1,2,4-trioxano, a porcdo endoperoxido € uma caracteristica essencial da
artemisinina e seus derivados ativos (BECKER et al., 2004).

A artemisinina destréi as células de organismos parasitas através da
geracdo de radicais livres a base de oxigénio altamente reativas ou
intermediarios eletrofilicos, por alquilacdo e oxidagcdo de proteinas e lipidos de
membranas do parasita, bem como a inativagdo de proteinas de canal
(BECKER et al.,, 2004). Foi demonstrado que o efeito da artemisinina €
mediado através da ruptura do potencial de membrana, interagindo com a
cadeia de transporte de elétron na membrana mitocondrial, resultando em
danos dos radicais livres e mitocondrias disfuncionais (LI et al., 2005).

Varios trabalhos tem demonstrado a eficacia da artemisinina contra
parasitas em humanos, aves e pequenos ruminantes (ALLEN 1997; BRISIBE et
al. 2008). Entretanto, Ekanem & Brisibe (2010) descreveram o primeiro trabalho
sobre a sua eficiéncia contra parasitas de peixes e afirmaram que a aplicagcéao
de artemisinina (em banhos) reduziu a carga parasitaria nos peixes, sendo que,
em alguns casos, foi possivel eliminar completamente os parasitas.

A eficécia da suplementacédo alimentar de Artemisia annua em peixes foi
confirmada por Wu et al. (2016). Estes autores mostraram que a administracéo
oral com A. annua pode ser usada como uma estratégia potencial para o
controle de infeccdo e aumentar a sobrevivéncia de peixes apds o parasitismo
por Ichthyophthirius multifilis. Entretanto, os efeitos da suplementacdo de A.
annua na fisiologia do estresse e sistema imune inato de peixes cultivados nao
séo conhecidos.

A A. annua produz diversos metabdlitos secundarios, como as
cumarinas, terpenos, fenodlicos (flavondides e taninos), entre outros (BRISIBE
et al., 2009). As cumarinas possuem acao anti-inflamatéria, anticancerigena
(MANJUNATHA et al., 2011), e entre os compostos fenolicos englobam um
grande grupo de compostos ativos que possuem alto potencial de atividade
antioxidante (POURMORAD et al., 2006). O aumento da producao de radicais
livres esta associado a oxidacédo de proteinas, peroxidacdo lipidica e mutacéo
do DNA, que contribui para o desenvolvimento de aterosclerose, cancer,

diabetes, envelhecimento celular e processos inflamatérios (SILVA &
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FERRARI, 2011; PEREIRA & PEREIRA, 2012). Portanto, a atividade
antioxidante de compostos fenolicos faz com que reduzam os radicais livres no
organismo, diminuindo as injarias celulares (THITILERTDECHA et al., 2010).

No reino vegetal, A. annua se destaca por possuir um dos maiores
potenciais antioxidantes conhecidos (FERREIRA et al.,, 2013). Logo, a sua
inclusdo na dieta de peixes pode proporcionar uma melhora no sistema imune
do animal (CAVAR et al., 2012). Além disso, esta planta também apresenta
acao indireta, sendo capaz de melhorar o balango nutricional de animais com
deficiéncias alimentares, pois, possui entre 20 a 24% de proteina bruta (% de
matéria seca), aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas, que em conjunto
aos demais compostos da planta, proporciona melhora do sistema imunol6gico
animal, auxiliando no combate aos parasitas (BRISIBE et al., 2008). As
propriedades funcionais de suas folhas pode ajudar a satisfazer algumas das
importantes exigéncias de nutrientes e minerais em monogastricos
(ALASSANE et al., 2013), mostrando a importancia de se explorar a utilizagcéo
desta planta como suplemento alimentar na produgéo de peixes.

3.6. Espécies estudada: tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo € peixe pertencente a familia Ciclidae, nativa da Africa,
Israel e Jordania (ABDEL-FATTAHM & EL-SAYED, 2006). Devido ao seu
potencial para aquicultura, a producdo desta espécie de peixe teve sua
distribuicdo expandida para muitos paises, de diferentes climas e sistemas de
producdo (BOSCOLO et al., 2001).

A tildpia € a segunda espécie de peixes mais cultivada no mundo,
perdendo apenas para as carpas (ADEOYE et al., 2016). Na produ¢cao mundial,
cerca de 4,5 milhdes de toneladas sdo de tilapia do Nilo (O. niloticus),
representando 8,3 % da producdo da aquicultura mundial (FAO, 2020). No
Brasil, a tilapia do Nilo se tornou nas ultimas décadas a espécie mais cultivada
(MARENGONI, 2006; RODRIGUES et al., 2015), produzida em praticamente
todo o territorio nacional, com excecdo das regifes abrangidas pelas Bacias do
Amazonas e Paraguai, onde seu cultivo ndo € permitido pela legislacdo
ambiental vigente.

A tilapia do Nilo reune diversas caracteristicas favoraveis a producéo e

preferéncia pelos consumidores, como: carne branca, textura firme, sabor
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delicado, facil filetagem, auséncia de odor desagradavel e de espinha
intramuscular em “Y” (SCHWARZ et al.,2010; RIGHETTI et al., 2011), aspecto
fibroso e suculento (KUBTIZA, 2000) e baixo teor de gordura (KUBTIZA, 1999).
Apresenta habito alimentar onivoro (BARROS et al., 2002), podendo alimentar-
se de matéria organica, plancton, algas, pequenos invertebrados e plantas
aguaticas, sendo considerada uma espécie oportunista, consumindo parte ou
todos os alimentos disponiveis (PADUA, 2001). A tilapia nilética é de grande
interesse para a piscicultura, pois apresenta excelente conversao alimentar
(MORAES et al.,, 2009), é altamente adaptavel aos diversos ambientes de
producdo, é de facil domesticacdo e reproducdo (SIMOES et al.,2007),
apresenta alta fecundidade, maturidade sexual precoce e rapida taxa de
crescimento (RIGHETTI et al., 2011; SILVA; AMARAL, 2013).
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Resumo

Patogenos bacterianos causam perdas econdémicas significativas em fazendas
de peixes em todo o mundo. O uso frequente de antibidticos € uma
preocupacado crescente devido aos efeitos adversos na saude humana e no
meio ambiente. Avaliamos a atividade antibacteriana da Artemisia annua e
seus componentes bioativos contra Aeromonas hydrophila, Streptococcus
agalactiae e Flavobacterium columnare, as principais bactérias que afetam a
piscicultura. Os componentes bioativos da A. annua foram obtidos pelo
processo de extragdo alcoodlica, rendendo 10,6% de matéria seca. O extrato
alcoolico dos compostos bioativos de A. annua (ae-Aa) foi fracionado, obtendo-
se as fracdes F1 + 2, F3, F4, F5 e F6. A artemisinina em até 10,0 mg.ml? foi
ineficaz no controle das bactérias estudadas. Os microrganismos testados
foram todos sensiveis a ae-Aa (MIC e MBC 0,40 a 2,50 mg.ml?'). Os
componentes ae-Aa F3, F4, F5 e F6 também foram eficazes (MIC e MBC 0,015
a 2,00 mg.ml-1). F3 mostrou a atividade antibacteriana mais eficaz (MIC 0,015
a 0,5 mg.ml-1 e MBC 0,015 a 2,0 mg.ml-1). O ae-Aa e seus componentes
bioativos apresentam eficacia para inibir o crescimento e eliminar bactérias
patogénicas e podem ser uma alternativa aos antibiéticos sintéticos para peixes

cultivados.

Palavras-chave: Extrato alcodlico; Artemisinina; MIC; MBC; Bactérias

patogénicas de peixes
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1. Introducéo

Os patdgenos bacterianos estdo entre as doengas emergentes e sao
uma grande ameaca a producdo de peixes (Hamed et al., 2018). As bactérias
que causam doencas graves na producdo de peixes de agua doce em todo o
mundo incluem Streptococcus spp., Aeromonas spp., Flavobacterium spp. (Lio-
Po & Lim, 2014). Os prejuizos econdmicos causados por essas bactérias
podem chegar a 15% ou 20% da producdo total (Tavares-Dias & Martins,
2017).

Antibiéticos sdo usados para prevenir e tratar doencas bacterianas na
piscicultura (Romero, Feijod, & Navarrete, 2012) e seus residuos representam
desafios devido aos seus significativos efeitos adversos de longo prazo.
Alternativamente, as plantas sado uma fonte potencial de agentes
antimicrobianos para uso na aquicultura. Estudos demonstraram que a
artemisinina e outros compostos bioativos isolados da Artemisia annua tém
atividades farmacoldgicas Unicas contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, cepas de fungos e patégenos (Appalasamy et al., 2014; Kim et al.,
2015). No entanto, o uso potencial de Artemisia annua e seus compostos
bioativos, como artemisinina ou fragcdes para tratar as principais doencas
bacterianas na producdo de peixes é desconhecido. Portanto, é fundamental
identificar os componentes bioativos do A. annua que podem atuar contra as
bactérias dos peixes e estabelecer métodos para otimizar seu uso. Assim, este
trabalho tem como objetivo avaliar se a artemisinina comercial, o extrato
alcoolico de A. annua e seus componentes bioativos possuem acéo

antibacteriana contra Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e
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Flavobacterium columnare, as principais bactérias que afetam os peixes em
producéao.

2. Material e Métodos

2.1. Extrato alcodlico de A. annua (ae-Aa) e fracionamento

Folhas de A. annua foram coletadas no campo experimental do Centro
de Pesquisas em Quimica, Biologia e Agricultura, Paulinia, SP, Brasil; seco por
96 horas em estufa de circulacdo de ar com aquecimento a gas (40 ° C) e
pulverizado em moinho de facas (MR 030). O material de folha em p6 seco
(2.027,96 g) e o etanol foram misturados com ultra-turrax (T50 basic IKA-
werke) a 8.000 rpm por 5 min em temperatura ambiente e separados por
filtracdo a vacuo. A extracdo foi repetida dez vezes (33,5 litros em etanol total)
e 0s extratos foram combinados e evaporados em evaporador rotativo (Fisaton
802) a 45 ° C. O extrato de alcool foi adicionado com Polivinilpirrolidona (PVP;
Synth) a 1:4 e dissolvido em alcool etilico p.a. (99,8%), e seco novamente em
um evaporador rotativo sob vacuo, resultando em 1.061 g de p6 de ae-Aa.

O fracionamento foi realizado em coluna de silica (100 g, Merck®; 1,7 cm
de diametro interno e 60 cm de altura) em coluna de cromatografia a seco com
suporte de acetato de celulose. O ae-Aa (1,5045 g) foi combinado com 3,008 g
de silica gel 60 (0,063-0,200 mm), seco em um evaporador rotativo sob vacuo
por 24 h e introduzido no topo da coluna. A fase movel foi o solvente
cloroférmio:metanol (95: 5), onde foram obtidas seis fracdes. As duas primeiras
fracbes foram combinadas como fracdo 1 (F1+2), fracdo 3 (F3), fracao 4 (F4),
fracdo 5 (F5) e fracdo 6 (F6). Cada fracdo foi combinada com PVP na

proporcao de 1:4 e dissolvida em alcool etilico PA, e seca novamente.



40

2.2. Anélise

A analise por HPLC para quantificacdo da artemisinina nos extratos foi
realizada em um cromatografo liquido Waters (Massachusetts, EUA), bomba
Waters 515, acoplado a um detector de indice de refracdo Waters 2414,
temperatura interna do detector 35 °C; temperatura da coluna 35 °C. Valvula de
injecdo Rheodyne com um loop de amostragem de 20 pL. Os dados de
cromatografia foram analisados usando o software Empower-Waters. Foi usada
a coluna Cyano, Luna CN-5 (250x4,6 mm, 5 um - Phenomenex, Califérnia,
EUA); fase movel agua: metanol (65:35 v / v); modo isocratico e taxa de fluxo
1,0 ml mint,

Para extracdo em fase solida, cartuchos de Florisil (Strata 8B-SO13-
HCH, Phenomenex, Califérnia, EUA) foram conectados ao sistema de extracao
a vacuo e acondicionados com 10 ml de hexano. O extrato foi dissolvido em 2
ml de diclorometano e introduzido no cartucho, eluido com 3 ml de hexano e 40
ml de diclorometano. A fracdo de diclorometano foi seca em um evaporador
rotativo e ressuspensa com metanol de grau de HPLC em um baldo
volumétrico de 5 ml. As amostras foram filtradas (membranas Durapore PVDF
de 0,45 um, Millipore) e analisadas por HPLC / IR.

A analise GC-MS para identificar os compostos no extrato e nas fracdes
foi realizada em um detector seletivo de massa/cromatografia gasosa HP-
6890/HP-5975, equipado com coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25
pum). As temperaturas de operacdo foram: injetor: 250 °C; detector: 300 °C e
forno de coluna: 110 °C, 5 °C - min? até 280 °C (26 min). Hélio de grau

cromatografico (1,0 ml-mint) foi o gas transportador.
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2.3. Concentracgao inibitéria minima (MIC) e concentracdo bactericida minima
(MBC)

As atividades antibacterianas de artemisinina comercial (Sigma-Aldrich,
EUA), ae-Aa e compostos bioativos de ae-Aa foram avaliadas contra
Aeromonas hydrophila (ATTC7966 e isolado clinico), Streptococcus agalactiae
(ATCC13813 e isolado clinico) e Flavobacterium columnare (isolado clinico). O
efeito antibacteriano foi avaliado pelo método de micro diluicdo em caldo (Vaz
et al., 2012). O in6culo para os ensaios foi preparado diluindo uma massa
celular em uma solucdo de NaCl a 0,85% e ajustando a escala de McFarland
de 0,5 suspensdes de células. Os testes de MIC foram realizados de acordo
com (CLSI, 2005) usando caldo Muller-Hinton em uma placa de teste de cultura
de tecidos (96 pocos). As solucdes estoques do ae-Aa, fracdes e artemisinina
foram diluidas para obtencdo de concentracdes na faixa de 0,020-10 mg ml.
O cloranfenicol (Merck) foi utilizado como controle positivo. As medidas de
concentracdo foram realizadas em triplicata para cada microrganismo. A
atividade antibacteriana foi detectada pela adicdo de 20 yuL de uma solucao
aguosa de 0,5% de TTC (cloreto de trifeniltetrazélio, Merck). MIC foi definido
como a menor concentracdo da amostra que inibiu o crescimento visivel,
conforme indicado pela coloracdo TTC (Majolo et al., 2017).

Aliquotas de 10 uL dos pocos MIC foram colocadas na superficie do
meio Agar Nutrient, por espalhamento. Para a bactéria S. agalactiae, foi
adicionado ao meio 0,5% de cisteina. O MBC foi definido como a menor
concentracdo capaz de conferir a morte de 100% das bactérias, das quais

nenhum crescimento foi detectado.
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3. Resultados

O rendimento do ae-Aa das folhas secas de A. annua foi de 10,6%. No
fracionamento de ae-Aa, F3 foi a maior concentracdo da fracédo obtida (55% do
total; Tabela 1). De acordo com a analise de HPLC, o teor de artemisinina no
ae-Aa era de 1,8%. A avaliagdo da composicdo quimica por GC-MS (Tabela 2)
revelou que os principais constituintes do ae-Aa séo a artemisinina (15,21%) e
a deoxy-artemisinina (12,85%). Esses mesmos constituintes estdo
concentrados em F3, com 19,87% e 17,00%, respectivamente. O material
suplementar contém detalhes dos cromatogramas obtidos por GC-MS do
extrato alcodlico de Artemisia annua (Fig. S1 A), F3 (Fig. S1 B), espectros de
massa de artemisinina presente no extrato alcodlico de Artemisia annua (Fig.
S2 A), artemisinina padrao (Fig. S2 B) e desoxi-artemisinina (Fig. S2 C).

