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RESUMO

Doencas parasitarias e bacterianas sdo comuns em peixes cultivados e
responsaveis por altas taxas de mortalidade e perdas econémicas.
Antibidticos e quimioterapicos sdo utilizados para o tratamento dessas
doencas em peixes. Porém, sua utilizacdo tem trazido efeitos negativos,
tanto para 0 meio ambiente como para a salde humana. Por isso, é
importante a busca por novos medicamentos, e a utilizacdo de produtos
de origem vegetal como fonte de substancias bioativas é uma alternativa
promissora. O urucum, Bixa orellana, destaca-se por apresentar diversas
atividades biol6gicas, como antioxidantes, antimicrobiana, anti-
helmintica e anti-inflamatéria. O objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito do extrato acetbnico das sementes do urucum em juvenis de
tambaquis, Colossoma macropomum infectados por patégenos. Neste
trabalho foram realizados dois ensaios, a de fim de avaliar a eficécia
antimicrobiana e antiparasitaria sobre Aeromonas hydrophila e
Anacanthorus spathulatus de tambaqui. Primeiramente, foi avaliada a
eficacia in vitro e in vivo do extrato das sementes de urucum contra
parasitos branquiais Monogenea e parametros sanguineos de tambaqui.
O segundo avaliou os parametros sanguineos de tambaquis tratados com
extrato das sementes de urucum apos infeccdo por A. hydrophila e
Monogenea. O presente estudo fornece subsidios para a substituicdo de
quimioterapicos e antibidticos por produtos de origem vegetal, no
tratamento dessas enfermidades em peixes de uma forma que minimize
0s impactos causados ao meio ambiente e a salide humana.

Palavras chave: Aquicultura, Colossoma macropomum, Extrato de
planta, Aeromonas, Monogenea.






ABSTRACT

Parasitic and bacterial diseases are common in farmed fish and
responsible for high mortalities and economic losses. Antibiotics and
chemoterapics are normaly used for treating these diseases in fish.
However, their use have provoked negative effects either to the
environment or to human health. Therefore, the search for new
medicines is important and the use of vegetal products as source of
bioactive substances is a promising alternative. Annatto, Bixa orellana,
highlights by presenting several biological activities as antioxidant,
antimicrobial, anthelminthic and antiinflammatory. The aim of this
study was to evaluate the effects of acetonic extract of annatto seeds in
juveniles of tambaqui, Colossoma macropomum infected by pathogens.
Two assays were perfomed to evaluate the antimicrobial and
antiparasitic efficacy on Aeromonas hydrophila and Anacanthorus
spathulatus of tambaqui. Firstly, the in vitro and in vivo efficacy of
annatto seeds extract against Monogenea gill parasites and blood
parameters of tambaqui were studied. The second evaluated the blood
parameters of tambaqui treated with annatto seeds extract after infection
with A. hydrophila and Monogenea. The present study provides
assistance to replace antibiotics by products of vegetal source to treat
fish diseases in order to minimize the impacts caused in the environment
and human health.

Key words: Aquaculture, fish, plant extract, annatto, chemical
composition, Aeromonas, Monogenea, treatment.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 A Aquicultura mundial, brasileira e amazbnica

A aquicultura é uma das atividades que mais tem crescido no
mundo nos Gltimos anos, devido a crescente demanda por pescado como
alimento (FAO, 2014). Essa atividade desempenha relevante papel
econbmico e social, gerando emprego e renda, inclusive em outros
segmentos do Agronegécio, como as indistrias de ragdes,
medicamentos e equipamentos (FAO, 2014).

O crescimento da aquicultura ndo esta vinculado apenas ao
aumento da sua demanda, tornou-se importante também a medida que é
uma alternativa a pesca, principalmente devido a sobrepesca de varias
espécies economicamente importantes e ao aumento da pressdo de novas
politicas ambientais que restringem cada vez mais a atividade
pesqueira/extrativista (FERNANDES et al., 2010). Em 2012, a producéo
global aquicola foi de 90,4 milhGes de toneladas, um aumento de 50,6 %
em relacéo a 2010 cuja producdo foi de 60 milhGes de toneladas, sendo
esse produto destinado quase inteiramente ao consumo humano (FAO,
2014).

Neste cenério, o Brasil vem cada vez mais desenvolvendo a
aquicultura, sendo que em 2012 passou a ocupar a 12° posi¢cdo com uma
producdo de 707.461 t, e em relagdo a América do Sul, apenas o Chile
produziu mais que o Brasil, com 1.071.421 t (FAO, 2014). Seguindo o
padrdo observado nos anos anteriores, a maior parcela da producdo
aquicola é oriunda da aquicultura continental, na qual se destaca a
piscicultura continental representando 86,6% da produgéo total nacional.

O peixe é uma excelente fonte de proteina animal e de outros
nutrientes essenciais, contribuindo para a seguranca alimentar. Portanto,
ha uma forte campanha em nivel nacional para o consumo de pescado
em todo o territério nacional, onde foi registrado em 2010 um consumo
per capita de 9,75 kg/hab/ano, ou seja, um crescimento de 8%
comparado ao ano de 2009 (MPA, 2011). No Amazonas, diferente dos
demais estados brasileiros, a populagcdo tem no pescado sua principal
fonte de proteina animal (SANTOS et al., 2006), com um alto consumo
per capita, cerca de 33 kg/hab/ano.

Dentre as modalidades aquicolas, a regido Amazdnica tem sido
vista como uma das regiGes mais promissoras para 0 avango da
piscicultura no Brasil (KUBTIZA et al., 2012). Apesar da producdo
ainda modesta em relacdo as demais regides do pais, a Amazonia, sem
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davida, possui grande potencial para a criagdo de peixes em cativeiro,
devida suas caracteristicas, tais como: maior bacia hidrografica do
mundo, a rica ictiofauna (1.500 a 5.000 espécies), clima quente 0 ano
todo, baixa amplitude térmica nos corpos d’agua (3 a 4°C), solo que
propicia & construcdo de viveiros (VAL; HONCZARYK, 1995; ONO,
2005).

As principais espécies criadas na regido sdo o tambaqui
Colossoma macropomum, 0 matrinxd Brycon amazonicus e 0 pirarucu
Arapaima gigas (KUBTIZA et al., 2015). Sendo o tambaqui a espécie
mais produzida.

1.2 Sobre o tambaqui Colossoma macropomum

O tambaqui C. macropomum, pertencente a familia Characidae é,
uma das espécies mais importantes economicamente da ictiofauna
Amazobnica, e esta distribuido nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco.
Espécie de grande porte, podendo atingir até 1 metro de comprimento e
pesar 30 kg na natureza, possui habito alimentar onivoro, alimentando-
se de frutos, sementes, zooplancton e outros (ARAUJO-LIMA;
GOLDING, 1998; LOPERA-BARRERO et al., 2011).

Sem dlvida, € uma espécie com grande potencial para
piscicultura devido a suas caracteristicas, tais como: aceitar facilmente
racdo comercial e possuir crescimento rapido, alta resisténcia a doencgas
e rusticidade, suportando bem as etapas de manejo e as variagdes nas
caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua, como baixas concentraces de
oxigénio dissolvido (< 1 mg/L), grandes oscilagdes de temperatura (18 a
35°C) e pH (3,5 a 8,5), elevados niveis de ambnia toxica (0,45 mg/L) e
de nitrito (1,82 mg/L) (ISMINO-ORBE et al., 2003; COSTA et al.,
2004; ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005; CHAGAS et al., 2007). Aliado
a isso, apresenta grande aceitabilidade pelo mercado, uma vez, que sua
carne é bastante apreciada pelo sabor, 0 que o torna muito atraente na
regido Amazonia e nos mercados externos (ONO, 2005; GOMES et al.,
2010).

Todas essas caracteristicas fazem do tambaqui uma das espécies
principais para o desenvolvimento da piscicultura nacional. A criacdo
dessa espécie tem se expandido por todas as regides do Brasil, e em
termos produtivos, é a segunda que mais cresceu no pais, ficando atras
somente da tilapia. Atualmente é a espécie nativa mais importante da
piscicultura brasileira, com uma producéo que passou de 54,313 mil
toneladas em 2010 para 111,084 toneladas em 2011, com destaque para
a regido Norte que contribuiu com 62,7 % desse total (MPA, 2013).
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O mercado de Manaus é o maior centro de consumo de tambaqui,
absorvendo mais de 30.000 t/ano desta espécie produzidas no AM, RR,
RO e AC. Atualmente, a pesca extrativista do tambaqui no Amazonas
se mantém constante, em torno de 4.000 t (SEPA, 2013), enquanto sua
producdo em cativeiro tem crescido a cada ano com uma producdo de
16.524 t (IDAM, 2013). Esse expressivo crescimento se deve aos
investimentos por parte das instituicGes de fomento, principalmente no
campo da pesquisa, nas diversas areas da sua cadeia produtiva
(KUBITZA, 2012).

Entretanto, com a intensificacdo da producéo de tambaqui, surge
a preocupagao com o aumento na ocorréncia de doengas, e sdo VArios 0s
relatos sobre perdas excessivas de plantéis nas pisciculturas,
principalmente na regido Norte (GOMES et al., 2012).

Das diferentes espécies de parasitos que afetam os tambaquis,
destaca-se a classe Monogenea (THATCHER, 2006). Sao ectoparasitos,
que podem ser encontrados no corpo, nadadeiras e branquias dos peixes
(PAVANELLI et al., 2013). Os Monogenea sdao um grupo de grande
importancia para piscicultura, pois podem provocar altas taxas de
mortalidades (MARTINS et al., 2002; THACHER, 2006). Outra causa
de grandes perdas nos sistemas de cultivo sdo as bacterioses, e dentre
estas, as causadas por Aeromonas hydrophila (PAVANELLI et al.,
2013). Um fator que colabora aumentando a mortalidade dos peixes em
sistemas de cultivo sdo as infeccbes mistas, uma vez que peixes
infectados por parasitos, s&o mais suscetiveis ao desenvolvimento de
bacterioses (BUSCH et al., 2003; XU et al., 2009), causando declinio
ainda maior na produgéo.

Portanto, torna-se de grande importancia a busca por medidas
profilaticas, e de tratamento efetivas e seguras contra doengas causadas
por Monogenea e de etiologia bacteriana em juvenis de tambaquis,
principalmente as da espécie A. hydrophila.

1.3 Doengas na aquicultura com énfase na producéo de tambaqui

A ocorréncia de doencas em animais aquaticos vem se tornando
cada vez mais frequente nos paises onde a aquicultura teve crescimento
acelerado (PAVANELLI et al., 2013; FAO, 2012).

O aparecimento de doengas na criacdo de salméo do Atlantico, no
Chile, as ostras na Europa, e o cultivo de camardo marinho em varios
paises da Asia, América do Sul e Africa, tem resultado em perdas
parciais ou totais na producdo. O piolho marinho, Lepeophteirus
salmonis causou colapso populacional de salmdo do Atlantico no Canada
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e no Chile (FAO, 2012) e a mancha-branca em fazendas de camardes no
Brasil, no estado de Santa Catarina e na regido Nordeste (COSTA et al.,
2010). Em 2010, a aquicultura na China sofreu perdas na producédo de
1,7 milhdes de toneladas causadas por desastres naturais, doencas e
poluicdo. Surtos de doencas praticamente eliminaram a producdo
aquicola do camardo marinho em Mocambique em 2011, e, na América
do Sul, tem-se verificado um aumento no aparecimento de doencas,
particularmente no Brasil e no Peru (FAO, 2012).