As concentragdes testadas da artemisinina comercial e F1+2 foram
ineficazes no controle ou inibicdo do crescimento in vitro das trés bactérias
testadas (Tabela 3). As fracdes 3 a 6 do ae-Aa foram eficazes contra todas as
bactérias testadas com valores de MIC variando de 0,015 a 2 mg.mlt e MBC
variando de 0,015 a 2 mg.ml* (Tabela 3). O antibacteriano mais eficaz foi a

fracdo F3 do ae-Aa (MIC = 0,015 a 0,5 mg.ml**; MBC = 0,015 a 2 mg.ml%).

4. Discusséao

O ae-Aa apresentou potencial eficacia in vitro para inibir o crescimento e
eliminar A. hydrophila, F. columnare e S. agalactiae e pode ser usado para
tratar infeccbes bacterianas em peixes. Por outro lado, a artemisinina
comercial, principal componente ativo de A. annua (Jessing, Duke, &

Cedergreeen, 2014), ndo apresentou inibicdo in vitro sobre o crescimento e
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efeito bactericida contra as bactérias estudadas. Slade et al. (2009) também
nao relatou o efeito bactericida da artemisinina, corroborando nossos dados.
Por outro lado, a artemisinina a 0,09 mg.mL* apresentou efeito antibacteriano
sobre cepas de Salmonella spp. (Appalasamy et al., 2014), e a 10 mg.mL* em
Escherichia coli e Proteus vulgaris (Dhingra, Pakki, & Narasu., 2000).
Variacfes na eficacia da artemisinina podem ser devido a diferentes métodos
de extragdo, composicdo e pureza dos compostos testados (Thefner et al.,
2012). No entanto, deve-se ressaltar que a inclusdo de maiores concentracdes
de artemisinina na alimentacéo de peixes deve ser inviavel devido ao seu alto
custo.

O estudo de novas substancias com potencial para tratar infeccdes
bacterianas na producdo animal é relevante e pode reduzir os custos de
producdo e o impacto ambiental causado pelo uso de antibioticos. Porém, &
fundamental identificar os componentes bioativos das substancias que podem
atuar contra as bactérias e estabelecer métodos para otimizar seu uso. O ae-
Aa, devido a eficacia antibacteriana in vitro, tornou-se um potencial composto
bioativo de A. annua para ser utilizado na producdo de peixes. Estudos
avaliando a MIC de plantas medicinais mostram que 0s extratos etanodlico
apresentam maior atividade e um espectro de agdo muito mais amplo
(Bussmann et al., 2010). Além disso, ae-Aa demonstrou eficacia antiparasitaria
contra parasitas monogenéticos em peixes (Ekanem & Brisibe, 2010) e a
administragcdo oral demonstrou eficacia na melhoria da saude, resisténcia
bacteriana e mitigacédo dos efeitos do estresse na tilapia do Nilo (Soares et al.,
2020). Assim, parece que 0 ae-Aa € uma estratégia crucial para a obtencao de

compostos bioativos de A. annua para serem usados contra bactérias.
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A analise fitoquimica do ae-Aa e das fracOes revelou que a artemisinina
e a deoxy-artemisinina foram os principais compostos bioativos, principalmente
presentes no F3. Como a artemisinina comercial ndo teve eficacia
antibacteriana, parece que a deoxy-artemisinina pode ser o componente
antibacteriano, ou mesmo o efeito sinérgico desses componentes aumenta sua
eficacia. Nossos achados corroboram os de Appalasamy et al. (2014) que
também provou que a artemisinina isolada ndo tem efeito antibactericida,
enquanto em conjunto com a deoxy-artemisinina, sugeriu ser o precursor da
artemisinina, eles foram eficazes contra o Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e Salmonella sp.

O presente estudo € o primeiro a relatar a atividade antibacteriana do
extrato e fracdes alcodlicas de A. annua contra 0s principais patdgenos
bacterianos na piscicultura. E também o primeiro estudo a compreender a
composicdo do A. annua e seus componentes bioativos contra bactérias de
peixes. O ae-Aa e 0 F3 podem ser aplicados no tratamento de infeccbes
bacterianas causadas por A. hydrophila, F. columnare e S. agalactiae, sendo
uma bioalternativa para reduzir o uso de antibiéticos sintéticos na piscicultura.
Testes in vivo usando componentes bioativos ae-Aa devem ser realizados para
estabelecer protocolos de tratamento contra doencas bacterianas na

piscicultura.
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Tabela 1. Rendimento das fracdes obtidas a partir do extrato alcodlico das

folhas de Artemisia annua.

FracOes Peso (g) Rendimento (%)
F1+2 0,0891 5,92
F3 0,7387 49,10
F4 0,1019 6,77
F5 0,0911 6,06
F6 0,3143 20,89

O resto da massa foi irreversivelmente adsorvido na fase estacionaria.
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Tabela 2. Constituintes quimicos identificados por GC-MS no extrato alcodlico

de Artemisia annua (ae-Aa) e fracGes obtidas de ae-Aa.

% Relativa
tr (Min) Composto MM
ae-Aa Fl1+2 F3 F4 F5 F6
3.405 Céanfora 152 1.36 nd 078 nd nd nd
7.454 Cariofileno 204 0.49 2.40 nd nd nd nd
7.954 (E) -B-Famesene 204 0.30 2.74 nd nd nd nd
8.463 B-Patchoulene 204 0.31 2.20 nd 096 nd nd
10.581 Espatulenol 220 1.53 t 1.76 nd nd nd
10.715 Oxido de cariofileno 220 1.61 nd 1.67 nd nd nd
18.076 7-hidroxi-6-metoxi-cumarina 192 3.03 nd 125 6.97 nd nd
19.685 Deoxy-Artemisinin 266 12.84 nd 17.00 457 750 2.66
19.908 B-Humulene 204 t nd t 7.23 12.88 16.25
20.710 Artemisinina 282 15.21 nd 19.87 nd nd nd
20.900 Pitol 296 2.85 nd 190 352 12.32 19.51
23.598 Acetilcitrato de tributil 402 nd 225 nd 358 17.51 3.50
25.774 Adipato de dioctila 370 nd t t 0.95 4.10 t
28.115 Acido benzenodicarboxilico 278 1.01 187 079 265 7.15 6.90
32.321 Squalene 410 1.13 1196 nd nd nd nd
33.153 Nonacosane 408 1.99 3.68 127 133 422 6.31
- Compostos nao identificados - 57.95 72,90 55.38 68.24 34.31 44.87

t- traco; nd- ndo detectado. A identificacdo dos compostos por GC-MS foi realizada

comparando os fragmentogramas com a biblioteca NIST-11 e dados descritos por Adams
(2007).
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Tabela 3. Atividade antibacteriana de artemisinina, extrato alcoodlico de

Artemisia annua (ae-Aa) e fracdes obtidas de ae-Aa em bactérias patogénicas

de peixes.
Cepas bacterianas
Amostra Aeromonas hydrophila ~ Flavobacterium  streptococcus agalactiae
columnare
ATCC isolado isolado ATCC isolado
7966 13813
Concentracao inibitéria minima (MIC) [mg.ml]
Artemisinina na na na na na
ae-Aa 1.00 2.50 0.62 0.70 0.40
F1+2 na na na na na
F3 0.015 0.250 0.500 0.500 0.015
F4 0.031 2.000 1.000 1.000 0.015
F5 0.062 2.000 1.000 1.000 0.031
F6 0.031 2.000 1.000 1.000 0.125
Chloramphenicol?@  0.0005 0.004 0.001 0.001 0.002
Concentracéo bactericida minima (MBC) [mg.ml1]
Artemisinina na na na na na
ae-Aa 1.00 2.50 1.25 0.70 0.40
F1+2 na na na na na
F3 0.015 0.250 2.000 2.000 1.000
F4 0.031 na 2.000 2.000 1.000
F5 0.062 na 2.000 2.000 0.125
F6 0.250 na 2.000 2.000 0.250

aControle positivo. na = Nenhuma atividade nas concentracdes testadas.
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Figura 1. Detalhe dos cromatogramas obtidos por GC-MS do extrato alcodélico

de Artemisia annua (A) e F3 (B).
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Figura 2. Espectro de massa obtido por GC-MS de artemisinina presente no

extrato alcodlico de Artemisia annua (A), artemisinina padrdo (B) e deoxy-

artemisinina (C).
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CAPITULO 1lI

Efeitos do extrato alcodlico de Artemisia annua na
fisiologia e imunidade inata da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) para melhorar o estado de
saude

Il‘

/ ”]“ l‘..'.l‘ =
Aer“om\onas_deOphila

Desafio bacteriano

Apos o periodo
de alimentagéo §

Publicado: Soares, M. P., et al. Effects of Artemisia annua alcohol extract on
physiological and innate immunity of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) to
improve health status. Fish & Shellfish Immunology, v. 105, p. 369-377, 2020.
DOI: 10.1016/}.fsi.2020.07.035
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Resumo

As plantas sdo uma fonte potencial de moléculas ativas e sdo ambientalmente
mais seguras e mais baratas do que os antibiéticos sintéticos. Os compostos
bioativos de Artemisia annua tém mostrado atividades farmacoldgicas e sdo
usados globalmente como um suplemento. O presente estudo testou se a
suplementacdo alimentar com extrato alcodlico da planta A. annua (ae-Aa;
patente BR10201902707) melhora o estado de saude de juvenis de tilapia do
Nilo e aumenta a resisténcia a doencas quando os peixes sdo desafiados com
a bactéria Aeromonas hydrophila. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro grupos experimentais (0,0, 0,1, 0,25 e 0,5% de ae-Aa
nas dietas) com cinco repeticbes (12 peixes por repeticdo/unidade
experimental). Foram avaliados 0s niveis plasmaticos de glicose e cortisol,
atividade respiratéria dos leucécitos, proteina plasméatica total, niveis de
lisozima sérica, bem como o nimero de eritrécitos e leucdcitos de peixes ao
final dos 30 dias de alimentacéo (fase I) e 24h apds exposicao a bactérias (fase
II). Os niveis de peroxidacdo lipidica, atividade da catalase e glutationa S-
transferase dos peixes também foram analisados. A suplementacdo de 0,5%
de ae-Aa foi suficiente para aumentar a explosao respiratoria da atividade de
leucdcitos e lisozima, proteina plasmatica total, trombdcitos sanguineos,
neutréfilos e monécitos apods desafio bacteriano (P <0,05), e resposta
minimizada de estresse com diminuicdo da glicose plasmatica e cortisol, e
reducdo nos niveis de peroxidacao lipidica (P <0,05). Os resultados do
presente estudo sugerem que o ae-Aa como suplemento dietético apresenta
beneficios, incluindo a suplementacédo com 0,5% de extrato de A. annua por 30
dias para minimizar a resposta ao estresse e modular a imunidade inata em
tilapia do Nilo, proporcionando aos peixes maior resisténcia e prote¢do contra
doencas.

Palavras-chave: Artemisia annua L, Artemisinina, Desafio bacteriano,

Imunoestimulantes fitoterapicos, Estresse, Estresse oxidativo
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1. Introducéo

O peixe € a proteina animal mais consumida no mundo e é
principalmente proveniente da piscicultura [1]. A capacidade da aquicultura de
continuar abastecendo o mercado de pescado depende da intensificacdo da
atividade. Semelhante a outros sistemas de producdo, a intensificacdo esta
ligada a condicOes estressantes e maior suscetibilidade a novas doencas [2—4].
Os agentes patogénicos no ambiente aquético requerem o uso de antibibticos
comercialmente disponiveis [5,6]. No entanto, o uso frequente de antibibticos
pode promover patdgenos altamente resistentes e levar a imunossupressao,
desestabilizacdo de bactérias gastrointestinais benéficas e ao acumulo de
antibidticos nos tecidos musculares dos peixes e na agua [7-9]. A consciéncia
publica dos riscos dos antibidticos levou a demandas por “peixes verdes”, que
sdo peixes criados em um ambiente livre de antibiéticos, e levou a um menor
uso de antibiéticos na aquicultura [10]. Estratégias alternativas de manejo,
como o uso de imunoestimulantes e produtos naturais, podem facilitar a
resisténcia a doencas infecciosas [10-13]. Plantas herbaceas apresentam
grande potencial para melhorar a salde de peixes cultivados por meio da
modulacdo ou estimulagdo de componentes da imunidade inata (n&o
especifica) ou adaptativa (especifica), além de promover desempenho de
crescimento e utilizacdo de nutrientes [14-17]. Extratos vegetais surgiram
recentemente para uso complementar e alternativo na aquicultura devido ao
seu menor custo, maior seguranca e eficiéncia. Esses produtos sé&o
frequentemente incluidos como suplementos dietéticos durante atividades de
manejo que causam estresse ou durante estagios cruciais da vida para ajudar

0s peixes a deter infeccbes de patégenos e manter uma boa saude [18,19].
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Ervas do género Artemisia sdo frequentemente usadas na saude
humana e pecuaria para suas atividades antitumorais [20-23], antifungicas [24],
anticoagulantes [25], antidiabéticas [26] e antiinflamatorias [27,28]. A. annua é
uma planta medicinal conhecida por sua alta eficiéncia biolégica e baixa
toxicidade [29,30], mas o conhecimento de seus beneficios para os peixes
permanece limitado. A. annua é um produto profilatico composto por diversos
metabdlitos secundarios como cumarinas, terpenos, fendlicos (flavonodides e
taninos), entre outros [31]. Esta planta medicinal € a Unica fonte de
artemisinina, que € recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude para o
tratamento da malaria [32]. Além disso, os medicamentos a base de
artemisinina tém potencial antiparasitario e pesquisas anteriores demonstraram
gue a artemisinina € um potente agente anticancer [33].

Os banhos terapéuticos com extrato etandlico de A. annua em
concentragbes variando de 50 a 200 mgL' mostraram eficacia no tratamento
de parasitas monogenéticos de Heterobranchus longifilis juvenil [34]. Além
disso, a dieta suplementada com extrato vegetal integral de A. annua (20 g kg
de racdo) em Carassius auratus aumentou o efeito protetor contra infeccéo
pela bactéria Aeromonas hydrophila apés parasitismo por Ichthyophthirius
multifilis. No entanto, esses autores avaliaram apenas a incidéncia de
infestacdo e mortalidade de animais. Atualmente ndo h& informagdes sobre a
acado de A. annua na fisiologia dos peixes de criacdo. Portanto, a dosagem e
administracdo deste suplemento fitoterapico, bem como as condi¢cdes
fisiologicas das espécies de peixes devem ser identificadas para o uso efetivo

de A. annua na aquicultura [35].
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A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a segunda espécie de peixe
mais cultivada no mundo [36] e, no Brasil, essa espécie se tornou a mais
produzida na ultima década [37]. No entanto, os patdgenos tém mostrado
impactos notaveis na aquicultura em todo o mundo, incluindo perdas de
aproximadamente 20% da producao [38]. Dentre os patdgenos bacterianos, A.
hydrophila se caracteriza como oportunista e € encontrado tanto na coluna
d'agua como na pele, branquias e microbiota intestinal de peixes. Um
desequilibrio nos sistemas bactéria-hospedeiro-ambiente permite que este
patdgeno cause uma doenca conhecida como septicemia e pode levar a
perdas econdmicas significativas para o0s piscicultores comerciais [39,40].
Portanto, é necessario testar a eficacia de produtos inovadores que visam
melhorar a resisténcia imunoldgica da tildpia do Nilo, apoiando assim a
produtividade crescente e a sustentabilidade da industria de aquicultura. Assim,
0 objetivo do presente estudo foi testar se a suplementacdo dietética com
extrato alcodlico da planta A. annua (patente BR10201902707) melhora a
saude de juvenis de tilapia do Nilo e aumenta a resisténcia a doencas quando

peixes sdo desafiados com A. hydrophila.

2. Material e métodos

2.1. Preparacéao da dieta experimental

As dietas experimentais foram isoprotéicas e isoenergéticas [31%
proteina digestivel, 3,04 Mcal/kg de energia digestivel] (Tabela 1) e formuladas
de acordo com [41].

Os ingredientes da dieta foram moidos em moinho de facas (Marconi

MA340, Piracicaba, SP, Brasil) para obtencdo de granulometria de 0,5 mm,
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pesados e misturados em misturador vertical tipo Y (Marconi MA201,
Piracicaba, SP, Brasil), hidratado com agua para obtencéo de 20% de umidade
e extrusada para obtencdo de pellets de 2,5 mm de diametro em peletizadora
de laboratério (G Paniz MCR22, Caxias do Sul, RS, Brasil).

O extrato alcodlico de A. annua (ae-Aa) contendo artemisinina (24,27%)
e deoxy-artemisinina (20,55%) (Patente BR10201902707) foi adicionado a
dieta formulada nos niveis de 0,00, 0,10, 0,25 e 0,50%, totalizando quatro
tratamentos com cinco repeticbes por tratamento. As dietas foram secas em
estufa de ar forcado (55 °C por 24 h) (Marconi MA035, Piracicaba, SP, Brasil) e

armazenadas em geladeira a 5 °C até o uso.

2.2. Peixes e condi¢cOes experimentais

Juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram obtidos em uma
piscicultura comercial (Polettini, Mogi Mirim, SP, Brasil) e aclimatados ao
sistema experimental. Os peixes foram alimentados com dieta controle por trés
semanas antes do experimento. O experimento foi dividido em duas fases,
sendo a Fase | constituida por alimentacdo e suplementacdo e a Fase Il o
desafio bacteriano.
2.2.1. Fase |

Apo6s o periodo de aclimatacdo, 240 peixes foram anestesiados com
benzocaina (100 mg L), pesados individualmente (24,33 + 3,75 g) e
distribuidos aleatoriamente em 20 aquarios de vidro (300 L). Os aquéarios foram
configurados como sistema de recirculagdo (4 L min por aquario) e incluiram
controle de valvula individual, filtro fisico e biologico (1500 L), temperatura

controlada digitalmente e aeracdo suplementar. O volume total de agua do
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sistema de recirculacao foi de 4800 L e a taxa de reposicdo foi de 80% por
hora.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
grupos experimentais (niveis de ae-Aa nas dietas) com cinco repeticdes (12
peixes por repeticdo / unidade experimental). Os peixes foram alimentados
diariamente e manualmente até a saciedade aparente as 08:00h, 11:00h,
13:00h e 16:30h, por 30 dias. As dietas foram pesadas diariamente antes da
primeira e apds a Ultima alimentacdo para calcular a quantidade de dieta
consumida.

O oxigénio dissolvido (6,10 + 0,70 mg L), temperatura (25,00 + 0,89 °C)
e pH (7,20 £ 0,217) foram medidos diariamente com uma sonda multiparametro
(U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japao) antes da primeira alimentacdo. A
amonia total (0,16 + 0,10 mg L) foi medida semanalmente por meio de um kit
comercial (Hach, Loveland, CO, EUA). Os aquarios foram mantidos
periodicamente por sifonagem e renovacao de 20% do volume total do sistema.
Todos os parametros de qualidade da agua foram medidos em um aquario por
tratamento do sistema de recirculacdo de agua. Os valores dos parametros de
qualidade da agua encontrados neste estudo foram considerados adequados
de acordo com [42].

Apés 30 dias, dois peixes por unidade experimental (10 peixes por
tratamento para um total de 40 peixes) foram utilizados para a obtencéo de
amostras de sangue e abatidos para coleta dos figados. As amostras foram
analisadas para parametros hematolégicos e bioquimicos conforme descrito
abaixo e para caracterizar a saude dos peixes (condicdo) antes do inicio da

Fase Il. Os peixes ja amostrados nao retornaram as unidades experimentais.
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2.2.2. Fase ll

Todos os peixes remanescentes da Fase | foram inoculados na cavidade
visceral com Aeromona hydrophila (ver preparacdo abaixo) por 24 horas e
nenhum alimento foi administrado durante este periodo. Em seguida, dois
peixes por unidade experimental foram anestesiados com benzocaina (100 mg
L1) para coleta de sangue e amostras de figado para a caracterizacdo de sua
condicao apos o desafio bacteriano.

Os peixes restantes da Fase Il foram observados por 15 dias e a
sobrevivéncia foi registrada (%). Durante esse periodo, 0os animais de todos os
grupos experimentais receberam dieta controle (sem inclusdo de ae-Aa), de
acordo com [43—-45]. As condi¢cdes de qualidade da agua foram mantidas e os

tanques foram limpos periodicamente.

2.3. Preparacdo de Aeromonas hydrophila para inoculacéo

A cepa A. hydrophila (KJ561021 LAPOA, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil)
foi mantida em meio Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol 30% (estéril) a -80
°C. Uma aliquota de 20 pL (cepa) foi inoculada em 5 mL de meio BHI
autoclavada e incubada em incubadora bacteriolégica a 28 °C por 24 h. Em
seguida, 700 mL de meio BHI autoclavado foram adicionados e as aliquotas
foram incubadas novamente seguindo o mesmo procedimento. A suspensao
bacteriana foi centrifugada a 12000 rpm por 20 min, e o sobrenadante foi
descartado e tampé&o PBS (0,01 M) foi usado para lavar os pellets duas vezes,
e entdo centrifugado a 12000 rpm por 20 min. A suspensdo com 1 x 108 CFU /
mL de acordo com [46] foi ajustada de acordo com o padrdo McFarland e lida

em espectrofotometro (SpectronicGenesys 5, Milton Roy Company, PA, EUA)
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(OD600 = 0,845), utilizando tampéo PBS (0,01 M). A suspenséo bacteriana foi
previamente determinada para causar apenas infeccdo e nenhuma mortalidade

grave, permitindo a estimulac&o do sistema imunolégico dos peixes.

2.4. Parametros hematolégicos

As amostras de sangue em ambas as fases experimentais foram
coletadas por puncdo caudal com seringa lavada com EDTA (3%). O
hematocrito (Ht) foi determinado pelo método do microhematécrito e as
amostras foram processadas em centrifuga de microhematécrito (NI 1807 Nova
Instruments, Piracicaba, SP, Brasil) por 5 min a 10.000 rpm. A hemoglobina
(Hb) foi determinada por meio do kit de cianmetemoglobina (Labtest
Diagnostica, Belo Horizonte, MG, Brasil). A contagem de eritrécitos (Rt) foi
realizada em camara de Neubauer apés diluicdo do sangue em solucdo de
citrato-formaldeido (1: 200). A concentracdo média de hemoglobina corpuscular
também foi calculada.

Leucdcitos totais, trombdcitos totais e diferenciacdo de leucdcitos foram
realizados em esfregaco de sangue corado com May-Grunwald-Giemsa-Wright.
A diferenciacéo e a contagem foram realizadas ao microscopio com objetiva de

imersao em 6leo (100 x).

2.5. Parametros de estresse
O sangue foi centrifugado e o plasma utilizado para determinar a
concentracdo de glicose medida pela glicose oxidase (Labtest, Sdo Paulo,

Brasil, codigo 84) e as concentracbes de cortisol por um ensaio
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imunoenzimatico usando um kit comercial (DRG International, Inc., EUA,

Cortisol ELISA - EIA - 1887).

2.6. Parametros imunologicos

O sangue heparinizado foi coletado e processado para determinar a
atividade respiratéria dos leucécitos, conforme descrito em [47]. Este método
consiste na determinagcdo colorimétrica das espécies reativas de oxigénio
(ROS) produzidas pela explosdo respiratoria dos leucdcitos, que promove a
reducdo do nitroblue tetrazolium (NBT; Sigma, St. Louis, MO, EUA) em um
precipitado azul escuro dentro do fagdcito, referido como granulos de
formazan. A densidade 6ptica da solucéo final foi medida a 540 nm.

ApoOs a extracdo do soro, a atividade da lisozima foi medida conforme
descrito por [48], e com modificacdes parciais [49]. Os resultados foram
expressos em unidades de lisozima sérica mL?, onde uma unidade é definida
como a quantidade de amostra que desencadeia uma redugédo na absorbancia
de 0,001 min? a 450 nm quando comparada ao controle (suspensdo de

Micrococcus luteus sem soro).

2.7. Biomarcadores de estresse oxidativo hepatico

Os peixes foram sacrificados por transeccdo da medula espinhal
imediatamente ap0ds a coleta de sangue. Os figados foram coletados e lavados
com solugcdo salina (NaCl 0,9%), secos com papel filtro, identificados e
armazenados a -80 °C para posterior analise bioquimica. Para as avaliacbes
dos niveis de peroxidacdo lipidica (LPO), atividade da catalase (CAT) e

glutationa S-transferase (GST), os tecidos amostrados foram pesados e
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homogeneizados a 12.000 rpm em tampao fosfato por 30 minutos. A
centrifugacéo foi realizada em centrifuga refrigerada Hermle-Z323K (Hermle
Labortechnik, Alemanha) e o sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima.

A proteina hepatica foi determinada de acordo com o método de
Bradford [50], adaptado para o uso de um leitor de microplacas Dynex MRXTC
250, conforme descrito por [51]. A peroxidacao lipidica foi quantificada usando
o0 método de oxidacao ferrosa-xilenol laranja (FOX), conforme descrito por [52],
e a atividade CAT de acordo com [53] pela avaliagdo continua da diminuicdo da
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) em A = 240 nm. A atividade
GST foi medida de acordo com [54], usando I-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
como substrato.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em um
espectrofotometro SpectronicGenesys 5 (Milton Roy Company, PA, EUA), e as
leituras de microplacas foram realizadas em um leitor Tecan-SNR (Sunrise-

Basic Tecan, NS 1105003419 Groding, Austria).

2.8. Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a testes de normalidade (Shapiro-Wilk), e as
médias, submetidas a uma analise de variancia (ANOVA de dois fatores). Para
comparacdo das fases e suplementacdo, foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com arranjo fatorial 4 x 2, sendo quatro tratamentos
(dieta controle, 0,1, 0,25 e 0,5% de ae-Aa) e duas épocas de amostragem
(apbs o periodo de alimentacéo - Fase | e 24 h ap0s a infecgdo - Fase Il). As

meédias foram comparadas pelo teste de Tukey com um valor de p <0,05.
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2.9. Declaracéo ética

Todos os procedimentos envolvendo animais do presente estudo foram
realizados seguindo os principios éticos em experimentacdo animal e
aprovados pelos Comités de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Embrapa Meio Ambiente em Jaguariana, SP, Brasil (Protocolo n°® 003/2016) e
da Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar, Sado Carlos, SP, Brasil

(Protocolo n°® 1518230217).

3. Resultados

A sobrevivéncia da tilapia do Nilo apds exposicdo a Aeromonas
hydrophila foi de 88% para o grupo sem ae-Aa e 96%, 100% e 100% para 0s
peixes que receberam 0,10, 0,25 e 0,50% do extrato de ae-Aa,
respectivamente.

Os diferentes niveis de suplementacao alimentar de Ae-Aa e 0s tempos
de amostragem, antes e depois da infec¢do por A. hydrophila, ndo mostraram
interacdo para a maioria dos parametros analisados (P> 0,05), com a
porcentagem de linfocitos como excecao (P = 0,04).

A exposicdo da tilapia do Nilo & A. hydrophila aumentou a glicose
plasmatica e o cortisol para todos 0s grupos experimentais, incluindo os peixes
que ndo receberam ae-Aa (P <0,001). Por outro lado, todos os niveis de
suplementacdo com ae-Aa diminuiram (P = 0,02) a glicose plasmaética da tilapia
do Nilo quando comparada aos peixes que néo receberam ae-Aa em ambas as
fases (Fig. 1A). Os niveis de suplementacdo de 0,25 e 0,5% do ae-Aa

diminuiram (P = 0,021) o cortisol plasmatico em ambas as fases (Fig. 1B).
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A exposicao da tilapia do Nilo a A. hydrophila aumentou o RAL (P
<0,001), concentra¢des de lisozima sérica (P = 0,008), proteina plasmatica total
(P <0,001), trombdcitos (P = 0,004), neutréfilos (P <0,001) e contagens de
monaocitos (P = 0,011) para todos 0s grupos experimentais, incluindo peixes
suplementados e peixes que nao receberam ae-Aa (Fig. 1; Tabela 2). No
entanto, o numero total de leucdcitos ndo apresentou alteracdo com a
exposicao a A. hydrophila (P> 0,05).

Todos os niveis de suplementacdo de ae-Aa aumentaram RAL (P
<0,001; Fig. 1C), concentracbes séricas de lisozima (P = 0,045; Fig. 1D),
proteina plasmatica total (P = 0,014; Fig. 1E), leucécitos (P < 0,001), contagem
de trombdcitos (P = 0,009), neutréfilos (P = 0,007) e mondcitos (P = 0,015)
(Tabela 2) em tilapia do Nilo guando comparada a peixes que nao receberam
ae-Aa em ambas as fases. O maior aumento nas concentracdes séricas de
lisozima e proteina plasmatica total foi observado em peixes que receberam
0,50% de ae-Aa em ambas as fases. Além disso, 0s peixes do grupo que
recebeu 0,25 e 0,50% de ae-Aa apresentaram contagens maiores de
leucdcitos, trombacitos, neutrofilos e mondcitos no sangue quando comparados
aos demais tratamentos em ambas as fases (Tabela 2).

A porcentagem de linfécitos como resposta para tilapia do Nilo desafiada
com A. hydrophila mostrou ser influenciada pelos niveis dietéticos de ae-Aa
(Tabela 3). Antes do desafio bacteriano, os tratamentos com 0,1; 0,25 e 0,5%
apresentaram menor numero de linfocitos que o grupo controle (P <0,001).
ApoOs o desafio bacteriano, todos os tratamentos que receberam ae-Aa tiveram

um numero reduzido de linfocitos (P <0,001), e os grupos de peixes que foram
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suplementados com niveis mais elevados de ae-Aa (0,25 e 0,50%) diminuiram
80% e 81% quando em comparacdo com o controle.

Ao comparar a tilapia do Nilo exposta a A. hydrophila com o grupo néo
exposto, todos 0s grupos experimentais apresentaram diminuicdo das
concentracfes de hemoglobina (P <0,001) e aumento do numero de eritrocitos
(P = 0,002), percentual de hematocrito (P <0,001) e MCHC. Ao comparar 0s
peixes que receberam o suplemento e o0s peixes que ndo receberam ae-Aa, 0S
peixes nao apresentaram diferencas na concentracdo de hemoglobina, nimero
de eritrocitos, porcentagem de hematocrito e MCHC em qualquer nivel de
inclusédo (P> 0,05) para ambas as fases.

A exposicao da tilapia do Nilo a A. hydrophila aumentou o LPO do figado
para todos 0s grupos experimentais, incluindo peixes suplementados e peixes
gue ndo receberam ae-Aa (P <0,001). No entanto, as atividades de GST e CAT
nao mostraram alteracdo nos peixes expostos a A. hydrophila (P> 0,05). Todos
0s niveis de suplementacdo com ae-Aa diminuiram (P = 0,001) o LPO do
figado de tilapia do Nilo em comparacédo com 0s peixes que ndo receberam ae-
Aa em ambas as fases (Fig. 2A). Nenhuma diferenca foi mostrada entre os
niveis de ae-Aa quando comparados aos peixes que ndo receberam ae-Aa em
relacdo as atividades hepaticas de GST (Fig. 2B) e CAT (Fig. 2C) em ambas as

fases (P> 0,05).