A produgdo nacional de tambaqui vem enfrentando problemas
relacionados ao aparecimento de doengas parasitarias e bacterianas
(SILVA 2001; VARELLA et al. 2003; SANTOS et al. 2013). As
doencas parasitarias mais comumente relatadas para o tambaqui s&o
causadas por varias espécies de Monogenea, infestagbes macigas por
acantocéfalos Neoechinorhynchus buttnerae, com perda de peso pelo
hospedeiro, mixosporideos, crustaceos copépodes e branquidros e pelo
protozoario dinoflagelado Piscinoodinium pillulare (MALTA et al.
2001; VARELLA et al. 2003; SANTOS et al. 2013). Sendo o0s
Monogenea, um grave problema para a piscicultura por apresentarem
altos valores de intensidade parasitaria registrados em sistemas de
cultivo (VARELLA et al. 2003; GOMES et al., 2012).

Em relagcdo as bactérias isoladas de tambaqui, Pilarski et al.
(2008), isolaram Flavobacterium columnare. Silva (2001) registrou a
ocorréncia de varios géneros cujos mais representativos foram:
Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Alcaligenes sp., Moraxella sp. e
Pseudomonas sp. Contudo, na criacdo de peixes de agua doce A.
hydrophila é responsavel por grandes perdas (BELEM-COSTA;
CYRINO, 2006).

1.4 Sobre o0 género Aeromonas

Dentre as doengas infecciosas em peixes, as de origem bacteriana
representam elevada significAncia patogénica em cultivo intensivo
(THUNE et al., 1993). Bactérias do género Aeromonas sao responsaveis
por grandes perdas na piscicultura, muitas vezes aparecendo como
agente primario causador de lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica
em peixes (RADU et al., 2003). As Aeromonas sdo bacilos ou coco-
bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo esporulantes
(HOLT et al., 1994). As espécies de bactérias deste grupo que causam
problemas nos peixes sdo: A. hydrophila, A. sobria, A. cavia e A.
salmonicida, sendo esta Ultima espécie a Unica desse complexo, ndo
moével e patogénica obrigatéria de peixes. O restante pode causar
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enfermidades em outros animais ectotérmicos e em homeotérmicos,
incluindo o homem (SALTON; SCHNICK, 1973).

Dentre as espécies de bactérias citadas acima, as que provocam
maior mortalidade na piscicultura de &gua doce é a A. hydrophila
(PAVANELLI et al., 2013). E uma bactéria tipicamente oportunista, que
guando ha desequilibrio dos sistemas hospedeiro-patégeno-ambiente,
podem desencadear o aparecimento de doencas (PAVANELLI et al.,
2013). Fazem parte da microbiota da dgua, e podem atacar as branquias,
tegumento e intestino de peixes perfeitamente saudaveis, sendo
especialmente abundantes em aguas eutrofizadas (PAVANELLI et al.,
2013). Geralmente os sinais clinicos de infecgbes causadas por A.
hydrophila em peixes sdo: perda de apetite, perda de equilibrio, lesdes
epidérmicas (despigmentagdo, necrose da pele, Ulceras com exposicao
da musculatura), hiperplasia do figado, baco e dos rins, dentre outras
(HARIKRISHNAN et al., 2003; SILVA et al., 2012).

Por estarem presentes naturalmente no ambiente aquético e
fazerem parte da microbiota natural dos peixes, torna-se dificil seu
controle. Para o tratamento de doencgas de etiologia bacteriana, estdo
disponiveis antibidticos e outros quimioterapicos (PAVANELLI et al.,
2013). Porém, o uso desses produtos pode trazer efeitos negativos, tais
como: resisténcia bacteriana ao principio ativo da droga,
imunossupressdo, acimulo de residuos nos tecidos e poluicdo do meio
ambiente (MAXIMIANO et al., 2005). Assim, se torna necessario a
implementacdo de medidas profilaticas e de tratamento contra as
doencas de etiologia bacteriana, que minimizem tais efeitos colaterais
causados pelos tratamentos utilizados comumente.

1.5 Sobre a Classe Monogenea

Doencas de origem parasitaria produzem elevada significancia
patogénica na criagdo intensiva, pois podem provocar altas taxas de
mortalidade causando perdas para os produtores (PAVANELLI et al.,
2013). Dentre as espécies de parasitos que afetam os sistemas de
criagdo, destacam-se os Monogenea (THATCHER, 2006; MARTINS et
al., 2008). Pertencentes ao filo Platyhelminthes e classe Monogenea, séo
ectoparasitos, que podem ser encontrados no corpo, nhadadeiras,
branquias, fossas nasais e na cavidade oral dos peixes (PAVANELLI et
al., 2013). Além desses locais, podem ser encontrados atuando como
endoparasitos, habitando o estdmago, ductos intestinais e ureteres
(THACHER, 2006; JERONIMO; SPECK; MARTINS, 2010). Eles
apresentam ciclo de vida direto (monoxeno), portanto, capazes de



26

multiplicar-se rapidamente em sistemas de criacdo de alta densidade
(EIRAS; TAKEMOTO; PAVANELLLI, 2010). Sdo parasitos que quando
0 hospedeiro estd exposto a condigcBes estressantes podem provocar
surtos epizodticos com altas taxas de mortalidade (MARTINS et al.,
2002).

Duas familias se destacam causando maiores danos para
producdo de peixes, Dactylogyridae e Gyrodactylidae, sendo a primeira,
a mais abundante nas aguas da América do Sul (THATCHER, 2006) e
no Brasil (TAKEMOTO et al.,, 2004). Seis espécies de Monogenea
foram descritas parasitando tambaquis, cinco da familia Dactylogyridae:
Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis,
Linguadactyloides brinkmanni, Mymarothecium boegeri, Anacanthorus
penilabiatus, e uma espécie da familia Gyrodactylidae: Gyrodactylus sp.
(FISCHER et al., 2003; BELMONT-JEGU et al., 2004; COHEN;
KOHN, 2005; THATCHER, 2006). Sendo as espécies de maior
ocorréncia A. spathulatus, L. brinkmanni e Notozothecium sp. (MALTA
etal. 2001; VARELLA et al. 2003; THATCHER 2006).

Peixes infectados por Monogenea apresentam como sinais
clinicos, aumento na producdo de muco nas branquias, hemorragias
cutaneas e branquiais, lesbes na pele, anorexia e emagrecimento
(PAVANELLI et al., 2013). Além disso, os peixes nadam esfregando-se
na parede dos tanques tentando retirar os parasitos do corpo. Contudo,
nessa tentativa acabam originando lesdes epidérmicas, servindo de porta
de entrada para infecgdes secundarias, como as causadas por bactérias
(ONAKA et al., 2003).

O controle desses parasitos é realizado por meio de banhos
terapéuticos ou de medicamentos adicionados na racao, sendo alguns
dos produtos utilizados, 0 mebendazol, formalina, praziquantel, sulfato
de cobre, dentre outros (TAVARES-DIAS et al., 2003; PAVANELLI et
al., 2013). Todavia, a utilizacdo de alguns produtos causa alguns efeitos
negativos, para 0s peixes € ao manipulador, além do meio ambiente
onde muitas vezes sdo descartados.

Estudos sobre aspectos toxicoldgicos para determinar doses
seguras e periodo de caréncia nos animais sdo escassos, portanto, é
importante a realizacdo de pesquisas que busquem responder essas
questdes. Além disso, a busca por novos medicamentos que minimizem
os efeitos colaterais causados pelos quimioterapicos. E a utilizacdo de
produtos de origem vegetal como fonte de substancias anti-helminticas é
promissora.
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1.6 Sobre a utilizacdo de produtos naturais de origem vegetal na
aquicultura

As regides que abrigam a maior diversidade de espécies sdo as
florestas tropicais, devido as suas caracteristicas favoraveis, e a floresta
Amazénica se destaca por possuir a maior biodiversidade do planeta
(MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI, 2015). Sendo a maior
diversidade floristica do mundo, apresenta varias espécies vegetais
portadoras de principios ativos com potencial terapéutico contra varias
doencgas, principalmente no que diz respeito a doengas causadas por
agentes infecciosos (COSTA et al.,, 2008). Isso se torna de grande
importancia, visto que, os medicamentos disponiveis estdo se tornando
cada vez mais ineficientes, o que tem se tornado uma preocupagdo
mundial. Esse problema afeta diversos setores da sociedade, inclusive o
agronegdcio, como a piscicultura, por isso, é importante buscar formas
de minimizar esses efeitos negativos, através de novos medicamentos,
eficientes e seguros.

Os antibidticos e quimioterapicos utilizados na aquicultura para o
tratamento de doencas, tem sido criticados pelos seus efeitos negativos,
tais como: resisténcia ao principio ativo da droga, acimulo de residuos
nos tecidos dos animais e poluicdo do meio ambiente (TAVECHIO et
al., 2009). Consequentemente, o interesse pelos produtos naturais
biologicamente ativos com o intuito de serem utilizados como
imunoprofilaticos e no tratamento de doengas em peixes tem aumentado
nos Gltimos anos (REVERTER et al., 2014).

Sabendo-se dos beneficios de diferentes produtos naturais
utilizados como antibacterianos e antiparasitarios (BRITO et al., 2009;
OKPEKON et al.,, 2004), varios estudos tém sido realizados
demonstrando que a utilizacdo destes produtos como fonte de
substancias contra patdgenos de peixes, € uma alternativa promissora.
Diversos estudos demonstram a atividade antibacteriana in vitro de
extratos, fracBes e substancias purificadas de plantas contra varios
patdgenos de peixes (RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN 2007; OLIVEIRA et al., 2007). Indu et al. (2006)
observaram que os extratos etandlicos de Allium sativum (alho), e
aquosos de Myristica fragrans (noz-moscada) apresentaram atividade
antibacteriana contra A. hydrophila. Resultados similares foram
relatados por Anusha et al. (2014), utilizando extratos de Ixora coccinea
preparados com hexano, acetato de etila e metanol. Os estudos de
Hashimoto et al. (2016) motraram a eficacia do uso de Mentha pipperita
(hortela-pimenta) contra Monogenea parasitos de tilapia do Nilo, além
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do tratamento ndo ter provocado alteragdes nos pardmetros
hematoldgicos.

De modo geral, os extratos vegetais apresentam atividade
antibacteriana contra importantes patdégenos de etiologia bacteriana de
organismos aquéaticos. Flavobacterium columnare e Aeromonas
hydrophila foram controlados pelos extratos metandlicos de Cariniana
legalis, Croton floribundus e Myrcia velutina (CASTRO et al., 2008).
Wei e Musa (2008), observaram que o extrato de alho foi ativo contra
bactérias Gram-positivas (Streptococcus agalactiae) e Gram-negativas
(Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e Edwardsiella tarda).

Além dos estudos in vitro, muitos trabalhos demonstram o efeito
benéfico do uso de espécies vegetais no controle de doencas infeciosas
in vivo (HARIKRISHNAN et al., 2010; DAS et al., 2007). Dentre estas
espécies vegetais, algumas agem como imunoestimulantes naturais,
aumentando a atividade dos mecanismos de defesa ndo especificos e
conferindo protecdo contra doengas quando adicionados a racdo dos
peixes (CHRISTYBAPITA et al., 2007; SAHU et al., 2007; PARK e
CHOI, 2012; KUMAR et al., 2013; TANG et al., 2014).