4. Discusséao
O extrato de ae-Aa apresentou beneficios potenciais para o sistema
imunologico da tilapia do Nilo, promovendo melhores respostas bioquimicas,

melhorando a resisténcia ao patdgeno e garantindo maior sobrevivéncia ao
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receber o suplemento nos 30 dias anteriores a exposicao a A. hydrophila. Os
resultados do presente estudo corroboram pesquisas anteriores, que relataram
maior resisténcia e sobrevivéncia de diferentes espécies de peixes que foram
infectados com uma variedade de doencas bacterianas e receberam uma dieta
enriquecida com ervas medicinais [55-61]. A suplementacdo com extrato da
planta A. annua por 45 dias mostrou eficacia no tratamento de peixes dourados
(Carassius auratus) infectados com Ichthyophthirius multifilis e aumento da
sobrevivéncia dos peixes [62].

Revisbes sobre as atividades biologicas do A. annua como
antiinflamatdria, antibacteriana e antioxidante aumentam a importancia da
investigacdo de seus efeitos [33]. Recentemente, a administracdo oral de
plantas inteiras de A. annua e seus compostos foi relatada para peixes
dourados (Carassius auratus) [62]. No entanto, o presente estudo é o primeiro
a descrever os beneficios fisioldgicos da administracdo do ae-Aa para a tilapia
do Nilo por 30 dias antes da exposi¢ao a A. hydrophila.

Os peixes em condicbes de criacdo artificial sdo constantemente
submetidos a estressores, resultando em uma cascata fisiologica de eventos
gue ajuda o organismo a reagir e, com sorte, se recuperar ou lidar com os
estressores [63]. Portanto, quantificar os estressores de peixes durante as
atividades de aquicultura € fundamental para estabelecer praticas de manejo
adequadas [64]. Mais especificamente, as estratégias que reforcam o sistema
imunologico para melhorar as respostas fisiologicas durante o estresse podem
melhorar o desempenho dos peixes, evitando a mortalidade e,
conseguentemente, mitigar as perdas econdémicas e 0s impactos ambientais do

uso de antibidticos.
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O cortisol plasmatico e a glicose estdo entre os indicadores mais
comumente usados para 0 estresse dos peixes [65-67]. As concentracdes
plasmaticas de eritrocitos e hemoglobina também sé&o indicadores de estresse
Uteis que refletem a capacidade do sangue de transportar oxigénio aos tecidos,
suprindo as necessidades energéticas dos peixes em uma situacdo adversa
[68]. No presente estudo, a tilapia do Nilo apresentou aumento nas
concentracfes plasmaticas de glicose, cortisol, eritrocito e hemoglobina apos
ser desafiada, indicando que os peixes estavam sob estresse. Ressalta-se que
a suplementacdo com ae-Aa reduziu a concentracdo plasmatica de glicose e
cortisol da tilapia para ambas as fases experimentais quando comparada ao
grupo que nao recebeu suplemento, sugerindo o potencial do ae-Aa em reduzir
os efeitos negativos do estresse. Estudos recentes tém mostrado que uma
variedade de plantas é rica em metabdlitos secundarios que podem induzir
atividades imunomoduladoras durante o estresse [10]. No entanto, os
suplementos de plantas na aquicultura devem ser desenvolvidos para apoiar 0s
componentes inatos e adaptativos do sistema imunoldgico, para prevenir
infeccbes ao invés de atuar como um tratamento ap6s um surto [69]. A
diminuicdo dos niveis plasmaticos de glicose e cortisol e o aumento dos
indicadores imunolégicos inatos da tilapia do Nilo no presente estudo sugerem
gue a suplementacdo com extrato de ae-Aa por 30 dias antes da exposicéo a
A. hydrophila melhorou a resposta imune em peixes.

A tilapia do Nilo suplementada com ae-Aa apresentou melhora nos
parametros imunologicos, como atividade da lisozima sérica, proteina
plasmatica total e RAL, quando comparada a peixes que nao receberam

suplemento. Além disso, a suplementacdo com ae-Aa aumentou a presenca de
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leucocitos e trombdcitos no sangue, 0 que pode aumentar a resisténcia dos
peixes ao estresse. Um aumento na proteina plasmatica total indica melhor
imunidade, pois a lisozima e os fatores complementares representam uma
fracdo da proteina plasmatica total [54]. Poucos ou nenhum resultado foi
encontrado usando A. annua para avaliar as respostas imunoldgicas dos
peixes. Por outro lado, os beneficios de A. annua no sistema imunolégico de
frangos de corte incluem resisténcia aos efeitos deletérios do estresse térmico
e aumento da imunidade celular e humoral [70,71]. Portanto, a suplementacao
de ae-Aa para tilapia durante 30 dias antes da infeccdo por A. hydrofila ativou o
sistema imunolégico dos peixes e fortaleceu a resposta imune, indicando a
eficiéncia do extrato de ae-Aa como imunoestimulante.

Varios imunoestimulantes naturais conhecidos como imunomoduladores,
restauradores imunolégicos, imunoadjuvantes ou modificadores da resposta
biolégica podem normalizar ou modular processos fisiologicos [10,72]. Os
extratos de ervas tém efeitos imunoestimuladores inespecificos em humanos e
animais [73] e mostraram diferentes acdes no sistema imunoldgico. Em peixes,
a atividade biolégica dos imunoestimulantes a base de plantas ocorre por meio
da modulacéo ou estimulacdo de componentes imunes inatos (ndo especificos)
ou adaptativos (especificos), facilitando a fagocitose e a morte bacteriana por
meio de macrofagos, linfocitos, vias do complemento e células citotoxicas
inatas, resultando em maior resisténcia a doencas e protecdo contra patégenos
[10,74-77].

Os imunoestimulantes podem inibir a geracdo de anions oxidativos e
eliminar os radicais livres [78-81], melhorando as defesas celulares e inibindo o

dano oxidativo aos componentes celulares. Os compostos de ervas também
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podem inibir a geracdo de anions oxidativos e eliminar os radicais livres [82], e
podem ser usados para mitigar os impactos dos estressores [83]. A A. annua
estd entre as plantas medicinais com maior capacidade de absorcdo de
radicais de oxigénio (ORAC), o que Ihe confere uma alta atividade antioxidante
[31,84]. No presente estudo, a lesdo hepatica relacionada ao estresse oxidativo
induzido pela suplementacdo de ae-Aa foi avaliada pela medicdo das
atividades de LPO e GST e CAT. A reducdo nos niveis de LPO na tilapia do
Nilo que recebeu o ae-Aa sugere menor estresse oxidativo. Mesmo com o
aumento da LPO hepética observada em todos 0s grupos experimentais
expostos a A. hydrophila, os peixes que foram alimentados com ae-Aa antes da
infeccdo apresentaram niveis mais baixos de LPO hepatica quando
comparados aos peixes que nhao receberam suplemento. Assim, a
suplementacdo da tilapia do Nilo com ae-Aa mostrou eficacia em evitar o
estresse oxidativo de peixes quando desafiados com A. hydrophila.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstram os
beneficios da suplementacdo da tilapia do Nilo com ae-Aa como estratégia
para mitigar os efeitos das condi¢cdes de estresse na aquicultura. A tilapia do
Nilo alimentada com 0,5% de ae-Aa por 30 dias antes da exposicdo a
Aeromonas hydrophila mostrou eficiéncia na modulagdo do sistema
imunoldgico inato, protecdo contra estresse oxidativo e aumento na resisténcia
a doencas. Assim, os resultados deste estudo fornecem estratégias praticas
para melhorar a saude, a resisténcia bacteriana e, por sua vez, a produtividade
da tilapia do Nilo na piscicultura por meio da suplementacdo alimentar de ae-
Aa. Entretanto, a dose o6tima de A. annua deve ser testada em peixes

submetidos a outras condicbes de estresse, em diferentes espécies e em
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diferentes sistemas de producéo para elaborar o uso efetivo de ae-Aa como

suplemento na aquicultura.
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Tabela 1. Formulacdo e composicdo quimica das dietas experimentais.

Extrato de A. annua (%)

Ingrediente 000 010 025 050
Farelo de soja (45%)* 59,00 58,90 58,75 58,50
Farelo de milho 2 13,20 13,10 12,95 12,70
Farelo de trigo* 19,30 19,30 19,30 19,30
Oleo de soja 1,20 1,20 1,20 1,20
Fosfato dicalcico 3,46 3,46 3,46 3,46
Aglutinante 1,98 1,98 1,98 1,98
Bicarbonato de Sodio 0,25 0,25 0,25 0,25
DL-Metionina (99%) 0,44 0,44 0,44 0,44
L-Isoleucina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-Histidina 0,16 0,16 0,16 0,16
L-Valina 0,04 0,04 0,04 0,04
Cloreto de sodio (NaCl) 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitamina e mineral premix3 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT (butil hidroxitolueno) 0,02 0,02 0,02 0,02

Total 100 100 100 100

Niveis de nutrientes calculados*

Proteina digestivel (%) 31,08
Energia digestivel (Mcal/kg) 3,0406
Calcio (%) 1,07
Fosforo disponivel (%) 0,73
Composicéo analisada®

Extrato de Artemisia annua (%) 0,00 0,10 0,25 0,50
Proteina bruta (%) 31,86 31,39 32,72 32,40
Extrato etéreo (%) 2,39 3,09 3,15 3,03
Fibra bruta (%) 25,03 23,31 26,32 25,39
Matéria seca (%) 90,39 93,56 92,57 90,16
Matéria organica (%) 91,53 91,49 91,60 91,49
Carboidrato total (%) 56,79 57,01 55,73 54,06
Carboidratos nao fibrosos (%) 28,76 28,70 29,41 28,67
Cinza (%) 7,64 8,07 8,00 8,05

1 De acordo com [85], como g kg! de matéria seca: farelo de soja (19,3 MJ kg! de energia
bruta, 512,1 de proteina bruta, 14,8 de lipidios totais, 71,2 de fibra bruta, 74,4 gramas),
subprodutos de aves (20,4 MJ kg -1 energia bruta, 627,9 proteina bruta, 171,8 lipidios totais,
183,2 gramas) e farinha de gluten de milho (20,6 MJ kg-1 de energia bruta, 700,7 proteina
bruta, 94,8 lipidio bruto, 8,3 fibra bruta, 17,0 cinza). 2 De acordo com [41], como g kg de
matéria seca: milho (16,9 MJ kg de energia bruta, 72,1 de proteina bruta, 42,4 lipidios totais,
20,0 de fibra bruta, 12,0 gramas), arroz (15,5 MJ kg-1 de energia bruta, 82,1 proteina bruta,
82,6 lipidios totais, 7,50 fibra bruta, 7,80 cinza). * Composi¢do da pré-mistura de vitaminas e
minerais (Vaccinar, Belo Horizonte, MG, Brasil) kg dieta*.117: vitamina A: 500.000 Ul, vitamina
D3, 250.000 Ul, vitamina E 5.000 mg, vitamina K3, 500 mg, vitamina B1 1.000 mg, vitamina B2:
1.000 mg, vitamina B6: 1.000 mg, vitamina B12: 2.000 mg, niacina: 2.500, acido félico: 500 mg,
biotina: 10 mg, vitamina C 10.000 mg, colina: 100.000 mg, Inositol: 1.000 mg, selénio: 30 mg,
ferro: 5.000 mg, cobre: 1.000 mg, manganés: 5.000 mg, zinco: 9.000 mg, cobalto: 50 mg, iodo:
200 mg. * Niveis de nutrientes calculados de acordo com os niveis de nutrientes. ® Valores
determinados de acordo com as metodologias descritas por [86].



82

Tabela 2. Contagem de leucécitos, trombdcitos, neutréfilos e mondcitos em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com dietas com diferentes
niveis de inclusdo de extrato alcoolico de Artemisia annua (%) por 30 dias

(Fase |) e apds exposicao a Aeromonas hydrophila (Fase II).

Extrato de A.  Leucécitos  Trombocitos  Neutrofilos Mondécitos
annua (%) (UL (WL (%) (%)

0.00 9,16+1,00°A 20,64+1,39°®  11,50+0,87"®  13,25+1,388

Fase 0,10 12,23+0,93%4  27,00+2,85%  13,63+1,89%"8 17,25+1,4438
| 0,25 16,451,692  31,04+1,72%8  15,75+4,56%8 20,25+3,48%
0,50 16,46+2,53*4  31,88+2,52%8  18,75+3,3728 24,00+3,25%

0,00 11,03+0,79°*  28,30+1,27°*  38,63+1,33"* 15,38+2,16°

Fase 0,10 14,27+1,49%°A  34,62+2,97%A 58,38+6,03%" 29,50+4,233PA
I 0,25 18,80+2,59%*  38,55+5,33*  60,75+5,53* 31,00+5,87%
0,50 18,67+2,34%*  38,33+4,93*  61,38+6,07* 28,25+5,46%"

Values are expressed as mean + standard error. Mean values of thrombocytes and leukocytes
x103. Small letters compare the treatments in each phase and capital letters compare the
phases in each treatment within columns (P <0.05).
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Tabela 3. Contagem de linfécitos em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentada com dietas com diferentes niveis de inclusdo de extrato alcodlico de
Artemisia annua (%) por 30 dias (Fase |) e apds exposicdo a Aeromonas
hydrophila (Fase II).

Extrato de A. annua (%)

Time
0,00 0,10 0,25 0,50

Linfocitos (%) Total
Fasel 69,25+1,92 58,50+3,62 58,50+1,34 54,13+4,92 59,97+3,24A
Fase Il 30,25+3,68 19,50+1,29  6,13+0,92 5,63+1,16 15,38+5,918
Total 49,75+7,622 38,75+7,49% 32,31+9,93% 29,88+9,46P

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo. As letras minasculas diferem nas linhas e
as maiulsculas diferem nas colunas (P <0,05).
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Tabela 4. Numero de eritrécitos, concentracdes de hemoglobina, hematocrito e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentada com dietas com diferentes niveis de
inclusdo de extrato alcodlico de Artemisia annua (%) por 30 dias (Fase |) e
apos exposicao a Aeromonas hydrophila (Fase I1).

Extrato de A.  Eritrocitos Hemoglobina Hematdcrito MCHC

annua (%) (x106uL™") (g dL™) (%) (gdL™)
0,00 1,69+0,14%8  14,22+0,64** 29,25+1,89%® 26,51+0,81%
Fase 0,10 1,82+0,14%  11,46+0,56* 29,00+1,89%8 25 71+2,04%
! 0,25 1,99+0,15%®  13,55+1,16** 30,11+1,55*® 26,16+1,39%
0,50 2,19+0,38%%  12,29+0,74* 30,75+1,13%8 26,07+1,56%®
0,00 2,37+0,19*4  8,76+0,38%®  33,25+0,84%" 47,14+2,32%A
Fase 0,10 2,110,264 9,31+0,64%®  35,50+0,33** 43,67+3,09%"
I 0,25 2,45+0,1634 8,74+0,44%®  34,11+1,11* 46,85+3,70%
0,50 2,31+0,22% 8,02+0,67%8  34,29+1,04*" 49,44+8,75%

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo. As letras mindsculas comparam o0s
tratamentos em cada fase e as mailsculas comparam as fases em cada tratamento dentro da

coluna (P <0,05).
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Figura 1. Valores das concentracdes plasmaticas de glicose (A), concentracdes
plasmaticas de cortisol (B), atividade respiratéria dos leucécitos (C),
concentracdes séricas de lisozima (D) e proteina plasmatica total - PPT (E) em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com dietas contendo niveis
graduados de extrato alcodlico de Artemisia annua (%) por 30 dias (Fase |) e
apos inoculacdo com Aeromonas hydrophila (Fase Il). Barras representam
médias * erro padrdo. As letras mindsculas comparam os tratamentos em cada

fase e as mailsculas comparam as fases em cada tratamento (P <0,05).
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Figura 2. Niveis de peroxidacao lipidica - LPO (A) e atividade da glutationa S-
transferase - GST (B) e atividade da catalase - CAT (C) em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentada com dietas contendo niveis graduados de
extrato alcodlico de Artemisia annua (%) por 30 dias (Fase |) e apés inoculacéo
com Aeromonas hydrophila (Fase Il). Barras representam médias * erro
padrdo. As letras minlsculas comparam os tratamentos em cada fase e as

maiusculas comparam as fases em cada tratamento (P <0,05).



87

CAPITULO IV

Eficiéncia do extrato alcodlico de Artemisia annua no
desempenho e morfologia intestinal datilapia do
Nilo
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Resumo

A administracdo de aditivos naturais para ra¢cdes tem sido sugerida como um
meio de imunomodulagcdo e promotor de crescimento ecologicamente correto
em alternativas aos antibiéticos. Neste estudo, foi investigado o efeito do
extrato alcodlico de Artemisia annua (ea-Aa) sobre o desempenho de
crescimento e morfologia intestinal da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
Os peixes com peso inicial (24,33 + 3,75 g) foram alimentados com niveis
crescentes de ae-Aa (0,00, 0,10, 0,25 e 0,50%) por 30 dias. Os resultados
mostraram que o desempenho de crescimento (ganho de peso, taxa de
crescimento especifico e taxa de eficiéncia proteica) em peixes alimentados
com ea-Aa aumentou significativamente (P < 0,05) e a taxa de converséo
alimentar foi melhorada em comparacéo ao grupo controle (P < 0,05). As dietas
suplementadas com 0,25 e 0,5% de ea-Aa aumentaram (P < 0,05) o perimetro,
altura e espessura do vilo, profundidade da cripta, razdo vilo:cripta e o nimero
de células caliciformes no trato gastrointestinal da tilapia do Nilo. Portanto,
pode-se concluir que ea-Aa melhora a morfologia intestinal, tem um potencial
consideravel como suplemento promotor de crescimento e melhora na

eficiéncia produtiva da tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Artemisia annua L, Artemisinina, Aditivos naturais,

Imunoestimulantes fitoterapicos, Promotor de crescimento
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1. Introducéo

A gestéo da saude, tanto dos animais em cultivo quanto do consumidor,
€ uma grande preocupac¢do na aquicultura, para alcangar o maximo rendimento
da producao e fornecer produtos de alta qualidade para consumo humano. A
consciéncia dos riscos dos antibidticos levou a demandas por “peixes verdes”,
que sdo peixes criados em um ambiente livre de antibidticos, contribuindo com
a tendéncia de diminuir o uso de antibidticos na aquicultura [1]. Dentre as
abordagens disponiveis na industria da aquicultura, a administracao de aditivos
para ragdes tem sido sugerida como um meio de imunomodulagéo e promotor
de crescimento ecologicamente correto, que recebem interesse crescente
como alternativas aos antibiéticos [1,2]. Na producdo animal, entre os aditivos
incluidos na racgédo, estdo as substancias ativas fitogénicas, que sao naturais,
menos toxicas e livres de residuos, consideradas ideais como promotoras de
crescimento e para melhorar a morfologia intestinal, sem um efeito prejudicial

na qualidade da carne [3,4], garantindo assim maior eficiéncia produtiva.

Entre os aditivos fitogénicos como opg¢des ao bom desempenho, sem o
uso de antibidticos, a Artemisia annua tem se destacado recentemente para
uso na producdo animal. A suplementacdo de extrato aquoso de A. annua
melhorou o desempenho do crescimento e funcdo antioxidante em frangos de
corte [5]. Além disso, A. annua tratada enzimaticamente melhorou o
desempenho do crescimento, morfologia intestinal e aumentou a capacidade
antioxidante intestinal de leitbes desmamados [6]. Em peixes, 0 extrato
alcoolico de A. annua mostrou potencial consideravel como um promotor de
crescimento para o cultivo da carpa comum (Cyprinus carpio) [7]. Além da

artemisinina, a A. annua contém varios nutrientes, como vitaminas,
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aminoacidos e minerais, bem como compostos antioxidantes, incluindo
polifendis e flavondides [8], que agem sozinhos ou sinergicamente, garantido
esses efeitos. Estudos avaliando o uso de plantas medicinais mostram que 0s
extratos etandlicos apresentam maior atividade e um espectro de acdo muito
mais amplo [9], sendo uma boa op¢do como suplemento fitogénico para peixes.
Entretanto, para o seu uso efetivo na aquicultura a dosagem e administracao,
bem como seu efeito em diferentes espécies de peixes devem ser identificadas
[10].

O cultivo de tilapia do Nilo é o tipo de aquicultura mais difundido no
mundo [11], e sua popularidade continua aumentando devido a relativa
facilidade de cultivo. Portanto, € crescente e de interesse dos produtores a
capacidade de maximizar a producao de tilapia a um custo reduzido, a0 mesmo
tempo que fornece proteina para a populacdo humana. Apos avaliarmos em
um primeiro estudo a eficiéncia do ea-Aa na imudomodulacao e resisténcia a
Aeromonas hydrophila na tildpia do Nilo [12] optou-se pela continuidade do
estudo buscando padronizar os componentes bioativos da A. annua que podem
atuar como promotores de crescimento e estabelecer métodos para otimizar
seu uso. Assim, avaliamos se a suplementacdo com ea-Aa por 30 dias melhora

o desempenho de crescimento e a morfologia intestinal da tilapia do Nilo.

2. Material e Métodos
2.1. Preparacéao de dieta experimental

As dietas experimentais foram isoprotéicas e isoenergéticas [31%
proteina digestivel, 3,04 Mcal/kg de energia digestivel] (Tabela 1) e formuladas

de acordo com Guimaraes e colaboradores [13].



91

Os ingredientes da dieta foram moidos em moinho de facas (Marconi
MA340, Piracicaba, SP, Brasil) para obtencdo de granulometria de 0,5 mm,
pesados e misturados em misturador vertical tipo Y (Marconi MA201,
Piracicaba, SP, Brasil), hidratado com agua para obtencao de 20% de umidade
e extrusada para obtencéo de pellets de 2,5 mm de didametro em peletizadora

de laboratério (G Paniz MCR22, Caxias do Sul, RS, Brasil).

O ea-Aa contendo artemisinina (24,27%) e desoxi-artemisinina (20,55%)
(Patente BR10201902707) foi adicionado a dieta formulada nos niveis de 0,00,
0,10, 0,25 e 0,50%, totalizando quatro tratamentos com cinco repeticbes por
tratamento. As dietas foram secas em estufa de ar forcado (55 °C por 24 h)
(Marconi MAO35, Piracicaba, SP, Brasil) e armazenadas em geladeira a 5 °C

até o uso.

2.2. Peixes e condi¢cOes experimentais

Juvenis de tilapia do Nilo foram obtidos em uma piscicultura comercial
(Polettini, Mogi Mirim, SP, Brasil) e aclimatados ao sistema experimental. Os
peixes foram alimentados com dieta controle por trés semanas antes do

experimento.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, 240 peixes foram anestesiados com
benzocaina (100 mg.L?), pesados individualmente (24,33 * 3,75 g) e
distribuidos aleatoriamente em 20 aquérios de vidro (300 L). Os aquarios foram
configurados como sistema de recirculacdo (4 L.min por aquario) e incluiram
controle de valvula individual, filtro fisico e biologico (1500 L), temperatura

controlada digitalmente e aeracdo suplementar. O volume total de agua do
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sistema de recirculacdo foi de 4800 L e a taxa de reposicédo foi de 80% por

hora.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
grupos experimentais (niveis de ea-Aa nas dietas) com cinco repeticbes (12
peixes por repeticdo/unidade experimental). Os peixes foram alimentados
diariamente e manualmente até a saciedade aparente as 8:00, 11:00, 13:00 e
4:30 por 30 dias. As dietas foram pesadas diariamente antes da primeira e

apos a ultima alimentacéo para calcular a quantidade de dieta consumida.

O oxigénio dissolvido (6,10 + 0,70 mg.L™?), temperatura (25,00 + 0,89 °C)
e pH (7,20 £ 0,217) foram medidos diariamente com uma sonda multiparametro
(U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japao) antes da primeira alimentacdo. A
amonia total (0,16 + 0,10 mg.L!) foi medida semanalmente por meio de um kit
comercial (Hach, Loveland, CO, EUA). Os aquéarios foram mantidos
periodicamente por sifonagem e renovacao de 20% do volume total do sistema.
Todos os parametros de qualidade da agua foram medidos em um aquario por
tratamento do sistema de recirculagdo de agua. Os valores dos parametros de
qualidade da agua encontrados neste estudo foram considerados adequados

de acordo com [14].

Apés o periodo experimental de alimentacdo, os peixes foram
submetidos a jejum por 24 horas e anestesiados com benzocaina (100 mg.L™)
para pesagem. Os parametros de crescimento como ganho de peso (GP); taxa
de crescimento especifico (SGR); taxa de converséo alimentar (FCR) e taxa de

eficiéncia de proteina (PER) foram avaliados de acordo com [15,16].

2.3. Andlises histologicas
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Peixes (dois por aquario; dez por tratamento; n = 40) foram
eutanasiados com benzocaina (300 mg.L™) seguido de seccdo medular. O
figado e as visceras foram pesados para determinar o indice hepatossomatico
(HSI) e o indice viscerossomatico (VSI), que foram calculados sem o peso do
figado de acordo com [17]. Cortes transversais foram coletados da regido
medial do intestino, dissecados e lavados com paraformaldeido (10%) antes de
serem fixados em paraformaldeido (10%) por 24 horas em temperatura
ambiente. ApoOs esse periodo, fragmentos de intestino foram lavados em agua
corrente por 12 h e posteriormente imersos em etanol 70% até o
processamento. As amostras foram desidratadas em séries graduadas de
etanol (70%, 80%, 90% e 95%) por 1 h em cada concentragcéo e colocadas em
uma solucdo contendo etanol 95% e resina basica (kit Leica Historesin
Embedding) (1:1) por 4 h. Em seguida, essa solucéo foi retirada e as amostras
foram colocadas em resina basica durante a noite a 4 °C e incluidas em resina
basica com endurecedor conforme protocolo do kit (kit Leica Historesin
Embedding) e mantidas em estufa a 37 °C por 24 h. O intestino foi seccionado
com espessura de 3 ym em micrétomo eletrbnico (MICRON HM 360). Os
cortes foram corados com azul de toluidina e fucsina béasica e analisados em
microscoépio de luz (BX 51, Olympus, Dinamarca) com registro de imagens no
software Olympus DP2 - B5W. De cada secdo do intestino, dois segmentos
foram analisados. As variaveis morfoldgicas intestinais avaliadas foram
perimetro das vilosidades, altura das vilosidades, espessura das vilosidades,
profundidade das criptas e relacao vilosidade:cripta de acordo com [18,19]. As

medicdes de cada animal foram entdo calculadas para estimar um valor médio
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para cada variavel por tratamento (40 medicbes por parametro para cada

tratamento).

O numero de células caliciformes por vilosidade foi contado e a area das
vilosidades foi obtida de 4 vilosidades/3 tecidos por lamina. As 12 medicfes
foram entdo usadas para obter um namero médio de células caliciformes por

peixe.

2.4. Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e as médias foram submetidas a uma analise de variancia (ANOVA one-
way). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey com um valor de p

<0,05.

2.5. Declaracéo ética

Todos os procedimentos envolvendo animais do presente estudo foram
realizados seguindo o0s principios éticos em experimentacdo animal e
aprovados pelos Comités de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Embrapa Meio Ambiente em Jaguariana, SP, Brasil (Protocolo n°® 003/2016) e
Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar, Séo Carlos, SP, Brasil

(Protocolo n°® 1518230217).

3. Resultados

Durante o periodo experimental, a taxa de sobrevivéncia foi de 100%

para todos os tratamentos. Juvenis de tilapia do Nilo alimentados com uma
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dieta de 0,1%, 0,25% e 0,5% de ea-Aa apresentaram maior GP (p = 0,001) e
SGR (p <0,01) e menor FCR (p <0,01) quando comparados aos peixes
alimentados com dietas controle (Tabela 2). Porém o DFI, HSI e VSI néo foram
significativamente afetados pela suplementacdo de ea-Aa. Por outro lado, a
tilapia do Nilo alimentada com a dieta de 0,1%, 0,25% e 0,5% de ea-Aa

apresentaram o maior PER (p = 0,002), em relacdo ao controle.

Peixes suplementados com ea-Aa apresentaram mudancas na
morfologia intestinal, como vilosidades mais longas e aumento no perimetro
das vilosidades (Figura 1). Para os peixes alimentados com 0,5 % de ea-Aa, 0
perimetro das vilosidades apresentou o maior valor e diferiu (p <0,001) do
controle e dos tratamentos com 0,1 e 0,25 % (Tabela 3). A altura das
vilosidades intestinais dos peixes alimentados com a dieta controle e 0,1 % foi
inferior (p <0,001) em relacdo aos demais tratamentos, sendo maior valor para
0s peixes alimentados com 0,5 % de ea-Aa. As tilapias do Nilo alimentadas
com dietas com 0,5% de ea-Aa exibiram a maior espessura de vilosidade, a
qual diferiu (p <0,001) dos tratamentos de 0,1 e 0,25 % (Tabela 3), sendo a
menor espessura encontrada no grupo controle. A profundidade de cripta dos
peixes alimentados com 0,5 % de ea-Aa foi maior (p <0,001) quando
comparado ao grupo controle e 0,1 %, mas nao foi diferente do grupo que
recebeu 0,25 %. Comparando o grupo 0,1 % ao controle, este também
apresentou maior profundidade de cripta (p <0,001) (Tabela 3). A razé&o
vilo:cripta foi maior (p <0,001) para os peixes que receberam 0,25 e 0,5 % de
ea-Aa quando comparados aos peixes que receberam dieta controle e 0,1 %. O
namero de células caliciformes foi maior (p <0,001) para 0s peixes que

receberam 0,25 e 0,5 % de ea-Aa quando comparado ao grupo controle e 0,1
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%. Na comparacao entre o grupo 0,1 % e o controle, 0,1 % também teve

aumento no namero de células caliciformes (Tabela 3).

4. Discusséo

O extrato de ea-Aa apresentou beneficios potenciais para melhoria no
desempenho produtivo da tilapia do Nilo, garantindo maior ganho de peso e
crescimento, promovendo melhor conversédo alimentar e eficiéncia proteica ao
receber o suplemento por 30 dias. Os resultados do presente estudo
corroboram os estudos anteriores que relataram maior crescimento e eficiéncia
alimentar em frango de corte, suinos e da carpa comum que receberam uma
dieta enriquecida com Artemisia annua [5—7]. No entanto, o presente estudo é
o primeiro a descrever os beneficios como promotor de crescimento da
administracdo do ea-Aa para a tilapia do Nilo. Por outro lado, Mbokane & Moyo
[20] observaram que a eficiéncia alimentar e o desempenho do crescimento de
bagre africano (Clarias gariepinus) ndo foram afetados pelo aditivo absinto
(Artemisia afra), o que pode ser causada pelas diferentes composi¢cdes da
dieta, tipo de Artemisia, nivel de dosagem [6] e espécie de peixe.