Outra maneira de utilizacdo dos vegetais, e que se mostram
promissores no controle de doengas em peixes, sdo 0s banhos
terapéuticos (HARIKRISHNAN et al., 2003; CLAUDIANO et al.,
2009; TU et al., 2013; HASHIMOTO et al., 2016). Essa forma de
tratamento é de grande importancia, principalmente quando os animais
se encontram debilitados e passam a ndo se alimentar,
consequentemente, ndo podendo ser tratados por medicamentos
adicionados a ragdo. Porém, um grande problema dos banhos
terapéuticos, é que na maioria das vezes a agua utilizada, é liberada no
meio ambiente. Por isso, a utilizacdo de produtos que possam minimizar
seus efeitos negativos é de grande importancia.

1.7 Sobre a espécie vegetal Bixa orellana

Bixa orellana, conhecida popularmente como urucum, pertence a
familia Bixaceae, & originaria de florestas tropicais das Américas
Central e do Sul (LORENZI; MATOS, 2002). Utilizada na medicina
popular para higiene bucal, contra gonorreia e inflamacdo na garganta
(LORENZI; MATOS, 2002). Apresenta ampla utilizacdo na indistria
alimenticia, pois possui a capacidade de conservar e agregar a qualidade
dos alimentos (BRAGA et al., 2007). Além disso, é utilizada na
substituicdo de corantes sintéticos devido ao seu baixo custo de
producdo e baixa toxicidade. (AGNER et al., 2004). Paumgartten et al.,
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(2002) avaliaram a toxicidade de extratos de urucum em concentracdes
até 500 mg/kg de peso corporal por dia em ratas gravidas, e observaram
gue ndo hove nenhum efeito adverso sobre a mae e o feto. Também ndo
se observou atividade mutagénica em ratos alimentados com extrato das
sementes de urucum nas concentragdes de 1,330, 5,330 e 10,670 ppm,
durante sete dias. (ALVES DE LIMA, et al., 2003).

Diversos estudos mostram que B. orellana produz diversas
classes de substancias, como por exemplo, carotendides, flavonoides,
alcal6ides, entre outros, estando distribuidos em diversos Orgaos
vegetais (COELHO et al., 2003; BRAGA, et al., 2007). Estas classes de
substancias sdo responsaveis por diversas atividades biolégicas, como:
antioxidante, antiparasitaria, antimicrobiana, dentre outras (IROBI et al.,
1996; GOMES et al., 2008).

Estudos sobre a atividade antimicrobiana sdo importantes, visto
que ja foram detecados diversos microrganismos resistentes aos
medicamentos comumente utilizados (AKINBOWALE et al., 2007). A
literatura mostra trabalhos realizados com B. orellana testando sua
atividade contra diversos microrganismos de interesse clinico, com
resultados satisfatérios (FLEISCHER et al., 2003; BRAGA, et al., 2007;
MAJOLO et al., 2013), evidenciando seu potencial contra doencas
causadas por agentes etioldgicos infecciosos.

As sementes de urucum séo ricas em carotenoides, sendo o mais
abundante a bixina, compreendendo cerca de 80% do total dos
carotenoides (PRESTON; RICKARD, 1980), pigmento responsavel pela
coloracdo vermelha, e varias por atividades biolégicas dentre elas
antioxidante e antimicrobiana (CHISTE et al., 2011; MAJOLO, 2013).

Diante do exposto, B. orellana pode ser considerada um vegetal
de escolha para testes de atividade antibacteriana e antiparasitaria de
interesse contra patégenos que acometem a piscicultura.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do extrato acetbnico
das sementes de B. orellana em juvenis de tambaqui infectados por
patdgenos. Contribuindo para a substituicdo do uso de antibiéticos e
outros quimioterapicos, por produtos naturais no tratamento de doencas
infecciosas em peixes.
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2 JUSTIFICATIVA

O tambaqui, C. macropomum, € a espécie nativa de maior
importancia, ficando atrds somente da tilapia. Entretanto, a
intensificacdo da criacdo favorece o surgimento e a propagacdo de
doencas por agentes infecciosos, tendo como consequéncia, perdas
econbmicas significativas. Dentre as doengas de etiologia bacteriana,
Aeromonas hydrophila vém adquirindo cada vez mais resisténcia aos
antibidticos utilizados. Outro grupo que provoca grandes perdas na
criacdo sdo os parasitos Monogenea. Esses parasitos causam lesdes nos
peixes, que servirdo de porta de entrada para infec¢fes secundérias,
causadas por bactérias. Consequentemente, 0s peixes se tornam mais
propensos a mortalidade por infecgdes mistas.

Antibidticos e quimioterdpicos sdo utilizados para o tratamento
dessas doengas em peixes. Porém, sua utilizagdo traz efeitos negativos,
tanto para o meio ambiente, como para a salde humana. Por isso, é
importante a busca por novos medicamentos, e a utilizacdo de produtos
de origem vegetal, como fonte de substancias é uma alternativa que vem
se mostrando promissora.

O urucum, Bixa orellana, destaca-se por apresentar diversas
atividades biolégicas, como antioxidantes, antimicrobiana, anti-
helmintica e anti-inflamatéria. Por estas razdes, o presente trabalho
pretende avaliar a eficiéncia do tratamento com urucum em juvenis de
tambaqui, submetidos a infeccdo por A. hydrophila e Monogenea. Com
isso, pretende-se diminuir as perdas nos sistemas de criacdo utilizando
produtos que minimizem os impactos causados a0 meio ambiente e a
salide humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do extrato acetdnico das sementes do urucum,
Bixa orellana, em juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum
infectados por Aeromonas hydrophila e parasitados por Monogenea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a atividade anti-parasitaria do extrato acetonico das
sementes de B. orellana contra parasitos Monogenea in vitro;

o Determinar a atividade antibacteriana do extrato aceténico das
sementes de B. orellana contra A. hydrophila in vitro;

o Avaliar a toxicidade do extrato acetdnico das sementes de B.
orellana em juvenis de tambaqui;

o Avaliar a eficacia de banhos terapéuticos com extrato aceténico
das sementes de B. orellana no controle de infec¢des causadas
por A. hydrophila e Monogenea em juvenis de tambaqui.
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sobre Monogenea parasito branquial, Anacanthorus spathulatus e
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Resumo

Este estudo avaliou a utilizacdo de banhos terapéuticos com extrato
acetonico das sementes de Bixa orellana sobre os parametros
hematolégicos e cortisol plasmatico de tambaqui Colossoma
macropomum parasitados pelo monogenoide Anacanthorus spathulatus.
O extrato foi analisado por ressondncia magnética nuclear (RMN) e
apresentou atividade anti-helmintica in vitro contra os parasitos, e 0s
peixes suportaram as concentrac@es avaliadas no teste de toxicidade. Com
base nestes resultados, foi realizado o teste in vivo. Um total de 180
juvenis de tambaqui foram divididos em seis tratamentos em triplicata:
peixes ndo tratados e ndo parasitados; peixes expostos a acetona 0,2 %;
peixes Parasitados, ndo tratados com o extrato; peixes tratados com 125
Hg.mL™ de extrato; peixes tratados com 250 pg.mL™ de extrato com
banho de 2 h por 2 dias consecutivos; e peixes tratados com 125 pg.mL™
de extrato submetidos a um banho de 12 h. Apds o ultimo banho, anélises
parasitologicas e sanguineas foram realizadas. O extrato apresentou 100%
de eficacia em todas as concentragdes e tempos avaliados. A concentracéo
de hemoglobina, percentual de hematécrito e contagem de eritrdcitos
foram maiores nos peixes tratados com o extrato em comparagdo grupo
controle (ndo tratado). Foi observada reducgéo significativa no nimero de
trombécitos nos peixes apds o banho com acetona a 0,2% em relagdo ao
grupo basal e 125 pg/mL, assim como a diminui¢do do nmimero de
linfécitos circulantes apds banho de acetona com 0,2% e 125 pg/mL 12 h
em relacdo aos peixes ndo tratados. Por outro lado, aumento significativo
na contagem de leucocitos totais foi encontrado em peixes tratados com
125 pg/mL 12 h em relagdo a grupo basal e acetona. A glicose foi
significativamente maior nos peixes tratados com o extrato e o cortisol foi
significativamente maior nos peixes tratados com acetona em relagdo aos
demais. Este é o primeiro relato sobre a utilizagdo de sementes de urucum
B. orellana contra parasitas monogenético de tambaqui. O modelo de
estudo in vitro utilizado com branquias em placas de Petri teve sucesso e
pode ser implementado para diversos testes no tratamento de parasitos de
peixes. O banho com extrato de urucum é um tratamento alternativo
eficaz no tratamento de Monogenea. Porém, mais estudos devem ser
realizados como o mecanismo de acdo anti-helmintica, isolamento de
substancias bioativas e avaliacdo toxicol6gica antes de testar sob
condicdes de criacdo.

Palavras-chave: Fisiologia, fitoterapico, piscicultura, urucum,
tratamento, modelo de estudo
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Abstract

This study evaluated the use of therapeutic baths with acetonic extract of
Bixa orellana seeds on the hematological parameters and plasma
cortisol levels of tambaqui Colossoma macropomum parasitized by
monogenean Anacanthorus spathulatus. The extract was evaluated by
Nuclear Magnetic Resonance (RMN) and showed anthelminthic activity
in vitro against the parasites, and the fish tolerated the concentrations
used in the toxicity test. Based on these results, an in vivo test was
performed. A total of 180 juveniles of tambaqui were divided in six
treatments in triplicate: non-treated fish and non-parasitized; fish
exposed to acetone 0.2%; non-treated fish parasitized; fish treated with
125 pg.mL™ of annatto extract; fish treated with 250 ug.mL™ for 2 h
bath for two consecutive days; and fish treated with 125 pug.mL™ for a
single bath for 12 h. After the last bath, parasitological and
hematological analysis were performed. Annatto extract showed 100%
efficacy in all concentrations and times of bath evaluated. Hemoglobin
concentration, hematocrit percentage and red blood cells count were
higher in treated fish than that observed in those non-treated with
annatto extract. Significant decrease in thrombocyte number was
observed in fish after bath with acetone 0.2% compared to basal group
and 125 pg.mL™ 2 h, as well as decreased number of circulating
lymphocytes in fish after bath with acetone 0.2 % and 125 pg.mL™ 12 h
in relation to non-treated fish. On the other hand, significant increase in
WBC count was found in fish treated with 125 pg.mL™ 12 h in relation
to basal and acetone groups. Glucose was significantly higher in
annatto-treated fish and cortisol was significantly higher in acetone-
treated fish compared to other treatments. This is the first report on the
use of annatto seeds of B. orellana against monogenean parasites of fish.
In vitro study model used with gills in Petri dishes and their in situ
observation was successful and consists in a useful tool for treating fish
parasites. Annatto extract bath is an efficacious alternative for treating
monogeneans. However, more studies must be carried out for better
understanding of the mechanism of anthelminthic activity, isolation of
bioactive substances and toxicological evaluation before testing in
farming conditions.

Keywords: Physiology, phytotherapic, fish farming, annatto, treatment,
study model
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1. Introducéo

Colossoma macropomum, comumente denominado tambaqui ou
“chachama” é nativo da regido Amazobnica e a segunda espécie mais
cultivada no Brasil (Kubtiza, 2015) devido a suas excelentes
caracteristicas para criacdo, além de possuir alto valor de mercado
(Roubach et al., 2003). Entretanto, a intensificacdo da produgdo pode
desencadear situacdes que causam estresse nos animais resultando em
imunossupressao, surtos epizodticos e perdas econbmicas na
piscicultura (Carneiro et al., 2007; Gomes et al., 2012).

Dentre os patégenos que frequentemente acometem os tambaquis
em sistema de criagdo, estdo os parasitos Monogenea, principalmente da
familia Dactylogyridae (Varella et al., 2003). Apresentam ciclo de vida
direto, se reproduzem rapidamente em condi¢Bes adequadas, podendo
gerar quadros graves de infestacdo causando mortalidade em qualquer
fase da vida dos animais (Eiras et al., 2010; Jerbnimo et al., 2014).
Portanto, o controle desses parasitos tornou-se necessidade na
piscicultura. Diversos produtos quimicos como a formalina,
permanganato de potassio, peréxido de hidrogénio, praziquantel e
mebendazol tem sido utilizados para o seu controle (Pavanelli et al.,
2008; Forwood et al., 2013).

Porém, o uso continuo e de maneira inadequada pode implicar
em efeitos negativos como resisténcia ao principio ativo da droga,
imunossupressdo, contaminagcdo ambiental e riscos a salde humana
(Tavechio et al., 2009; Matyar et al., 2010; L6bo et al., 2010; Suhet et
al., 2011). Esse fato tem estimulado a busca por novos medicamentos, e
as fontes de origem vegetal tém se mostrado promissoras na prevencao e
no tratamento contra patégenos de peixes, incluindo as parasitoses
(Reverter et al., 2014; Boijink et al., 2015; Bulfon et al., 2015;
Hashimoto et al., 2016). Diversos estudos tém mostrado que as plantas
sdo portadoras de substancias com propriedades parasiticidas em peixes
(Claudiano et al., 2009; Wang et al., 2010; Dotta, et al., 2015, Levy et
al., 2015).

Dentre as espécies vegetais estudadas com finalidade terapéutica
esta 0 urucum, Bixa orellana, originario de florestas tropicais das
Américas Central e do Sul (Lorenzi e Matos, 2002), apresenta ampla
utilizacdo na industria alimenticia, por sua capacidade de conservar a
qualidade dos alimentos (Braga et al., 2007) e na indUstria farmacéutica.
As sementes possuem flavonoides, alcaloides (Fleischer et al., 2003), e
sdo ricas em carotenoides, sendo o mais abundante a bixina,
compreendendo cerca de 80% do total de carotenoides nas sementes
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(Preston e Rickard, 1980). Extratos das sementes de urucum apresentam
diversas atividades bioldgicas, como antibacteriana, antiparasitaria e
antioxidante. Porém, sua utilizacdo esta relacionada a patdgenos de
interesse clinico, e até o momento, ndo ha nenhum relato sobre a sua
utilizacéo no controle de parasitos de peixes.

Este estudo avaliou a utilizagdo in vitro e in vivo de banho
terapéutico com extrato acetdnico das sementes de Bixa orellana contra
parasitos branquiais Monogenea e sua influéncia sobre os parametros
hematoldgicos e cortisol plasmatico de C. macropomum.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencgao dos peixes e dos parasitos

Juvenis de tambaqui foram obtidos de uma piscicultura
comercial de Manaus, AM, Brasil. Na chegada, uma amostra de dez
peixes foram anestesiados com 6leo de cravo (20 mg.L™), e
eutanasiados para confirmacdo da presenga dos parasitos Monogenea
usando microscépio de dissecacdo (Zeiss Stemi 2000-C, Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha). Os peixes foram mantidos por 15 dias em
tanques de 500 L em sistema estatico, com aeracdo constante e alta
densidade, a fim de promover maior nivel de infestagdo. Estes, foram
alimentados duas vezes ao dia (9:00 h e 16:00 h) até a saciedade
aparente utilizando racdo comercial contendo 36 % de proteina bruta
(marca NUTRIPISCIS). Durante os ensaios foram medidos o oxigénio
dissolvido com o auxilio de oximetro digital YSI (modelo 55, Ohio,
USA), potencial hidrogenidnico pH, temperatura e condutividade
elétrica com medidor multiparametro YSI (modelo 63, Ohio, USA),
amonia e nitrito por método colorimétrico segundo Verdouw (1978) e
Boyd e Tucker (1992), respectivamente, alcalinidade e dureza segundo
Boyd e Tucker (1992).

2.2. Teste “in vitro” do extrato das sementes de urucum

2.2.1. Preparo do extrato

As sementes de urucum foram cedidas pela empresa Chr.
Hansen Industria e Comércio Ltda, Valinhos, Sdo Paulo. O extrato foi
preparado utilizando-se acetona 100%, na propor¢do de 25 g de
sementes por 100 mL de solvente. Para a extracdo utilizou-se banho de
ultrassom (marca Unique, modelo USC 3300) por 20 min., e em seguida
o solvente foi retirado com auxilio de rota-evaporador (marca Fisatom,
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modelo 801) e armazenado em frasco &mbar em freezer a -20°C até sua
utilizacéo.

2.2.2. Composicao quimica do extrato e quantificacdo de bixina

O extrato foi analisado por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 300 MHz (marca Bruker — modelo Fourier 300). A amostra
levada ao RMN foi padronizada, pesada 10 mg do extrato, e diluida em
600 uL de DMSO-d6. O espectro foi analisado e comparado com as
analises em RMN das substancias ja isoladas da espécie, visando
detectar a presenca em cada amostra.

Para a quantificacdo do teor de bixina, o extrato foi dissolvido em
cloroférmio e a solucéo resultante teve seu volume acertado para 100
mL com o mesmo solvente. Uma aliquota de 10 mL de cada solugdo foi
retirada e diluida até 50 mL com CHCIj;, obtendo-se uma solugdo com
concentracdo de 20 mg.L?, e em seguida analisada em
espectrofotdmetro UV-Vis. Foi determinada a concentracdo de bixina
utilizando a expressdo A = ach, onde A representa a absorbancia da
solucdo cloroférmica do extrato, lida no espectrofotdmetro, ¢ é a
concentracdo de bixina na solugdo (g/L), b é o caminho 6tico (1 cm) e a
é o coeficiente de absorgéo da bixina em CHCI; (2826) no Amax 470 nm
descrito por Tocchini e Mercadante (2001). O rendimento de bixina foi
determinado considerando-se a massa do extrato utilizada na diluig&o.

2.2.3. Modelo de teste de imobilizagdo do parasito

Os tambaquis foram selecionados aleatoriamente, anestesiados e
eutanasiados para coleta das branquias. Para o teste foram retirados 0s
trés primeiros arcos branquiais de cada peixe, sendo que cada arco foi
separado em placas de Petri estéril para cada concentragdo, em triplicata.
Foram utilizadas as concentracdes: 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg.mL™,
e dois controles, um de acetona 0,2 % e 0 outro apenas agua. Para cada
concentracdo, 60 parasitos foram contados. As placas foram observadas
a cada 15 min, e os parasitos foram considerados mortos quando
detectada a auséncia de movimento quando estimulados com uma
agulha.

2.3. Banho com extrato de urucum

2.3.1. Teste de toxicidade

O teste de toxicidade foi realizado para determinar as
concentragBes do extrato utilizadas no tratamento, sem comprometer a
salide dos peixes. Foram utilizadas as concentracdes de 500, 250, 125 e
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62,5 pg.mL™, com cinco peixes em cada aquario de 80 L. Foram
utilizados dois controles, um com acetona 0,2 % e um somente agua.
Todos os testes foram realizados em ftriplicata. Os peixes foram
submetidos ao banho com o extrato por 24 h, a fim de observar o seu
comportamento e mortalidade. A qualidade da agua foi avaliada e 0s
valores se mantiveram com 0s seguintes parametros: oxigénio
dissolvido 6,93 + 0,32 mg.L™, pH 6,29 + 0,58, temperatura 26,79 + 0,35
°C, condutividade elétrica 25,65+ 2,04, amonia 0,09 + 0,03 mg.L™?,
nitrito 0,03 + 0,02 mg.L™, alcalinidade 3,12 + 0,65 mg CaCOs.L™ e
dureza 2,92 + 0,77 mg CaCO;.L™ . Quando os peixes tombavam, eram
imediatamente transferidos para um aquario com agua limpa e o tempo
registrado.

2.3.2. Teste “invivo™

Um total de 180 juvenis de tambaqui (31,4 = 3,12 g) a partir da
mesma desova foram adquiridas de piscicultor local e mantidos por 30
dias em tanques circulares de 500 L antes do inicio dos experimentos. O
desenho experimental constituiu-se de seis tratamentos, em triplicata:
-Peixes ndo tratados e ndo parasitados;
-Peixes expostos a acetona 0,2 % e parasitados;
-Peixes parasitados, ndo tratados com o extrato;
-Peixes parasitados tratados com 125 pg/mL de extrato com banho de 2
h por 2 dias consecutivos;
-Peixes parasitados tratados com 250 pg/mL de extrato com banho de 2
h por 2 dias consecutivos;
-Peixes parasitados tratados com 125 pg/mL de extrato submetidos a um
banho de 12 h.

Apds o Ultimo banho, cinco peixes de cada repeticdo foram
coletados para analise parasitolégica e sanguinea.

2.4. Analises sanguineas e parasitoldgicas

Os peixes foram anestesiados em solugdo de 6leo de cravo (20
mg/L), eutanasiados e as branquias de cinco peixes de cada repeticao
foram coletadas para analise parasitoldgica imediata, e as dos outros
cinco peixes banhadas em agua a 60°C e fixadas em alcool 70% para
posterior identificacdo. A quantificacdo de parasitos seguiu 0 método de
Jerdnimo et al. (2011).

A eficacia foi calculada de acordo com a formula: EF = MNPC
- MNPT x 100/MNPC (EF: eficacia, MNPC: média do numero de
parasitos no grupo controle, MNPT: média do nimero de parasitos no
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grupo tratado) (Dotta et al, 2015). Prevaléncia, intensidade média e
abundancia média de parasitos foram calculados de acordo com Bush et
al. (1997).

O sangue foi retirado a partir da veia caudal com seringas
contendo uma gota de EDTA a 10% e utilizado para determinacdo do
percentual de hematocrito pelo método de micro-hematocrito e
contagem de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer apds diluicio
1:200 em solucdo de Natt e Herrick (1952). A concentracdo de
hemoglobina foi determinada por espectrofotometria utilizando kit
comercial (Labtest). Os indices hematimétricos, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo
com Ranzani-Paiva et al. (2013). O plasma sanguineo obtido por
centrifugacdo do sangue foi destinado a determinagdo da glicose
plasmética, proteinas totais e colesterol por método colorimétrico em
espectrofotdmetro utilizando um kit comercial (In Vitro). O cortisol
plasmatico foi determinado pelo método de Elisa, com kit comercial
(Human).

2.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
usando o programa STATISTICA 8.0. As médias entre os tratamentos
foram comparados pelo teste Tukey a 5% de significancia.

3. Resultados

3.1. Analise quimica do extrato

As andlises de RMN e em espectrofotométricas de UV-Vis
confirmaram a presenga da substancia bixina (Figura 1), e seu teor de 49
% por grama de extrato, respectivamente.
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Figura 1: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H do extrato
acetonico de sementes de Bixa orellana (urucum) (em DMSO-d6, 300 MHz).

3.2. Teste “in vitro”

O efeito do extrato foi evidente apés a primeira hora de
exposicdo, 0s parasitos comegaram a absorver o extrato apresentando
inchaco e movimentos lentos. As concentracBes mais eficientes para
causar 90% de mortalidade nos parasitos foram 500 e 250 pg/mL, no
periodo de 2 h e 3 h, respectivamente. Na concentracdo 125 e 62,5
pg/mL, ndo houve mortalidade no periodo de 4 h, porém os parasitos
apresentaram motilidade diminuida. Parasitos expostos a agua e acetona
0,2% comegaram a morrer apés 6 h.