Em nosso estudo, a racdo formulada suplementada com A. annua nao
afetou a gordura do figado nos peixes, sem diferencas no HSI e o VSI entre
todos os tratamentos. Da mesma forma, estudos realizados com peixes
mostraram que as plantas geralmente ndo alteram a quantidade de gordura do
figado e visceras [23-26]. Mudancas nas reservas de energia podem ser
determinadas por meio desses indices, que podem indicar o balanco de
energia, jaA que as reservas de energia em peixes podem estar no figado,

musculos e gordura das visceras [21]. Na aquicultura, o figado dos peixes
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produzidos € muito gorduroso [22]. O excesso de gordura da racdo ndo €
usado como energia por peixes, em vez disso, € armazenado nos Orgaos e
tecidos, 0 que afeta negativamente a saude dos peixes e reduz a utilizacdo de
racao [23]. As tilapias do Nilo alimentadas com a racéo formulada contendo ea-
Aa apresentaram maior ganho de peso e conversao alimentar sem mudancas
nas reservas de energia. Portanto, o extrato de A. annua proporcionou uma
melhor eficiéncia no aproveitamento energético da racao.

O expressivo efeito do ea-Aa observado no desempenho da tilapia do
Nilo pode ser explicado pelo aumento da altura, perimetro, espessura e razao
vilo:cripta das vilosidades intestinal dos animais suplementados. O intestino é o
principal local de digestdo e absorcdo dos peixes e desempenha um papel
crucial no seu crescimento saudavel [27]. Mudancas na morfologia intestinal,
como vilosidades mais longas e aumento no perimetro das vilosidades, indicam
uma maior capacidade de absorver nutrientes, bem como uma barreira
mecanica melhorada no intestino de peixes [28]. Assim, 0 aumento nha altura,
espessura e perimetro das vilosidades se correlaciona com a absorcdo de
nutrientes e pode explicar as melhores respostas no crescimento e na
eficiéncia alimentar para tilapia do Nilo alimentada com niveis crescentes de
ea-Aa. A inclusdo dietética de 1 g/kg de A. annua também aumentou a altura
das vilosidades e a relacéo entre a altura das vilosidades e a profundidade da
cripta em 21,14% e 41,88%, melhorando a morfologia intestinal e o
desempenho de crescimento em frangos de corte [29]. Portanto, o ea-Aa pode
melhorar a morfologia intestinal da tilapia do Nilo, proporcionando melhores

respostas no crescimento e na eficiéncia alimentar. Um grande namero de
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estudos demonstrou a importancia do uso de aditivos alimentares para
melhorar as taxas de crescimento e a saude geral dos animais aquaticos [30].

As células caliciformes, presentes ao longo de todo o intestino, séo
responsaveis pela sintese e secrecdo da camada protetora de muco que
recobre a superficie do epitélio e atua como a primeira linha de defesa [31]. A
mucosa intestinal fornece uma barreira fisiolégica e imunologica a uma ampla
gama de microrganismos e substancias estranhas [28]. Todos os niveis de
suplementacdo de ea-Aa aumentaram o numero de células caliciformes na
tilapia do Nilo quando comparada a peixes que nao receberam ea-Aa. A
abundéancia de células caliciformes corroboram as pesquisas anteriores que
mostraram o impacto do uso de imunoestimulantes naturais na funcdo do
intestino em animais aquaticos [30,32—34]. O trato gastrointestinal € uma porta
de entrada para uma série de patdégenos [35] e o aumento de células
caliciformes podem, portanto, fornecer uma resisténcia elevada a patogénese
intestinal [32] contribuindo para a saude geral e permitindo melhores
desempenhos produtivos dos peixes.

Em concluséo, este estudo mostra que a inclusdo de ea-Aa na dieta de
tilapia do Nilo aumenta o nimero de células caliciformes no intestino, portanto,
aumenta a resisténcia a patégenos intestinal e melhora a morfologia intestinal,
resultando em melhor desempenho animal. Assim, a formulacdo de racéo
contendo ea-Aa para peixes devem ser consideradas para melhorar a saude do
intestino e, consequentemente, a taxa de crescimento dos peixes fornecendo

ao setor produtivo uma alternativa ao uso de substancias sintéticas.
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Tabela 1. Formulacdo e composicdo quimica das dietas experimentais.

Extrato de A. annua (%)

Ingrediente 000 010 025 050
Farelo de soja (45%)* 59,00 58,90 58,75 58,50
Farelo de milho 2 13,2 13,1 1295 12,70
Farelo de trigo ! 19,30 19,30 19,30 19,30
Oleo de soja 1,20 1,20 1,20 1,20
Fosfato dicalcico 3,46 3,46 3,46 3,46
Aglutinante 1,98 1,98 1,98 1,98
Bicarbonato de Sodio 0,25 0,25 0,25 0,25
DL-Metionina (99%) 0,44 0,44 0,44 0,44
L-Isoleucina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-Histidina 0,16 0,16 0,16 0,16
L-Valina 0,04 0,04 0,04 0,04
Cloreto de sodio (NaCl) 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitamina e mineral premix3 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT (butil hidroxitolueno) 0,02 0,02 0,02 0,02

Total 100 100 100 100

Niveis de nutrientes calculados*

Proteina digestivel (%) 31,08

Energia digestivel (Mcal/kg) 3,0406

Célcio (%) 1,07

Fosforo disponivel (%) 0,73
Composicéo analisada®

Extrato de Artemisia annua (%) 0,00 0,10 0,25 0,50
Proteina bruta (%) 31,86 31,39 32,72 32,40
Extrato etéreo (%) 2,39 3,09 3,15 3,03
Fibra bruta (%) 25,03 23,31 26,32 25,39
Matéria seca (%) 90,39 93,56 92,57 90,16
Matéria organica (%) 91,53 91,49 91,60 91,49
Carboidrato total (%) 56,79 57,01 55,73 54,06
Carboidratos nao fibrosos (%) 28,76 28,70 29,41 28,67
Cinza (%) 7,64 8,07 8,00 8,05

1 De acordo com [36], como g kg de matéria seca: farelo de soja (19,3 MJ kg! de energia
bruta, 512,1 de proteina bruta, 14,8 de lipidios totais, 71,2 de fibra bruta, 74,4 gramas),
subprodutos de aves (20,4 MJ kg -1 energia bruta, 627,9 proteina bruta, 171,8 lipidios totais,
183,2 gramas) e farinha de gluten de milho (20,6 MJ kg-1 de energia bruta, 700,7 proteina
bruta, 94,8 lipidio bruto, 8,3 fibra bruta, 17,0 cinza). 2 De acordo com [13], como g kg* de
matéria seca: milho (16,9 MJ kg de energia bruta, 72,1 de proteina bruta, 42,4 lipidios totais,
20,0 de fibra bruta, 12,0 gramas), arroz (15,5 MJ kg-1 de energia bruta, 82,1 proteina bruta,
82,6 lipidios totais, 7,50 fibra bruta, 7,80 cinza). 3 Composicdo da pré-mistura de vitaminas e
minerais (Vaccinar, Belo Horizonte, MG, Brasil) kg dieta*.117: vitamina A: 500.000 Ul, vitamina
D3, 250.000 Ul, vitamina E 5.000 mg, vitamina K3, 500 mg, vitamina B1 1.000 mg, vitamina B2:
1.000 mg, vitamina B6: 1.000 mg, vitamina B12: 2.000 mg, niacina: 2.500, &cido félico: 500 mg,
biotina: 10 mg, vitamina C 10.000 mg, colina: 100.000 mg, Inositol: 1.000 mg, selénio: 30 mg,
ferro: 5.000 mg, cobre: 1.000 mg, manganés: 5.000 mg, zinco: 9.000 mg, cobalto: 50 mg, iodo:
200 mg. 4 Niveis de nutrientes calculados de acordo com os niveis de nutrientes. ® Valores
determinados de acordo com as metodologias descritas por [37].
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Tabela 2. Parametros de desempenho de tilapia do Nilo alimentada com dietas

com niveis graduados do extrato alcodlico de Artemisia annua (%).

Extrato de Artemisia annua (%)

Parametros
0,00 0,10 0,25 0,50

IW (9) 24,20+0,172 24,41+0,302 24,36+0,172 24,39 + 0,352
WG (9) 35,78 +1,97° 43,21 +4,242 43,04 +£3,002 44,04 + 1,802
SGR 4,01+0,03° 4,15+ 0,052 4,13 + 0,052 4,15 + 0,032
DFI (9) 59,93 +1,562 61,26+0,89*% 61,27 +0,65*% 61,30 +0,982
FCR 2,04 £ 0,152 1,46 + 0,21P 1,55+ 0,11° 1,49 + 0,04
PER 1,93+0,12° 2,27 £ 0,202 2,27 +£0,162 2,32 + 0,062
HSI (%) 159+0,572 156+053% 151+0,45% 1,47 +0,512
VSI (%) 7,45 + 3,712 7,21 + 3,542 7,34 + 3,002 7,34 + 3,262

Os valores sdo média + desvio padrao. Médias na mesma linha com letras sobrescritas
diferentes sédo significativamente diferentes para p <0,05. Peso inicial (IW), ganho de peso
(WG), taxa de crescimento especifico (SGR), ingestéo diaria de ragcéo (DFI), taxa de conversao
alimentar (FCR), taxa de eficiéncia proteica (PER), indice hepatossomético (HSI) e indice
viscerossomético (VSI).
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Tabela 3. Variaveis morfologicas intestinais de tilapia do Nilo alimentada com

dietas com niveis graduados de extrato alcodlico de Artemisia annua (%).

Parametros Extrato de Artemisia annua (%)

0,00 0,10 0,25 0,50

Fe”')me”o dovilo  gg9 734127 96° 1092,57+4172,95> 1102,51+131,75P 1202,94+95 172
um

Altura do vilo (um) 295,96+92,82¢  313,80+41,13° 368,26+57,50°  452,55+50,052

ESP)GSSUfadOV”O 112,57+10,45¢ 132,68+14,14>  138.98+13.85"  147,93+8 492
um

Profundidade da 409 20+3,04°  44,37+4,74>  45346,75%  47,48+531°
cripta (um)

RazAo vilo:cripta 6,62+2.14P 7.14+1.18P 9,25+1,742 0.64+1 472
Numero de células 10 04+3,73¢ 18,07+3,93P 20,87+2,382 20,07+2,072
caliciformes

Os valores sdo média + DP. Médias na mesma linha com letras sobrescritas diferentes sdo
significativamente diferentes para p <0,05.
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100 pm

100 pm.

Figura 1. Cortes histologicos do intestino de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) alimentados com dietas suplementadas com niveis crescentes de

extrato alcodlico de Artemisia annua por 30 dias. Barra de escala: 100 pym.
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CAPITULO V

Desenvolvimento de método para determinacao de
artemisinina em muasculo de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) por QUEChERS modificado
combinado com microextracao liquido-liquido
dispersiva e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de alta resolucéo
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Resumo

O extrato alcodlico de Artemisia annua € um suplemento eficiente na mitigagdo
dos efeitos de condi¢des estressantes na aquicultura, pois melhora a saude e a
resisténcia dos peixes de viveiro. A fim de avaliar o potencial de acimulo de
ingredientes ativos em peixes, métodos analiticos sensiveis e confiaveis devem
estar disponiveis. Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
validar um método analitico para quantificar artemisinina em musculos de
tilapia (Oreochromis niloticus) baseado em QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Ruged and Safe) modificado seguido de Microextracdo Liquido-
Liquido Dispersiva Assistida por Ultrassom (UA-DLLME) e cromatografia
liguida de ultra-performance acoplada a eletrospray espectrometria de massa
de ionizacdo/quadrupolo-tempo de vbo (UPLC-ESI-QToF). Boa acuracia (>
70,0%), precisdo intermediaria (<15,8%) e repetibilidade (<13,8%) foram
obtidas pelo método desenvolvido. A linearidade foi satisfatéria com coeficiente
de determinacdo R? > 0,99. Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacéo
(LOQ) foram 0,05 e 0,25 ug g, respectivamente. Efeitos de baixa matriz foram
observados (-12%) e foram desconsiderados. Este método tem baixo consumo
de solvente e reagentes e pode ser aplicado para obter resultados confiaveis

de residuos de artemisinina no musculo da tilapia.

Palavras-chave: Medicamentos veterinarios; Quimica verde; Residuos em

peixes; Medicamentos fitoterapicos; Artemisia annua; Aquicultura
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1. Introducéo

A aquicultura oferece uma fonte promissora de proteinas saudaveis para
consumo humano (FAO, 2020). O aumento da producdo de peixes para
atender as necessidades dos consumidores vem com a necessidade de um
maior controle, como o fornecimento de dietas balanceadas e melhores
condi¢cdes de saude para os peixes das pisciculturas. O aumento do risco de
resisténcia antimicrobiana na producdo animal tem justificado um maior
interesse em peixes cultivados com menos substancias quimicas sintéticas,
nos quais o uso de antibidticos e outros medicamentos veterinarios para
controle de patégenos é evitado (Hoseinifar et al., 2020). Nesse sentido, tem
sido sugerido que a administracdo de aditivos naturais, como principios ativos
extraidos de plantas, pode resultar em imunomodulacdo e ser uma alternativa
para melhorar o sistema imunolégico de animais de -cultivo, reduzindo
problemas de estresse e o0 aparecimento de doencas (Hoseinifar et al., 2020;
Ringg et al., 2010). Além disso, pode ser atraente para consumidores atentos a
qualidade dos alimentos, que optam por consumir produtos sem terapéutica
sintética (Limbu, Zhou, Sun, Zhang, & Du, 2018).

Muitos extratos e compostos ativos de plantas medicinais séo altamente
eficazes contra parasitas de peixes (Doan, Soltani, Ingelbrecht, & Soltani, 2020;
Hoseinifar et al., 2020; Shen et al., 2018). Artemisia annua é uma planta
medicinal conhecida por sua alta eficiéncia e baixa toxicidade (Bhakuni, Jain,
Sharma, & Kumar, 2001; Tayebe, Mehrnaz, Khosro, & Tahere, 2012; Wu, Ling,
Song, Chen, & Wang, 2016). Artemisinina (ART), é o principal componente
responsavel pelo efeito terapéutico (Van Nieuwerburgh et al., 2006) e seu uso

foi recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude como parte de terapias
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combinadas contra a malaria (WHO, 2014). Além disso, A. annua € um
suplemento eficiente em mitigar os efeitos de condicbes estressantes na
aquicultura, ao mesmo tempo que melhora a saude e a resisténcia dos peixes
cultivados. Recentemente foi demonstrado que o extrato alcodlico de A. annua,
contendo artemisinina, pode modular o sistema imunoldgico inato da tilapia do
Nilo, mitigando os efeitos do estresse e aumentando a resisténcia dos peixes a
infeccdo bacteriana (Soares et al., 2020). Além disso, tem um potencial
consideravel como um imunoestimulante natural e suplemento promotor de
crescimento para a aquicultura da carpa comum (Cyprinus carpio) (Sarhadi,
Alizadeh, Ahmadifar, Adineh, & Dawood, 2020).

Os medicamentos fitoterapicos surgiram recentemente no ambito das
medicinas complementares e alternativas porque tém custo relativamente
menor e maior seguranca (Yun et al., 2016). Nesse sentido, o ART €& um
agente alternativo promissor para melhorar a producéo e o controle de doencas
parasitarias em peixes de cultivo. No entanto, a farmacocinética e a eliminacao
de residuos de ART em peixes ainda sdo desconhecidas. Assim, 0 estudo da
farmacocinética do ART pode ter resultados relevantes para o uso deste
composto como um imunomodulador de peixes de cultivo destinados ao
consumo humano. Estudos avaliando a toxicidade da ART mostram que sua
eliminacdo rapida apds a ingestédo oral representa uma via de administracéo
relativamente segura, mas a disponibilidade em longo prazo causa toxicidade
(Efferth & Kaina, 2010). Portanto, deve-se verificar se a ART gera residuos que
podem prejudicar o consumidor.