3.3. Teste de toxicidade

Apds a adicdo do extrato 0s peixes apresentaram agitacdo em
todas as concentracdes, seguida de subida a superficie do aquario
permanecendo parados. Nas concentragdes de 500 e 250 pg/mL, o0s
peixes comecaram a perder 0 movimento apds exposicdo de 1 h e 3 h,
respectivamente. Nas demais concentracfes, 0S peixes permaneceram
sem perda de movimento por mais de 24 h.

A partir dos resultados dos testes de toxicidade, as doses
terapéuticas foram definidas como 125 e 250 pg/mL em banhos de 2 h
por dois dias consecutivos, e uma concentracdo de 125 pg/mL em um
banho por 12 h.

3.4. Teste “in vivo”
A partir dos resultados dos testes in vitro e toxicidade, as doses
terapéuticas foram definidos como 125 e 250 pug/mL em banhos de 2 h
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durante dois dias consecutivos ¢ um banho de 125 pg/mL durante 12 h.
O banho terapéutico com o extrato mostrou 100% de eficacia em todas
as concentracOes testadas, em relacdo ao grupo controle (ndo tratados) e
acetona 0,2%. Os parasitos foram identificados como Anacanthorus
spathulatus Kritsky, Thatcher and Kayton, 1979.

A anélise do oxigénio dissolvido 7,0 + 0,35 mg.L™, pH 6,35 +
0,54, temperatura 26,86 + 0,47 °C, condutividade elétrica 25,20 + 2,46,
amonia 0,09 + 0,02 mg.L™, nitrito 0,04 + 0,02 mg.L™, alcalinidade 3,33
+ 0,94 mg CaCOs.L™" e dureza 3,04 + 1,05 mg CaCOs.L ™" apds a adicéo
do extrato e da acetona 0,2%, se mantiveram dentro da normalidade para
a espécie estudada (Costa et al., 2004; Marcon et al., 2004; Aride et al.,
2007), ndo interferindo nos resultados obtidos.

3.5. Parametros hematolégicos

Em relacdo aos pardmetros hematoldgicos, foi observada
diminuigéo na concentracdo de hemoglobina, no percentual de hematécrito
acompanhado de diminui¢do na contagem de eritrdcitos (p<0,05) nos
peixes controle (ndo tratados) e banhados com acetona em comparagao ao
grupo basal (Tabela 2). Os peixes tratados com 0 extrato apresentaram
tendéncia a normalizar os valores de acordo com o grupo basal.

Foi observada reducdo significativa (p<0,05) no nimero de
trombdcitos nos peixes ap6s 0 banho com acetona a 0,2% em relacéo ao
grupo basal e 125 pg/mL, assim como a diminui¢do do nimero de
linfocitos circulantes apos banho de acetona com 0,2% e 125 pg/mL 12
h em relacdo aos peixes ndo tratados. Nimero de monécitos foi maior
nos peixes tratados com 125 pg/mL 12 h do que nos peixes ndo tratados.
Por outro lado, aumento significativo na contagem de leucécitos totais
foi encontrado em peixes tratados com 125 pg/mL 12 h em relacdo a
grupo basal e acetona. Leucdcitos granulares PAS™ (LG-PAS)
apresentaram aumento significativo (p<0,05) em peixes tratados com
250 pg/mL 2 h em relag@o aos demais tratamentos (Tabela 3).

3.6. Parametros bioquimicos

A concentragdo de glicose foi significativamente maior nos
peixes tratados com o extrato do que nos demais tratamentos. A
concentracdo de proteina total foi significativamente menor no grupo
basal em relagdo ao controle e nos peixes tratados com o extrato. O
colesterol apresentou aumento significativo nas concentracdes de 250 e
125 pg/mL (12 h) em relacdo ao grupo controle. O cortisol foi
significativamente maior no grupo submetido a acetona em relagdo aos
demais tratamentos (Tabela 2).
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4. Discussao

No presente estudo, a eficiAcia do extrato das sementes de
urucum sobre parasitos Monogenea do tambaqui foi demonstrada no
teste in vitro corroborando os resultados de Levy et al. (2015), na
avaliagdo de extratos etandlicos e aquosos de gengibre contra
Gyrodactylus turnbulli em Poecilia reticulata, e de Fu et al. (2014)
sobre a atividade antiparasitaria dos extratos acetonico e acetato de etila
de Morus alba contra Ichthyophthirius multifiliis.

Neste estudo, 100% de eficacia no teste in vivo foi semelhante
ao verificado por Boijink et al. (2011) com banho com 6leo essencial de
Ocimum gratissimum que observaram 100% de eficicia sobre
Monogenea de tambaqui. Resultados semelhantes foram encontrados
para Carassius auratus infestados por Dactylogyrus intermedius e
tratados com os extratos metandlicos e acetato de etila de Radix bupleuri
chinensis (Wu et al., 2011), aquosos e metandlicos de Cinnamomum
cassia, metandlicos de Lindera agreggata e acetato de etila de
Pseudolarix kaempferi (Ji et al., 2012). Boijink et al. (2015) também
relataram reducdo no nimero de Monogenea em tambaqui apds banho
com eugenol. Semelhante ao observado neste estudo, Tu et al. (2013),
demonstraram que o banho com extrato cloroférmico de Santalum
album na dose de 40 mg.L™ apresentou 100% de eficacia contra D.
intermedius de C. auratus. Por outro lado, a utilizacdo do extrato de
Chenopodium ambrosiodes na concentracdo de 3,9 ml.L™ por 24 h
contra Monogenea de C. macropomum apresentou apenas 54,4% de
eficacia (Monteiro, 2012) diferindo do presente estudo. Comparado com
0 presente trabalho, menores eficacias foram observadas com banho
terapéutico de 40 mg.L™" de éleo essencial de Mentha piperita, por 10
min durante 3 dias com 41,63% de eficacia contra Cichlidogyrus
tilapiae, Cichlidogyrus thurstonae, Cichlidogyrus halli e Scutogyrus
longicornis de Oreochromis niloticus (Hashimoto et al., 2016) e do
extrato acetbnico de Kochia scoparia com eficacia de 77,6% e 72,34%
nas concentraces de 100 e 110 mg.L™, respectivamente, contra D.
intermedius de C. auratus (Lu et al., 2012).

Extratos de Bixa orellana apresentam varias atividades
bioldgicas, incluindo antibacteriana, antioxidante e antiparasitaria
(Fleischer et al., 2003). Estudos fitoquimicos dessa planta revelaram a
presenca de flavonoides, alcaloides e dos terpenoides geranilgeraniol e
da bixina (Fleischer et al., 2003; Braga et al., 2007). A analise de RMN
confirmou a presenca da bixina no extrato acetdnico. Estudos
relacionam os terpenoides com atividades parasiticidas, visto que,
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substancias mais lipofilicas, atravessam a membrana da superficie dos
helmintos podendo causar sua ruptura, consequentemente, matando os
parasitos (Liu et al., 2010). Braga et al. (2007), demonstraram a
atividade antiparasitaria in vitro de extratos do urucum contra
Leishmania amazonenses e Leishmania chagasi. Ritter et al. (2012),
relataram em estudos sobre etnoveterinaria a utilizacdo das sementes do
urucum no tratamento de sarnas de cachorro. O urucum também
apresentou atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans
(Braga et al., 2007), e contra algumas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Fleischer et al., 2003). Estes resultados confirmam a alta
eficacia anti-helmintica do extrato de B. orellana contra parasitos
Monogenea de C. macropomum.

A toxicidade de uma espécie vegetal esta relacionada com as
substancias presentes, a concentracdo utilizada, o tempo de exposigéo e
a sensibilidade dos animais (Kumar et al., 20102. No presente estudo, as
concentragBes mais altas (250 e 500 pg.mL™) mostraram toxicidade
mais elevada. Kavitha et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes,
onde a toxicidade do extrato das sementes de Moringa oleifera
aumentou de acordo com a concentracdo administrada em carpas
Cyprinus carpio.

Peixes submetidos a condi¢des estressantes incluindo,
alteracBes ambientais, parasitismo ou submetidos a tratamentos
quimicos podem apresentar alteracBes fisiologicas. A redugdo do
namero de eritrdcitos, da concentracdo de hemoglobina e hematocrito
pode ser devido a destruicdo de glébulos vermelhos, conduzindo a
anemia (Wintrobe, 1978). Isso pode explicar os achados no presente
estudo nos peixes parasitados e ndo tratados. Jer6bnimo et al. (2014)
observaram redugdo significativa no nimero de eritrécitos de Piaractus
mesopotamicus altamente infestados por Anacanthorus penilabiatus
(Monogenea: Dactylogyridae), assim como Ghiraldelli et al. (2006)
também relataram diminuicdo no niimero de eritrécitos em O. niloticus
parasitadas por Cichlidogyrus sclerosus (Monogenea). Ranzani-Paiva et
al. (2000) verificaram diminuicdo no percentual de hematdcrito em
Prochilodus lineatus infectados por Dactylogyrus. Entretanto, no
presente estudo, peixes submetidos ao banho apresentaram tendéncia a
retornar aos valores basais, mostrando o efeito benéfico do extrato
nesses parametros hematoldgicos. Por sua vez, Hashimoto et al. (2016)
relataram que o banho terapéutico com 40 mg.L™ de M. piperita ndo
causou alteracdes hematologicas em O. niloticus parasitadas por
Monogenea.
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Em peixes teledsteos, o sistema imunoldgico pode ser ativado
dependendo do grau de parasitismo, causando alteracdo na porcentagem
de células de defesa no sangye circulante (Jerdnimo et al., 2011).
Trombdcitos estdo envolvidos na coagulagéo e na defesa do organismo
(Martins et al., 2008). Ao contrério do que o encontrada no presente
estudo, Hashimoto et al. (2016), observaram diminui¢cdo do nimero de
trombdcitos em tilapia do Nilo tratada com L. sidoides. Aumento do
namero de eosindfilos pode estar relacionado com infecgdes parasitarias
(Ranzani-Paiva et al., 2013), como observado neste estudo em tambaqui
parasitados e tratados.

Cortisol e glicose plasmatica sdo as respostas fisioldégicas mais
utilizadas como indicadores de estresse em peixes. Geralmente, ha um
aumento nesses niveis em situacdes desfavordveis para suprir a maior
demanda energética (Barton and lwama, 1991; Fagundes et al., 2008). A
principio, o aumento na glicose verificado nos peixes tratados sugere
uma condicdo de estresse desencadeada pelo extrato. Resultados
similares foram reportados em O. niloticus submetidas a banho com
Lippia sidoides (Hashimoto et al. 2016), em Oncorhynchus mykiss
submetidos a banhos com prépolis (Talas and Gulhan, 2009), e em C.
carpio submetidos a banhos com extrato de M. oleifera (Kavitha et al.,
2012). Por outro lado, o cortisol plasmatico aumentou
significativamente apenas nos peixes submetidos ao banho com acetona.
Estes resultados surpreenderam, visto que se esperava aumento do
cortisol nos peixes tratados com extrato de urucum, corroborando o
aumento da glicose plasmatica.

Entretanto, o nivel de glicose nos peixes pode ter sido
influenciado pelos carotenoides presentes no extrato, como observado
em outros animais. Bautista et al. (2004), avaliando a toxicologia
subaguda em ratos machos, detectaram aumento significativo da
glicemia apds serem tratados com sementes de urucum (teor de bixina
27%). Resultados semelhantes foram encontrados em ratos alimentados
com extrato de urucum (teor de bixina 50%), e com norbixina purificada
(Fernandes et al, 2002). Segundo Subczynski e Wisniewska (2000), os
carotenoides podem interagir com a membrana das células, afetando a
entrada de glicose. 1sso pode ter causado diminui¢cdo na absorcdo da
glicose pela célula, e consequentemente, hiperglicemia. Portanto,
estudos sdo necessarios para compreender a dindmica da interacdo
desses carotenoides com as membranas celulares em peixes, e assim
elucidar como a homeostase da glicose é afetada. Por sua vez, o
aumento no cortisol plasmatico nos peixes submetidos ao banho com
acetona sugere uma situacao de estresse. Contudo, peixes submetidos ao
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banho com extrato, ndo apresentaram aumento no cortisol, 0 que sugere
o efeito protetor do extrato contra o estresse causado pela acetona.

Este é o primeiro estudo utilizando urucum no tratamento de
doencas em peixes, e sobre sua fisiologia, fato que dificulta a
comparagdo com outros estudos. Portanto, novas pesquisas devem ser
realizadas a fim de esclarecer a real causa dessas alteragdes.

5. Conclusoes

O presente estudo foi o primeiro a relatar a utilizagdo do extrato
das sementes de urucum contra parasitos Monogenea. O modelo de
estudo utilizado in vitro de observacdo de parasitos nas branquias em
placas de Petri teve sucesso e pode ser utilizado para testes de
tratamento de parasitos de peixes. O tratamento apresentou 100% de
eficacia em todas as concentragcfes e tempos testados. Entretanto, mais
estudos devem ser conduzidos para determinar a causa das alteragdes
sanguineas dos peixes, e se concentra¢cBes menores de extrato ou do
tempo de banho podem ter a mesma eficacia antiparasitaria, sem alterar
a fisiologia do animal. Além disso, 0 mecanismo de acdo anti-
helmintica, isolamento das substancias bioativas e avaliagcGes de riscos
ecoldgicos ainda ndo sdo conhecidos. O banho com o extrato de
sementes de urucum pode ser utilizado no tratamento de parasitos
Monogenea de tambaqui como método para reduzir o parasitismo antes
dos animais serem transportados ou povoar o Viveiro.
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CAPITULO 2

Parametros sanguineos de Colossoma macropomum tratados com
extrato das sementes de Bixa orellana apds infec¢ao por Aeromonas
hydrophila e Monogenea

Blood parameters of Colossoma macropomum treated with seed
extract of Bixa orellana after infection by Aeromonas hydrophila and
Monogenea
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Highlights

» Extratos vegetais tratamento reduzem o impacto ambiental na
aquicultura.

« Extrato acetbnico das sementes de urucum apresentou atividade
antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila e reduziu a infestacdo pelo
monogendides Anacanthorus spathulatus.

« A concentragdo inibitdria minima (CIM) mais elevada foi obtida com a
extracdo de acetona.

* Aumento no nimero de eritrécitos e concentracdo de hemoglobina
sugere uma resposta adaptativa sob infec¢do por patégenos.
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Resumo

Este estudo avaliou a utilizagdo in vitro e in vivo de banho terapéutico
com extrato de sementes de urucum Bixa orellana sobre os parametros
hematoldgicos e bioquimicos de Colossoma macropomum naturalmente
parasitados por Anacanthorus spathulatus e experimentalmente
infectados com Aeromonas hydrophila. O extrato foi analisado por
ressonancia magnética nuclear (RMN) e apresentou atividade
antibacteriana e anti-helmintica in vitro contra os patdégenos. Os peixes
suportaram as concentragdes avaliadas no teste de toxicidade. Com base
nestes resultados, foi realizado o teste in vivo com 180 peixes
distribuidos seis tratamentos em triplicata: peixes ndo parasitados e nao
injetados com A. hydrophila (basal); peixes ndo parasitados e nao
injetados com bactéria expostos a acetona 0,2%; peixes parasitados
injetados com bactéria ndo tratados com o extrato; peixes parasitados
infectados com bactéria tratados com 125 pg/mL em banhos de 2 h por
dois dias consecutivos; peixes parasitados injetados com bactéria
tratados com 250 pg/mL de extrato em banhos de 2 h por dois dias
consecutivos; peixes parasitados injetados com bactéria tratados com
125 pg/mL de extrato em banho de 12 h. Apds o Gltimo banho, os
peixes foram coletados para andlise parasitoldgica e sanguinea. O
extrato acetbnico apresentou concentracdo inibitéria minima de 125
pg.mL™ contra A. hydrophila no teste in vitro, e 100% de eficacia no
teste in vivo em todas as concentragdes e tempos avaliados. A infec¢do
com A. hydrophila ndo causou mortalidade nos tambaquis. Entretanto, o
exame macroscopico interno revelou sinais clinicos como ascite e
hemorragias no figado, rim e baco. Observou-se aumento na
concentracdo de hemoglobina, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média e no nimero total de eritrécitos acompanhado de
diminuicdo no percentual de hematdcrito nos peixes ndo tratados em
comparacao ao grupo basal. A glicose foi significativamente maior nos
peixes tratados com o extrato quando comparado com 0s grupos basal e
controle. Os resultados demonstraram que o0 banho com extrato de
urucum é um tratamento alternativo eficaz para tratar doengas de peixes.
Embora o extrato tenha apresentado agdo antimicrobiana in vitro, ndo
foi possivel avaliar sua eficacia in vivo em termos de mortalidade, mas a
analise macroscOpica mostrou que a infecgao teve sucesso.

Palavras-chave: Piscicultura, fitoterapico, fisiologia, urucum
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Abstract

This study evaluated the use in vitro and in vivo of therapeutic baths
with seed extracts of annatto Bixa orellana on the hematological and
biochemical parameters of Colossoma macropomum naturally
parasitized by Anacanthorus spathulatus and experimentally infected by
Aeromonas hydrophila. The extract was analyzed by nuclear magnetic
resonance (NMR) and presented antimicrobial and antiparasitic activity
in vitro against pathogens. The fish supported the toxicity test and based
on these results an in vivo assay was performed with 180 fish distributed
in six treatments in triplicate: parasitized fish non-injected with A.
hydrophila (basal); non-parasitized fish non-injected exposed to acetone
0.2 %; parasitized fish injected non-treated with the extract; parasitized
fish injected treated with 125 pg/mL of extract in 2 h bath for two
consecutive days; parasitized fish injected treated with 250 pg/mL of
extract in 2 h bath for two consecutive days; parasitized fish injected
treated with 125 pg/mL of extract for 12 h. After last bath, the fish were
collected for parasitological and hematological analysis. Acetonic
extract showed minimal inhibitory concentration of 125 pg.mL™ against
A. hydrophila in the in vitro test and 100% efficacy in the in vivo test for
all concentrations and times. Infection with A. hydrophila did not cause
mortality. Nevertheless, the gross pathology showed clinical signs like
ascites and hemorrhagic liver, kidney and spleen. It was observed an
increase in the hemoglobin concentration, mean corpuscular hemoglobin
concentration and total number of erythrocytes followed by a decrease
in hematocrit percentage in non-treated fish compared to basal group.
Glucose was significantly higher in treated fish than that found in those
of basal and control. The results demonstrated that annatto bath consists
in an efficacious alternative to treate fish diseases. Although the extract
has presented antimicrobial activity in vitro, was not possible to verify
its efficacy in vivo in terms of mortality, but in gross pathology the
infection was successfull.

Key-words: Fish farming, physiology, phytotherapic, annatto
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1.Introducéo

Helmintos Monogenea sdo comuns em peixes cultivados em
sistemas de criagdo intensiva (Ghiraldelli et al., 2006), onde
predominam altas densidades de estocagem, baixa renovacdo de &gua e
acumulo de matéria organica, fatores que contribuem para a reproducéo
e desenvolvimento desses patdgenos (Moraes e Martins, 2004).
Apresentam ciclo de vida direto e, se reproduzem rapidamente em
condi¢cbes adequadas. Normalmente, ndo sdo 0s agentes primarios
causadores de mortalidade em peixes, exceto no caso de altas
infestaces (Martins et al., 2010; Jerdnimo et al., 2014.). Entretanto,
apresentam uma estrutura esclerotizada, chamada de haptor, que serve
para fixacdo no hospedeiro. Essa estrutura aumenta a patogenicidade,
causando lesdo tecidual principalmente do epitélio branquial, com
consequente aumento da producdo de muco, hemorragia da pele,
anorexia e morte de peixes (Pavanelli et al., 2008). Além disso, as lesbes
produzidas servem de portas de entrada para infec¢bes bacterianas
sistémicas (Busch et al., 2003; Xu et al., 2009).

Dentre as bacterioses frequentes na piscicultura, Aeromonas
hydrophila pode gerar quadros graves de septicemia e causar grandes
perdas em sistemas de criacdo intensiva (Silva et al., 2012) e seu
controle tornou-se um desafio na piscicultura. No entanto, 0 uso
frequente e inadequado de quimioterdpicos como a formalina,
permanganato de potassio, peroxido de hidrogénio, praziquantel,
mebendazol e os antibidticos para infeccBes bacterianas (Pavanelli et al.,
2008; Forwood et al., 2013) tem resultado em efeitos negativos como
resisténcia a droga, imunossupressdo, contaminacdo ambiental e riscos a
salde humana (Belém-Costa e Cyrino, 2006; Matyar et al., 2010; Lébo
et al., 2010; Suhet et al., 2011). Esse fato tem estimulado a pesquisa por
novos medicamentos, sendo que os de origem vegetal tém apresentado
resultados interessantes na prevencdo e no tratamento de patdgenos de
peixes, incluindo as parasitoses e as bacterioses (Harikrishnan et al.,
2010; Reverter et al., 2014; Hashimoto et al., 2016).

Dentre as espécies vegetais estudadas com finalidade terapéutica
esta 0 urucum, Bixa orellana, originario de florestas tropicais das
Américas Central e do Sul (Lorenzi e Matos, 2002), apresenta ampla
utilizacdo na industria alimenticia, por sua capacidade de conservar a
qualidade dos alimentos (Braga et al., 2007) e na indUstria farmacéutica.
As sementes possuem flavonoides, alcaloides (Fleischer et al., 2003), e
sdo ricas em carotenoides, sendo o mais abundante a bixina,
compreendendo cerca de 80% do total de carotenoides nas sementes
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(Preston e Rickard, 1980). Extratos das sementes de urucum apresentam
atividades  bioldgicas, como antibacteriana, antiparasitaria e
antioxidante. Porém, sua utilizacdo estd relacionada a agentes
etioldgicos de interesse clinico, e até 0 momento, ndo ha nenhum relato
sobre a sua utilizacdo no controle de patdgenos de peixes.

Este estudo avaliou a utilizagdo in vitro e in vivo de banho
terapéutico do extrato acetbnico das sementes de urucum sobre os
parametros hematoldgicos e bioquimicos de Colossoma macropomum
naturalmente parasitados por Monogenea e experimentalmente
infectados com A. hydrophila.