Para se obter um produto compativel com a legislacdo e seguro para

consumo humano, o tempo minimo necessario para a deplecao do farmaco em
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muasculo de peixe medicado deve atender ao Limite Maximo de Residuos
(LMR) (EC, 2009). Nesse sentido, enquanto métodos analiticos podem ser
usados para monitorar residuos de farmacos em alimentos, em peixes a matriz
€ complexa e os analitos estdo presentes em baixa concentracdo. Portanto, é
necessario preparar amostras adequadas para pré-concentrar a ART e
remover compostos interferentes, como proteinas e lipidios. No
desenvolvimento de métodos de preparacdo de amostras, esforcos tém sido
direcionados para procedimentos que nao agridam o meio ambiente, com
consumo minimo de produtos quimicos e baixa geracdo de residuos, como
microextracdo liquido-liquido dispersa assistida por ultrassom (UA-DLLME) e
QUEChERS modificado (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe, ou
seja, rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro).

A grande maioria dos instrumentos analiticos pode lidar apenas com
amostras liquidas. Portanto, antes de aplicar um procedimento de
microextracdo, os analitos devem ser transferidos das amostras de filé de peixe
bruto para uma fase aquosa. Varias abordagens de extracdo tém sido usadas
para esse fim, as vezes em conjunto com a limpeza de amostra (Diuzheva et
al., 2020). Essas técnicas envolvem extracdo com agua ou solvente organico,
como o método QUEChERS (Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck,
2003). Este método é baseado em trés etapas principais: 1) extragdo com
acetonitrila, que permite a precipitacdo de proteinas e a extracdo de uma
pequena quantidade de lipidios da amostra, sendo também um solvente com
ampla capacidade de extracdo de compostos com polaridades variadas; 2)
adicao de sais (sulfato de magnésio e cloreto de sédio), que promove o efeito

de salting out, diminuindo a solubilidade dos analitos na fase aquosa e a
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guantidade de agua na fase orgéanica, promovendo a extracdo de compostos
para acetonitrila; apds a mistura e centrifugacéo, o sobrenadante é removido e
transferido para outro tubo de centrifuga para a proxima etapa; 3) limpeza,
também chamada de extracdo dispersiva em fase solida (d-SPE), que visa
remover a agua residual e possiveis interferéncias ainda presentes no
sobrenadante. Em geral, o sorvente de amina secundaria primaria (PSA) é
usado, 0o que remove as interferéncias da matriz. Existem trés métodos
QUEChERS oficiais: 0 QUEChERS original, o acetato QUEChERS e o citrato
QUEChERS (Arroyo-Manzanares, Garcia-Campafia, & Gamiz-Gracia, 2013;
Qin et al, 2016). A extracdo por DLLME (Dispersive Liquid-Liquid
MicroExtraction), proposta em 2006 por Rezaee et al. (Rezaee et al., 2006)
ocorre pelo processo de particdo dos analitos entre as duas fases do liquido
imiscivel, regido pela polaridade. Consiste na rapida injecdo de solventes de
dispersdo e extracdo na amostra aquosa contendo os analitos, formando uma
dispersdo de microgoticulas de solvente organico na fase aquosa (Martins et
al.,, 2012). Em seguida, a dispersdo € centrifugada e a fase orgéanica €&
transferida para injecdo no sistema cromatogréafico. Tanto o QUEChERS quanto
o DLLME foram usados para determinar a concentracdo de antibiéticos em
peixes (Lombardo-Agli, Garcia-Campafa, Cruces-Blanco, & Géamiz-Gracia,
2015; Marques, Paschoal, Barone, Cyrino, & Rath, 2018; Shiroma, Queiroz,
Jonsson, & Bottoli, 2020), mas, pelo que sabemos, ainda ndo existe uma
metodologia padronizada para avaliar a presenca de artemisinina em filés de
peixe.

Portanto, técnicas de preparacdo de amostras baseadas em QUEChERS

e microextracdo liquida dispersiva assistida por ultrassom (UA-DLLME) foram
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avaliadas para a determinacdo de Artemisinina no musculo de tilapia por LC-
MS / MS. O método desenvolvido foi validado seguindo as orientacdes do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (Mapa) e a Diretriz da
Comunidade Europeia para avaliacdo do potencial acimulo de residuos de

medicamentos.

2. Material e Métodos
2.1. Reagentes e aparelhos

O padrao certificado de ART (pureza = 98%) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA). A Tabela 1 mostra a estrutura quimica e
propriedades fisico-quimicas, juntamente com o0 pKa, log Kow, solubilidade em
agua e ponto de fusdo de ART. O acido formico (96%), o sulfato de magnésio
anidro (MgS0O4) e o sorvente bondesil C18 (tamanho de particula de 40 um)
foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A acetonitrila (grau
HPLC) e os solventes de tolueno foram obtidos na Scharlau (Sentmenat, BCN,
Espanha). Agua ultrapura foi obtida do sistema de purificacdo Milli-Q®
Advantage A10 (Millipore, Burlington, MA, EUA). Um aparelho de equilibrio
BG4400 Gehaka (Séo Paulo, SP, Brasil), um ultrassom transénico 660 / H
Elma (Singen, BW, Alemanha), um misturador centrifugo Multifuge 3L-R
Heraeus Thermo Fisher (Waltham, MA, EUA) e um Multi Reax Heidolph

(Schwabach, BAR, Germany) foi utilizado para o desenvolvimento do método.

2.2. Solucgbes padrao
A solucédo padréo estoque de ART a uma concentracdo de 1000 pg mL?

foi preparada dissolvendo uma quantidade conhecida do analito em acetonitrila
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e armazenada no escuro a -20°C. Um padréo de trabalho de ART (10 pug mL™1)
foi preparado por dissolucdo em acetonitrila, e diluicbes apropriadas das
solucdes estoque foram mantidas refrigeradas (T <6 °C). As solucfes utilizadas
para a obtencdo das curvas analiticas foram preparadas por diluicdo adequada
das solucbes de trabalho na fase movel (acetonitrila: acido férmico aquoso
0,1% 70:30 v / v) em concentracdes variando de 0,025 a 0,75 pg mL™*. As

solucdes foram preparadas diariamente.

2.3. Condicbes LC-MS / MS

Um sistema UPLC-Q-TOF que compreende um sistema Acquity UPLC
acoplado a um espectrémetro de massa de tempo de voo ortogonal quadrupolo
hibrido (Q-TOF) (espectrobmetro de massa SYNAPT HDMS Q-TOF) com
ionizacdo de fonte de eletrospray (ESI) em modo positivo (Waters Corp.,
Milford, MA, EUA). Os parametros de otimizacdo estabelecidos para o sistema
ESI-Q-TOF foram tensao capilar: 3 kV, tensédo do detector: 2000 kV, tensédo do
cone da amostra: 30,0 V, tensdo do cone de extracdo: 5,0 V, temperatura da
fonte: 110 °C, temperatura do gas de dessolvatacdo: 400 °C, fluxo de géas
nitrogénio no cone: 20 L h™* e fluxo de dessolvatagdo: 450 L h™1.

O software MassLynx (versdo 4.1) foi empregado para aquisicdo de
dados. A separacédo dos analitos foi realizada em coluna analitica BEH Cis (100
mm x 2,1 mm, 1,7 um) da Waters (Massachusetts, EUA) e modo de eluicdo
gradiente com fase movel composta por acido formico aquoso (0,1%) e
acetonitrila, em fluxo taxa 0,225 mL mint. O volume de injecdo e o tempo de

execucao foram de 10 pL e 5 min, respectivamente.
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A ART foi confirmada pela massa precisa do ion molecular protonado,
bem como pela consideracdo de fragmentos para obter os pontos de
identificacdo (IPs) de acordo com a Decisdo da Comissao 2002/657/CE

(Decisao da Comisséo, 2002).

2.4. Preparacdo de amostra

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi usada para desenvolver o
meétodo. Os peixes experimentais foram estocados em aquarios (300 L). Os
peixes foram coletados, eutanasiados por imersdo em solucédo de benzocaina
(100 mg.L?) seguida de seccdo medular. O muasculo foi coletado,
homogeneizado em um Robot Coupe Blixer 3, acondicionado em sacos
plasticos rotulados e armazenado congelado a -20 °C. Para a preparacdo da
amostra, foi usado o QUEChERS modificado seguido por uma microextracao
liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom (UA-DLLME). Um grama da
amostra foi pesado em tubos de polipropileno (50 mL). Foram adicionados 5
mL de extrator dispersor de acetonitrila e 2,0 g de sulfato de magnésio. O tubo
foi agitado em vortex por 2 minutos e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos.
A etapa seguinte foi uma limpeza com adicdo de 50 mg de Cis em 2 mL de
sobrenadante da fase organica. O tubo foi novamente agitado em vortex por 2
minutos e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos. Um 1,0 mL do
sobrenadante contendo acetonitrila e ART foi pipetado e transferido para outro
tubo. O solvente foi completamente evaporado sob uma corrente de nitrogénio
e dissolvido em 1,0 mL de agua ultrapura. O procedimento UA-DLLME
subsequente foi realizado por uma injecdo rapida de 750 uL de acetonitrila:

tolueno (75:25 v/v) no tubo de ensaio com uma seringa de 1000 pL (estanque
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ao gas, Hamilton, NV). ApOs a extracdo, a separacao de fases foi realizada por
centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 min. A fase sedimentada foi totalmente
transferida para outro tubo de ensaio. Este procedimento foi repetido mais duas
vezes e a fase sedimentada coletada foi adicionada ao mesmo tubo de ensaio
e evaporada sob um fluxo suave de nitrogénio. O residuo foi dissolvido em 1
mL da fase movel filtrado com filtros de nailon de 0,22 um e injetado no sistema

UPLC-QTOF.

2.5. Método de Validacéo

Desenvolvimento e validacdo do método analitico foram realizadas com
amostras de tilapia (amostras em branco) livres de ART. O procedimento de
validacdo foi realizado para determinar seletividade, linearidade, limite de
guantificacdo (LOQ), acuracia (recuperacdo), repetibilidade (RSDr), precisdo
intermediaria (RSDR) e efeito de matriz com base nos parametros e critérios

estabelecidos no documento SANTE 11813/2017.

2.5.1. Seletividade
A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos
cromatogramas das amostras em branco com os picos gerados pelo analito no

cromatograma da amostra enriquecida a 0,5 pg.mL™.

2.5.2. Linearidade
As curvas analiticas foram feitas na matriz e emparelhadas com
solucdes utilizando seis diferentes concentracdes (0,05, 0,1, 0,125, 0,25, 0,5 e

0,75 ug.mL?) de ART, que foi adicionado aos extratos ap6s o procedimento de
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extracdo das amostras de tilapia. Os ensaios foram replicados trés vezes para
cada ponto de concentracdo, considerando desvio padréo relativo (RSD%)
inferior a 20%. A linearidade foi estimada por meio da analise de regressao
linear pelo método de regressdo dos minimos quadrados e os intervalos
lineares foram estabelecidos para o ART, bem como o coeficiente de

determinacéo (r>> 0,99).

2.5.3. Limite de quantificacdo (LOQ)
O LOQ foi tomado como o primeiro nivel da curva analitica (0,05 pg.mL-

1), que foi medido com preciséo aceitavel (RSD < 20%, n = 5).

2.5.4. Preciséao e repetibilidade (RSDr)

A precisdo foi determinada como a recuperacao percentual de cinco
repeticdbes em dois niveis de adicdo (0,25 e 1,25 pg.gl). A recuperacéo foi
considerada adequada quando os valores estavam dentro da faixa de 70-120%

com um RSDr associado menor ou igual a 20% (repetibilidade).

2.5.5. Precisédo intermediaria (RSDr)
A precisao intermediaria (RSDR) foi obtida a partir de dez repeticbes em
duas concentraces diferentes (0,25 e 1,25 pg.g?t), analisadas em dias

diferentes pelo mesmo analista. Foram encontrados valores de RSDr <20%.

2.5.6. Efeito matriz (ME)
A porcentagem dos efeitos da matriz foi avaliada comparando a

inclinacdo da curva de calibracdo combinada com a matriz com a inclinagao da
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curva de calibracdo do solvente obtida nos mesmos niveis de concentracao

(0,05; 0,075; 0,125; 0,250; 0,5 pug.mL?), cada nivel em ftriplicata usando a

Equacéo 1.
Inclina¢do da matriz
ME(%) = —— —11x100 ( Equacao 1 )
Inclinag¢do do solvente
Onde:

ME = efeito de matriz, em%;
Inclinagdo da matriz = Inclinag&o da curva de calibragdo combinada com
a matriz;

Inclinagdo do solvente = Declive da curva de calibragéo do solvente.

2.6. Analise das amostras de peixes

Amostras de tildpia do Nilo foram coletadas de um estudo de
suplementacdo de dieta contendo extrato alcoolico de Artemisia annua. As
amostras foram analisadas com o método validado neste trabalho. A tilapia foi
suplementada com 0,1, 0,25 e 0,5% de extrato alcodlico de A. annua contendo
1,8% de ART por 30 dias. O peixe foi filetado, a pele foi removida e os

musculos analisados.

3. Resultados e Discussao

3.1. Condic¢do LC -MS/MS
A alta sensibilidade e seletividade da espectrometria de massa tornam
seu uso possivel para a detecgcdo de compostos de baixa concentracdo em

matrizes biolégicas complexas (Xing, Yan, Zhang, Ren, & Gao, 2006). Varias
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publicacdes relataram o uso de LC-MS usando diferentes modos de ionizacéo
para a quantificacdo de artemisinina, seus derivados e seus metabdlitos
(Birgersson et al., 2014; Huang, Olson, Gingrich, & Aweeka, 2013; Lindegardh
et al., 2009; Wang, Wang, & Sun, 2020; Wiesner, Govender, Meredith, Norman,
& Smith, 2011). O LC-MS com ionizacao por eletrospray (ESI) foi relatado para
a determinacdo de artemisinina, [-artemeter e seu metabdlito,
diidroartemisinina, no plasma e na urina (Peys, Vandenkerckhove, Van Hemel,
& Sas, 2005; Souppart, Gauducheau, Sandrenan, & Richard, 2002; Xing et al.,
2006). No entanto, este é o primeiro trabalho que descreve a determinacéo de
artemisinina em musculos de peixes. A literatura publicada sobre essas
técnicas tem se concentrado principalmente na analise de amostras aquosas
(Diuzheva et al., 2020), enquanto trabalhos dedicados a anéalise de amostras
semisolidas, como plantas e musculos, sdo muito menos comuns.