2. Material e Métodos

2.1 Obtencao dos peixes e dos parasitos

Juvenis de tambaqui foram obtidos de uma piscicultura
comercial de Manaus, AM, Brasil e na chegada, dez peixes foram
anestesiados com o6leo de cravo (20 mg.L™), e eutanasiados para
confirmacdo da presenca dos parasitos Monogenea usando microscopio
de dissecacdo (Zeiss Stemi 2000-C, Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemanha). Os peixes foram mantidos por 15 dias em tanques de 500 L
em sistema estatico, com aeragdo constante e alta densidade, a fim de
promover maior nivel de infestagcdo. Foram alimentados duas vezes ao
dia (9:00 h e 16:00 h) até a saciedade aparente utilizando ragdo
comercial contendo 36% de proteina bruta (NUTRIPISCIS). Durante os
ensaios foram medidos o oxigénio dissolvido com o auxilio de oximetro
digital YSI (modelo 55, Ohio, USA), potencial hidrogenidnico pH,
temperatura e condutividade elétrica com medidor multiparametro YSI
(modelo 63, Ohio, USA), ambnia e nitrito por método colorimétrico
segundo Verdouw (1978) e Boyd e Tucker (1992), respectivamente,
alcalinidade e dureza segundo Boyd e Tucker (1992).

2.2. Ensaio “in vitro” do extrato das sementes de urucum

2.2.1. Preparo do extrato

As sementes de urucum, B. orellana foram cedidas pela empresa
Chr. Hansen Industria e Comércio Ltda, Valinhos, Sdo Paulo das quais
foram preparados trés diferentes extratos, utilizando-se acetona 100%,
[(agua/etanol 1:1)/acetona 1:1] e Etanol 70 %, na proporcdo de 25 g de
sementes por 100 mL de solvente. Para a extracdo utilizou-se banho de
ultrassom (Unique, modelo USC 3300) por 20 min., e em seguida o
solvente foi retirado com auxilio de rota-evaporador (Fisatom, modelo
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801) e armazenado em frasco ambar em freezer a -20 °C até sua
utilizagdo. Os extratos foram denominados de: acetbnico,
hidroalcodlico/aceténico e hidroalcodlico 70%, respectivamente.

2.2.2. Composicao quimica do extrato e quantificacdo de bixina

Os extratos foram analisados por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 300 MHz (Bruker — modelo Fourier 300) e as amostras foram
padronizadas, pesados 10 mg de cada extrato, diluidos em 600 uL de
DMSO-d6. Cada espectro foi analisado e comparado com as analises em
RMN das substancias ja isoladas da espécie, visando detectar sua
presenga em cada amostra.

Os extratos das sementes de urucum (10 mg) obtidos por extragdo
com acetona 100%, [(agua/etanol 1:1)/acetona 1:1] e etanol 70 % foram
dissolvidos em cloroférmio e as solugBes resultantes tiveram seus
volumes acertados para 100 mL com o mesmo solvente. Uma aliquota
de 10 mL de cada solucéo foi retirada e diluida até 50 mL com CHCls,
obtendo-se trés solugdes com concentragdo de 20 mg/L, e em seguida
analisadas em espectrofotometro UV-Vis. Foi determinada a
concentracdo de bixina utilizando a expresséo A = ach, onde A
representa a absorbancia da solugdo cloroférmica do extrato, lida no
espectrofotdmetro, ¢ é a concentragdo de bixina na solugdo (g/L), b é o
caminho ético (1 cm) e a é o coeficiente de absorgdo da bixina em
CHCI; (2826) no Amax 470 nm descrito por Mercadante e Tocchini
(2001. O rendimento de bixina foi determinado considerando-se a massa
do extrato utilizada em cada diluigdo. A relacdo bixina/geranilgeraniol
foi determinada como mostrado na equagdo, a relacdo de
bixina/geranilgeraniol = ¥ HB/H-1.

2.2.3. Teste de atividade antibacteriana

O teste de atividade antibacteriana foi realizado com os trés tipos
de extratos: acet6nico, hidroalcodlico/acetdnico e hidroalcodlico 70%, a
fim de determinar o mais ativo, para posteriormente ser utilizado no
teste in vivo.

A cepa de A. hydrophyla (Cédigo 125 FG) foi isolada de tilapia
doente no Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo e preservada em glicerol 20%
em freezer -80°C no Laboratério de Bioprospecgdo e Biotecnologia do
INPA. A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foi
realizada em caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA) pela técnica de
microdiluicdo em microplaca de 96 pocos (Eloff, 1998). Primeiramente,
os extratos foram solubilizados em meio de cultura acrescido de DMSO
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a 5%, e em seguida, foram feitas dilui¢Bes sucessivas nas concentracdes
(1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,65, 7,81 e 0 pg.mL™), em
triplicata. Apos adicdo de 95 pL de cada extrato em cada cavidade, foi
adicionado 5 L do indculo bacteriano, McFarland 0,5 (1,5 x 10%). Em
seguida, a microplaca foi incubada a 30°C por 24 h. E apds esse periodo,
revelada com 2,35 cloreto de trifeniltetraz6leo. Onde houve
crescimento bacteriano, os pogos foram revelados em vermelho, e onde
ndo houve crescimento, 0s pogos permaneceram incolores. A MIC foi
considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo houve
crescimento bacteriano. Como controle negativo foi utilizado (Caldo
Mueller-Hinton + DMSO 5 % + in6culo bacteriano) para certificar que
atividade antibacteriana era do extrato e ndo do solvente; e como
controle positivo o antibidtico oxitetraciclina.

A microplaca utilizada para determinacdo da MIC foi utilizada
para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC). Uma

aliquota (100 pL) de cada concentracdo a partir do valor da MIC foi
inoculada em placas de Agar Mieller-Hinton e posteriormente
incubadas a 30°C por 24 h. A MBC foi considerada a menor
concentracdo do extrato onde ndo houve crescimento celular sobre a
superficie do &gar inoculado (99,9% de morte microbiana).

2.3. Infeccdo experimental

A bactéria A. hydrophila foi cultivada em Agar Mueller-Hinton
24 h antes da infecdo experimental. O inéculo foi preparado com
solucéo salina 0,85 % na concentragdo de 3 x 10’ UFC.mL™, utilizando
a escala de McFarland. Os peixes foram infectados intrageritonealmente
com 100 pL de A. hydrophila na concentragéo de 3 x 10" UFC.mL™. Os
sinais clinicos foram observados e a mortalidade acompanhada durante
dez dias.

2.4. Banho com extrato de urucum

2.4.1. Ensaio “in vivo”

Um total de 180 juvenis de tambaqui (30,07 = 1,85 g) a partir da
mesma desova foram adquiridos de piscicultor local e mantidos por 30
dias em tanques circulares de 500 L antes do inicio do ensaio. O
desenho experimental constituiu-se de seis tratamentos, em triplicata:

- peixes saudaveis ndo parasitados e ndo infectados (basal);
- peixes saudaveis ndo parasitados e ndo infectados expostos a acetona
0,2 %;
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- peixes infectados com A. hydrophila e parasitados com Monogenea
ndo tratados com o extrato;
- peixes infectados com A. hydrophila e parasitados com Monogenea
tratados com 125 pg/mL em banhos de 2 h por dois dias consecutivos;
- peixes infectados com A. hydrophila e parasitados com Monogenea
tratados com 250 pg/mL de extrato em banhos de 2 h por dois dias
consecutivos;
- peixes infectados com A. hydrophila e parasitados com Monogenea
tratados com 125 pg/mL de em banho de 12 h.

Apds o ultimo banho, cinco peixes de cada repetigdo foram
coletados para analise parasitoldgica e sanguinea.

2.5. Analises sanguineas e parasitolégicas

Os peixes foram anestesiados em solucao de 6leo de cravo (20
mg.L™), eutanasiados e as branquias de cinco peixes de cada repeticdo
foram coletadas para analise parasitoldgica imediata, e as dos outros
cinco peixes coletadas e banhadas em &gua a 60°C e fixadas em &lcool
70% para posterior identificacdo e quantificagdo de parasitos segundo
Jerénimo et al. (2011).

A eficacia foi calculada de acordo com a férmula: EF = MNPC -
MNPT x 100/MNPC (EF: eficAcia, MNPC: média do nUmero de
parasitos no grupo controle, MNPT: média do nimero de parasitos no
grupo tratado) (Dotta et al, 2015). A taxa de prevaléncia, intensidade
média e abundancia média de parasitos foram calculados de acordo com
Bush et al. (1997).

O sangue foi retirado a partir da veia caudal com seringas
contendo EDTA a 10% e utilizado para determinacgdo do percentual de
hematocrito pelo método de micro-hematécrito e contagem total de
eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer apds diluicdo 1:200 em
solucdo e Natt (1952) Herrick. A concentracdo de hemoglobina foi
determinada por espectrofotometria utilizando kit comercial (Labtest).
Os indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com Ranzani-
Paiva et al. (2013). O plasma sanguineo obtido por centrifugacdo do
sangue foi destinado a determinacdo da glicose plasmatica, proteinas
totais e colesterol por método colorimétrico em espectrofotdmetro
utilizando um kit comercial (In Vitro). O cortisol plasmatico foi
determinado pelo método de Elisa, com kit comercial (Human).
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2.6. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
usando o programa STATISTICA 8.0. As médias entre os tratamentos
foram comparados pelo teste Tukey a 5% de significancia.

3. Resultados

3.1. Teste de atividade antimicrobiana in vitro e composi¢do do extrato

Todos os extratos foram ativos contra A. hydrophila, porém, o
extrato acetdnico apresentou maior atividade com MIC= 125 pg/mL,
que os extratos hidroalcoolico/acetdnico e hidroalcoolico 70%, ambos
com MIC = 250 pg/mL (Tabela 1). O antibiético oxitetraciclina
apresentou MIC = 625 pg/mL. As analises de RMN e
espectrofotométricas de UV-Vis confirmaram a presenca de bixina
(Figura 1), em todas as extragdes. Porém, o maior rendimento foi obtido
na extragdo com acetona 100% (Tabela 2).

Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo
Minima Bactericida (MBC) dos extratos das sementes de Bixa orellana
contra Aeromonas hydrophila. *controle positive

Extratos MIC (ug/mL) MBC (ug/mL)
Hidroalcodlico 70% 250 >1000
Hidroalcodlico/acetbnico 250 >1000
Acetbnico 125 >1000

Oxitetraciclina* 62,5 -
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3.2. Ensaio “in vivo”

A partir dos resultados dos testes in vitro de atividade
antimicrobiana (Tabela 1), antiparasitaria (Capitulo 1) e de toxicidade
do extrato nos peixes (Capitulo 1), as doses terapéuticas foram definidas
como 125 e 250 pg/mL em banhos de 2 h durante dois dias consecutivos
e um banho de 125 pg/mL durante 12 h. Os parasitos foram
identificados como Anacanthorus spathulatus Kritsky, Thatcher and
Kayton, 1979.

O banho terapéutico com o extrato mostrou 100% de eficacia
contra Monogenea em todas as concentragdes e tempos testados, em
relacdo ao grupo controle (ndo tratados) (Figura 2). A infeccdo com A.
hydrophila ndo causou mortalidade nos tambaquis, mas o exame
macroscopico interno revelou alguns sinais clinicos como ascite com
liquido transparente, 6rgdos internos como figado, rim e baco com
aspecto hemorréagico. Porém, nos peixes tratados com o extrato, ndo
foram observados sinais clinicos internos.

A andlise do oxigénio dissolvido 7,0 + 0,35 mg.L™, pH 6,35 +
0,54, temperatura 26,86 + 0,47 °C, condutividade elétrica 25,20 + 2,46,
amonia 0,09 + 0,02 mg.L™, nitrito 0,04 + 0,02 mg.L™, alcalinidade 3,33
+ 0,94 mg CaCOs.L™" e dureza 3,04 + 1,05 mg CaCOs.L™" apds a adicéo
do extrato e da acetona 0,2%, se mantiveram dentro da normalidade para
a espécie estudada (Costa et al., 2004; Marcon et al., 2004; Aride et al.,
2007), ndo interferindo nos resultados obtidos.
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Figura 2: Eficacia anti-helmintica in vivo do extrato acetbnico das sementes de
Bixa orellana contra Anacanthorus spathulatus de Colossoma macropomum.