Neste estudo, um espectrometro de massa de alta resolucdo (SYNAPT
HDMS Q-TOF) (resolugao = 10.000) foi usado para identificacdo e confirmacgao
do composto alvo pelas informacdes de composicdo elementar para ions
precursores e seu ion fragmento fornecido pelo modo de aquisicdo de dados
QTOF. Para fins quantitativos, o ion m / z (M + Na]*) foi monitorado. De acordo
com SANTE (SANTE, 2017), o requisito de identificagdo para MS de alta
resolucdo, como Q-TOF, é de pelo menos 2 ions com precisdo de massa < 5
ppm (Figura 1) (SANTE, 2017). O modo de ionizagdo positiva (ESI+) foi
encontrado para fornecer maior sensibilidade. A formula molecular, o tempo de
retencdo (RT) e os erros de medicdo de massa para 0 precursor e o ion do

fragmento para o analito alvo sdo mostrados na Tabela 2.
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3.2. Preparacdo de amostra

A grande maioria dos instrumentos analiticos pode lidar apenas com
amostras liquidas. Assim, antes de aplicar um procedimento de microextracao,
os analitos devem ser transferidos de amostras de musculo semisolido bruto
para uma fase aquosa. Diferentes abordagens de extracdo tém sido usadas
para esse fim, as vezes em conjunto com a limpeza de amostras (Diuzheva et
al., 2020). Neste trabalho, a ART foi extraida do musculo de tilapia pela
combinacdo de um QUEChERS modificado e UA-DLLME. A determinacao das
moléculas ativas no tecido dos peixes pode ser problematica devido a
complexidade da matriz (os peixes podem conter um alto nivel de lipidios).
Portanto, a preparacdo da amostra pode ser um procedimento altamente
exigente antes da quantificacdo por técnicas cromatogréaficas. Além do ART,
outros constituintes da matriz podem ser coextraidos e isso € indesejavel. Eles
podem causar supressao ou aumento da resposta do analito, reduzindo a
precisdo da analise quantitativa como consequéncia. Por esse motivo, tanto as
recuperacbes quanto os efeitos da matriz foram levados em consideracao
durante a avaliacdo deste procedimento. Diferentes estratégias, incluindo a
escolha do solvente de extracdo e duas etapas de limpeza (microextracao
liquido-liquido dispersiva e extracdo em fase solida dispersiva) podem evitar a
coextracdo de interferéncias e, consequentemente, reduzir o efeito de matriz.

As modificagbes no procedimento QUEChERS utilizadas neste estudo
foram baseadas em estudos desenvolvidos por Shiroma et. al (Shiroma et al.,
2020) em que as quantidades de amostras, solventes e sais foram reduzidas.
O método QUEChERS sem o0 uso de acetato foi escolhido devido a sua

simplicidade, baixo custo e baixa geracdo de residuos. A acetonitrila foi
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utilizada como solvente de extracdo devido a sua capacidade de extrair o
analito com poucos compostos interferentes e de promover a precipitacdo de
proteinas (Nunes et al., 2018). A extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE)
com sorvente Cis foi utilizada na etapa de limpeza. Sorventes n&o polares,
como octilo ou octadecil, sdo capazes de remover co-extratos ndo polares,
como lipideos e ceras. Sorbentes como o Cis sdo tradicionalmente usados para
limpeza d-SPE de extratos de peixes. Nunes et al. (Nunes et al., 2018)
avaliaram o uso de absorventes PSA e Cis para a etapa de limpeza de SPE
para sulfonamidas e analise de trimetropina em filé de tilapia e mostraram que
0 método era simples e seletivo, e os resultados alcancados indicam que o
método atende aos parametros adotado pelas diretrizes de validacdo do CE
(2002) e MAPA (2011) (MAPA, 2011). Shiroma et al. (Shiroma et al., 2020)
avaliaram diferentes técnicas de extracdo para determinacédo de florfenicol e
florfenicol amina no musculo de tilapia e descobriram que o QUEChERS
modificado usando Cis na etapa de limpeza foi o0 mais promissor. As Figuras 2
A e 2 C mostram os cromatogramas de ART no solvente e apds a extracdo de
QUEChERS modificada e limpeza de dSPE Cis. Embora esse método forneca
extratos livres de interferéncia no tempo de retencdo do ART, outros picos
foram observados indicando a presenca de outros constituintes da matriz. A
quantidade de coextratantes obtida apds o processo de extracao selecionado
para determinacdo de pesticidas € um parametro relevante em laboratério, pois
pode afetar a manutencdo do equipamento analitico (Assalin et al., 2014). A fim
de reduzir a quantidade de componentes da matriz que s&o introduzidos no
sistema analitico, o método de microextragdo liquido-liquido dispersiva

assistida por ultrassom foi aplicado apés a etapa de limpeza d-SPE.
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Primeiramente, foi coletado 1,0 mL do sobrenadante da amostra extraida, seco
sob fluxo de nitrogénio e o residuo reconstituido com 1,0 mL de agua ultrapura.
O UA-DLLME foi baseado no sistema de trés solventes: aquoso, solvente
dispersivo (acetonitrila) e solvente de extracdo (tolueno). Este procedimento
proporcionou extratos livres de interferéncia no tempo de retencédo da ART de
2,12 min, baixa quantidade de co-extrativos de matriz (Figura 2 C) e
proporcionou boa eficiéncia de extracdo demonstrando sua adequacao para

extracdo da ART em musculo de tilapia do Nilo.

3.3. Método de validagéo

O primeiro parametro avaliado foi a seletividade do método. Este
parametro determina a capacidade do procedimento de preparacdo da amostra
e do sistema de separacao e deteccdo de discriminar entre o analito e outros
compostos. A seletividade foi avaliada por comparacdo dos cromatogramas
obtidos da anélise de amostras de peixes em branco com aqueles da analise
de amostras de peixes em branco enriquecidos com ART. Nao foram
observados picos para compostos interferentes com 0 mesmo tempo de
retencdo que ART com o mesmo m / z. A Figura 3 mostra o cromatograma de
amostras enriquecidas ap0s a extracdo pelo método completo e o
cromatograma de ions extraidos com ART. A curva de calibracdo padrdo do
ART foi construida tracando a concentracdo do analito contra as areas dos
picos, nos niveis de 0,05, 0,1, 0,125, 0,25, 0,5 e 0,75 pg.mL*. A resposta do
detector foi linear nesta faixa, com excelente relagédo linear e valor de R2
superior a 0,99. O LOQ foi a concentracdo mais baixa que foi validada com

precisao aceitavel pela aplicacdo do método analitico completo (SANTE, 2017).
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A Tabela 3 resume todos os parametros de validacdo obtidos. A exatidédo
(recuperacao) e a precisao foram obtidas por meio de dois niveis de spiking no
LOQ de destino (0,25 pg.gt) e 5x o LOQ de destino (1,25 pg.g') com 5
repeticbes em cada nivel com resultados satisfatorios. O método mostrou boa
acuracia e precisdo, e € adequado para quantificar ART em musculos de
peixes.

Os efeitos da matriz podem resultar de varios processos fisicos e
quimicos durante a ionizacdo dos analitos, causando supressao ou
intensificacdo do sinal, especialmente no modo ESI. O efeito de matriz pode
resultar na supressdao do sinal (ME negativo) ou aumento do sinal (ME
positivo). Em geral, um forte efeito de matriz ocorreria quando os valores de
ME forem menores que —50% ou maiores que 50%. Valores na faixa de —-50%
a 50% sé&o considerados um efeito de matriz médio. Neste estudo, o efeito da
matriz foi de -12%, resultando na supresséo do sinal. De acordo com Ni et al.
(Ni et al., 2018); o efeito de matriz pode ser desconsiderado quando os valores
de ME% estéo entre -20% a + 20% (sem efeito de matriz) (Kaczynski, 2017; Ni

et al., 2018).

3.4. Aplicacéo

Para verificar a faixa de concentracdo que seria detectada e quantificada
nos musculos da tilapia, foi realizado um teste preliminar. Amostras de filé de
tilapia, alimentadas por 30 dias com doses de 0,1, 0,25 e 0,5% de extrato
alcoolico de A. annua, contendo 1,8% de ART na dieta, foram quantificadas em
concentracdes que variaram de 0,88 + 0,21 a 1,28 + 0,62 ug.g* de ART. Assim,

0o metodo validado pode ser aplicado com sucesso em estudos
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farmacocinéticos e fitoterapicos de residuos de administracdo oral de extrato
de A. annua contendo 1,8% de artemisinina em peixes, nas doses de 0,1, 0,25
e 0,5%, desde que o LOQ do método seja 0,25 pg.gt. Essas doses foram
escolhidas porque sédo eficazes na melhoria da saude da tilapia do Nilo

cultivada (Soares et al., 2020).

4. Concluséo

O método para determinacdo de artemisinina no musculo de tilapia do
Nilo foi desenvolvido e validado com sucesso de acordo com as diretrizes do
documento SANTE 11813/2017 usando o sistema UPLC-Q-TOF com ionizac&o
de fonte de eletropulverizacdo. Este método pode ser utilizado para a analise
de ART em amostras de peixes com resultados confiaveis, curto tempo de
analise, facilidade de operacdo e baixo consumo de solventes e reagentes,

estando em consonancia com a quimica verde.

Lista de abreviacdes

ART (artemisinina)

QUEChERS (répido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro)

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento)

MRL (Limite Maximo de Residuos)

UA-DLLME (microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por
ultrassom)

DLLME (microextracao liquido-liquido dispersiva)



126

UPLC-ESI-QToF (cromatografia liquida de ultra desempenho acoplada a

espectrometria de massa de ionizacao por electrospray / quadrupolo-tempo de

V0O0)

Q-TOF (tempo de voo ortogonal quadrupolo)
ESI (ionizacdo de fonte de electrospray)
IPs (pontos de identificacéo)

SPE (extracdo em fase sélida)

LOD (limite de detecc¢éao)

LOQ (limite de quantificacdo)

RSD (desvio padrao relativo)

RSDR (precisdo intermediaria)

RSDr (precisao e repetibilidade)

d-SPE (extracdo em fase sélida dispersiva)
ME (efeito matrix)

RT (tempo de retencéo)
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Tabela 1: Descricdo da artemisinina.

Composto Propriedades

Artemisinina
Massa molar: 282,33 g mol*

Ponto de fuséo: 156-157 °C

Densidade: 1,24 g / cm?3 (20 °C)
Coeficiente de particdo (log Kow em pH
7,0): 2,90

Solubilidade em agua: 49,7 mg L*
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Tabela 2. Composicao elementar, tempo de retencao (RT) e erros de medicéo

de massa para o precursor e fragmento de ion para analito alvo.

] ) Massa de lons de
Compostos  Formula RT lons de o
o _ L medicao (Da) fragmento (ppm
Direcionados molecular (min) quantificacéo
(Error ppm) de erro)

. CisH2205 2,12 [M + Na]* 305,1369 (1,3) 219,1385 (0,0)
Artemisinina
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Tabela 3. Parametros de validacdo de um método UA-DLLME seguido por um

UPLC-MS / MS para a determinacdo de artemisinina em amostras de tilapia.

Parametros de validagéo

Faixa Linear - Curva analitica em solvente / (ug mL™?) 0.025-0.75
Fazﬁz Iéi?)ear - Curva analitica na matriz de peixes / 0.125-0.375
Coeficiente de regressao (R) — solvente 0.996
Coeficiente de regresséo (R) - matriz de peixes 0.993
Efeito Matriz / (%) -12.0
Limite de deteccéo (LOD) / (ug g?) 0.05
Limite de quantificacédo (LOQ) / (ug g2) 0.25
Repetibilidade (RSDr %)

0.25 ug g? 13.8
1.25ug gt 10.9
Precisdo intermediaria (RSDRr)

0.25 ug g? 15.8
1.25ug gt 12.5
Precisao (recuperacéo) %

0.25 ug g* 71.0

1.25ug g* 74.9
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Figura 1. Espectro de massa apos infusdo direta de artemisinina (ART).
Condicdes do equipamento: capilar 3,0 kV, cone de amostragem 30 V, cone de
extracdo 5,1 V, temperatura da fonte -110 °C, gas de dessolvatacdo 400 °C,
gas de cone (fluxo) 20 L/h, gas de dessolvatacdo (fluxo) 450L/h, tempo de

varredura 0,5 s.
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Figura 2. Cromatogramas: A. Padrdo no solvente (a 0,5 ug mL-1), analito em tR
2,12 min, B. analito apés QUEChERS maodificado, C. analito apés QUEChERS

modificado seguido por UA-DLLME (método completo).
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Figura 3. Cromatogramas A. cromatograma de ions extraidos com ART tR 2,12
min; B. analito apés QUEChERS modificado seguido por UA-DLLME (método
completo). Condi¢cbes do equipamento: capilar 3,0 kV, cone de amostragem 30
V, cone de extracdo 5,1 V, temperatura da fonte -110 °C, gas de dessolvatacao
400 °C, gas de cone (fluxo) 20 L/h, gas de dessolvatacéo (fluxo) 450 L/h, tempo

de varredura 0,5 s.
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CAPITULO VI

Consideracoes Finais
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Considerac0fes Finais

Esta tese pretendeu contribuir para o emprego da planta Artemisia
annua como um agente alternativo promissor para melhorar a producdo e o
controle de doencas parasitarias em peixes cultivados, evitando assim o uso de
antibioticos sintéticos. Com base nos resultados apresentados neste trabalho, é

evidente que:

i. a inclusdo de extrato alcodlico de Artemisia annua na dieta de tilapia
do Nilo traz beneficios para desempenho produtivo e estimulo sobre o sistema
imune dos peixes, evitando os efeitos supressivos do estresse e melhorando a

resisténcia ao patégeno, garantindo maior sobrevivéncia dos peixes cultivados.

ii. componentes bioativos do extrato e fracdes alcoodlicas de A. annua
apresentam potencial eficacia para inibir o crescimento e eliminar Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae e Flavobacterium columnare e podem ser
aplicados no tratamento de infeccbes bacterianas, reduzindo o uso de

antibioticos sintéticos na piscicultura.

Alguns pontos podem ser destacados como relevantes para a
continuacéo da presente linha de pesquisa e que dariam suporte a continuacao

do desenvolvimento tecnoldgico:

i. Deve-se considerar a investigacédo para diferentes fases de criagéo,
tal como a alevinagem, pois os beneficios da utilizacado de extrato alcodlico de
A. annua na dieta em peixes talvez possam atenuar, por exemplo, a alta
mortalidade nas fases iniciais para muitas espécies, diminuindo as perdas

econOmicas e maximizando a producao.
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ii. Novas investigacfes devem ser incentivadas com periodos menores
e maiores do que quatro semanas (média do tempo de suplementacdo da
maior parte dos estudos com imunoestimulante para peixes) para efetivamente

concluir sobre a melhor relacao custo/beneficio.

iii. Testes in vivo usando componentes bioativos do extrato e fracdes
de A. annua devem ser realizados para estabelecer protocolos de tratamento

contra doencas bacterianas na piscicultura.

iv. O método desenvolvido e validado para determinar a artemisinina no
musculo de tilapia do Nilo pode ser utilizado em estudos futuros para verificar
se a suplementacao deixa residuos que podem prejudicar o consumidor, com
resultados confiaveis, analises rapidas, com facilidade de operacdo e analise

de curto prazo.

Os resultados desta tese demonstram claramente que:

i. a utilizacdo da formulacdo de racdo contendo suplementacdo com
extrato alcodlico de A. annua pode beneficiar a aquicultura pelo potencial em
aumentar a eficiéncia produtiva ao setor de piscicultura, pois proporciona
melhoria na conversdo alimentar, maior crescimento, melhora do sistema

imune e minimizar a resposta ao estresse dos peixes de cultivo.

ii. reforca os beneficios da adocao de estratégias alimentares, incluindo
a racao formulada contendo suplementacdo com extrato alcodlico de A. annua
por 30 dias, antes do manejo intensivo dos peixes de producdo e para trazer
beneficios para a saude dos animais, melhorando a resisténcia frente as

principais bactérias que acometem a espécie. Portanto, atende uma das
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maiores demandas do setor produtivo de tilapias, o peixe mais produzido no
Brasil e no mundo, que tem sofrido perdas produtivas em decorréncia do

aumento da ocorréncia de bactérias.