3.3. Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Observou-se aumento na concentracdo de hemoglobina, CHCM e
no numero total de eritrocitos acompanhado de diminuicdo no
percentual de hematdcrito (p<0,05) nos peixes ndo tratados em
comparagdo ao grupo basal (Tabela 3). Por outro lado, ndo houve
diferenca entre os peixes ndo tratados e os dos grupos tratados com o
extrato nestes parametros. N&o houve diferenca significativa entre o
grupo basal e os peixes submetidos ao banho com acetona.

A concentracdo de glicose foi significativamente maior (p<0,05)
nos peixes tratados com o extrato quando comparado com 0s grupos
basal e controle. Ndo houve diferenca significativa nos valores de
proteina total. Resultado semelhante foi encontrado para o colesterol,
com excecdo do grupo controle que apresentou diminuicdo em relagéo
a0s expostos a acetona.
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Tabela 3. indices parasitolégicos de Colossoma macropomum
infectados com Aeromonas hydrophila e Monogenea ap6s banhos com
extrato acetdnico das sementes de Bixa orellana.

125 pg.mL™* 250 pg.mL™* 125 ug.mL™

Indices Controle @ h) @ h) (12 h)
Prevaléncia (%0) 100 0 0 0
Intensidade média 166,7 + 42,6 0 0 0

Abundancia média 166,7 + 42,6 0 0 0
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4. Discussao

No presente estudo, foi demonstrada a atividade antimicrobiana
in vitro de extratos das sementes de urucum contra A. hydrophila.
Segundo Holetz et al. (2002), a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais com MIC menores que 100 ug.mL™ sdo considerados fortes,
entre 100 e 500 pg.mL™ moderados, entre 500 e 1000 pg.mL™ fracos e
maiores que 1000 pg.mL™ inativos. Portanto, de acordo com essa
classificacdo, os extratos testados demonstraram inibicdo moderada
contra A. hydrophila. Os resultados da MIC apresentaram maiores
valores quando comparados com a oxitetraciclina, podendo ser
explicado pelo fato de que os extratos sdo misturas complexas de vérias
substancias, e a porcao ativa pode ser muitas vezes pequena.

Estudos  semelhantes  mostraram que as  bactérias
Flavobacterium columnare e A. hydrophila foram controladas pelos
extratos metandlicos de Cariniana legalis, Croton floribundus e Myrcia
velutina (Castro et al., 2008). Sutili et al. (2014), demonstraram a
atividade antimicrobiana moderada do 6leo de cravo contra A.
hydrophila. Extrato de alho foi eficaz contra bactérias Gram-positivas
(Streptococcus agalactiae) e Gram-negativas (Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus e Edwardsiella tarda) (Wei e Musa, 2008).

No presente estudo, o0 extrato que apresentou maior atividade
contra A. hydrophila foi o acetdnico. Majolo et al. (2013), observaram
gque quanto maior o teor de bixina no extrato, maior sua atividade
antibacteriana. A andlise dos dados confirma que o teor de bixina foi
maior no extrato extraido com acetona 100%, o que indica a importancia
da bixina na atividade antibacteriana.

No ensaio in vivo, o extrato demonstrou 100% de eficécia,
resultado semelhante ao verificado por Boijink et al. (2011) em banho
com Oleo essencial de Ocimum gratissimum sobre Monogenea de
tambaqui. Resultados semelhantes foram encontrados para Carassius
auratus infestados por Dactylogyrus intermedius e tratados com o0s
extratos metandlicos e acetato de etila de Radix bupleuri chinensis (Wu
et al., 2011), aquosos e metandlicos de Cinnamomum cassia,
metanolicos de Lindera agreggata e acetato de etila de Pseudolarix
kaempferi (Ji et al., 2012). Boijink et al. (2015) também relataram
reducdo no nimero de Monogenea em tambaqui ap6s banho com
eugenol.

Extratos de B. orellana apresentam vérias atividades bioldgicas,
incluindo antibacteriana, antioxidante e antiparasitaria (Fleischer et al.,
2003). Estudos fitoquimicos dessa planta revelaram a presenca de
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flavonoides, alcaloides e dos terpenoides geranilgeraniol e bixina
(Fleischer et al., 2003; Braga et al., 2007). A analise de RMN confirmou
a presenca da bixina nos extratos, em especial do acetdnico. Estudos
relacionam os terpenoides com atividades antimicrobianas, visto que,
substancias mais lipofilicas, atravessam a membrana da superficie dos
microrganismos podendo causar sua ruptura, consequentemente,
matando esses patogenos (Liu et al., 2010).

No presente estudo, ndo houve mortalidade nos tambaquis apos
infecdo com A. hydrophila e parasitados por Anacanthorus spathulatus.
Estudos recentes demonstraram que Ictalurus punctatus parasitados por
Ichthyophthirius multifiliis apresentaram maior mortalidade do que os
peixes ndo parasitados apds exposicdo por imersdo a Edwardsiella
ictaluri (Xu et al., 2012). Apesar de ndo ter havido mortalidade no
presente estudo, a presenca de parasitos pode servir como porta de
entrada aumentando a carga bacteriana no peixe, como observado por
Shoemaker et al. (2012) em |. punctatus parasitados por I. multifiliis e
expostos a E. Ictaluri. Além disso, a infec¢do teve sucesso uma vez que
nos animais infectados com a bactéria e ndo tratados com o extrato
apresentaram hemorragias nos O6rgdos internos. Mortalidades apds
infeccdo bacteriana estdo relacionadas a varios fatores, incluindo a
viruléncia da cepa utilizada, a concentracdo inoculada e a resisténcia
imunolégica dos peixes. Além disso, os tambaquis estavam em
condi¢bes ideais de qualidade de &gua, densidade de estocagem e
nutricdo, o que pode ter contribuido para sua sobrevivéncia.

Infeccdo por patdégenos € um fator causador de estresse em
peixes, que produz efeitos que ameagam ou perturbam seu equilibrio
homeostatico (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Jeronimo et al., 2014). Por
outro lado, o estresse também provoca um conjunto de respostas
comportamentais e fisiolégicas como acdo compensatoria e/ou
adaptativa, habilitando o animal a superar ameacas. Umas das respostas
inclui 0 aumento na taxa de absorcao de oxigénio pelas branquias, sendo
0S eritrocitos os responsaveis por esse transporte (Ranzani-Paiva et al.,
2013). Portanto, 0 aumento no nimero de eritrdcitos e na concentragdo
de hemoglobina nos peixes do grupo controle e tratados com o extrato
sugerem uma resposta adaptativa frente a infeccdo por patdgenos.

Silva et al., 2012 observaram diminui¢cdo no percentual de
hematdcrito e nimero total de eritrocitos em hibrido de surubim
(Pseudoplatystoma  corruscans X Pseudoplatystoma fasciatum)
infectados por A. hydrophila. Resultados semelhantes foram observados
por Rehulka, (2002), em truta arco-iris ap6s infeccdo por A. hydrophila.
Por outro lado, Sutili et al. (2014), ndo detectaram alteracdes nos
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parametros hematoldgicos e bioguimicos em jundias infectados por A.
hydrophila tratados e néo tratados com 6leo de cravo.

A glicose plasmética é uma resposta fisioldgica utilizada como
indicadora de estresse em peixes. Geralmente, ha aumento nos niveis em
situacBes desfavoraveis para suprir a maior demanda energética (Barton
and Iwama, 1991; Fagundes et al., 2008). A principio, 0 aumento na
glicose verificado nos peixes tratados sugere uma condicdo de estresse
desencadeada pelo extrato. Resultados semelhantes foram reportados em
O. niloticus submetidas a banho com Lippia sidoides (Hashimoto et al.
2016), em Oncorhynchus mykiss submetidos a banhos com prépolis
(Talas and Gulhan, 2009), e em C. carpio submetidos a banhos com
extrato de M. oleifera (Kavitha et al., 2012). Entretanto, o nivel de
glicose nos peixes pode ter sido influenciado pelos carotenoides
presentes no extrato, como observado em outros animais. Bautista et al.
(2004), avaliando a toxicologia subaguda em ratos machos, detectaram
aumento significativo da glicemia apds serem tratados com sementes de
urucum (teor de bixina 27%). Resultados semelhantes foram
encontrados também em ratos alimentados com extrato de urucum (teor
de bixina 50%), e com norbixina purificada (Fernandes et al, 2002).
Segundo Subczynski e Wisniewska (2000), os carotenoides podem
interagir com a membrana das células, afetando a entrada de glicose.
Isso pode ter causado diminuigdo na absorcdo da glicose pela célula, e
consequentemente, hiperglicemia. Portanto, estudos sdo necessarios para
compreender a dindmica de interacdo de carotenoides com as
membranas celulares em peixes, e assim elucidar como a homeostase da
glicose é afetada.

5. Conclusfes

O presente estudo foi o primeiro a relatar a utilizacdo do extrato
das sementes de urucum contra parasitos Monogenea A. spathulatus e A.
hyprophila. O tratamento apresentou 100% de eficacia em todas as
concentracBes e tempos testados. Embora o extrato tenha apresentado
acao antibacteriana in vitro, ndo houve mortalidade no teste in vivo.
Entretanto, os animais infectados com A. hydrophila ndo tratados com o
extrato apresentaram hemorragias nos 6rgdos internos, diferente dos
tratados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato
acetdnico de sementes de urucum Bixa orellana em juvenis de tambaqui
Colossoma macropomum infectados por patdgenos. Os resultados do
primeiro ensaio, onde foi avaliada a eficécia in vitro e in vivo do extrato
contra parasitos Monogenea braquiais de tambaqui e sua influéncia
sobre 0s parametros sanguineos e bioquimicos, mostrou que o extrato
possui 100% de eficicia antiparasitaria em todas as concentracGes e
tempos testados. Entretanto, alteragdes bioquimicas como o aumento na
glicose plasmética foram detectadas, o que no primeiro momento foi
visto como um estresse causado pelo extrato. Entretanto, ndo houve
aumento nos niveis de cortisol plasmatico em peixes tratados com o
extrato. Sabendo-se que a glicose ¢ afetada por outros fatores, e que 0s
carotendides influenciam na absorcéo de glicose por meio de alteracfes
na membrana das células, sugerere-se novos estudos a fim de elucidar a
real causa dessas alteragcdes. Além disso, também novos estudos com
concentracGes menores de extratos e diferentes tempos de banho talvez
seja possivel obter a mesma eficacia com menores concentragBes de
extrato, podendo minimizar as alteragbes fisioldgicas e 0s custos de
producéo.

No segundo ensaio foram avaliados os parametros sanguineos de
Colossoma macropomum tratados com extrato das sementes de B.
orellana apés infeccdo por Aeromonas hydrophila e Monogenea. O
extrato apresentou atividade antibacteriana e anti-helmintica in vitro
contra os patdgenos. O extrato acetbnico apresentou concentracdo
inibitéria minica de (MIC) de 125 pg.mL™ contra A. hydrophila no teste
in vitro, e 100% de eficacia antiparasitaria no teste in vivo em todas as
concentracBes e tempos avaliados. A infeccdo com A. hydrophila ndo
causou mortalidade nos tambaquis, mas 0 exame macroscopico interno
revelou ascite e figado, rim e baco com aspecto hemorragico.
Entretanto, nos peixes tratados com o extrato, ndo foram detectados
estes sinais clinicos. Portanto, novos estudos deveréo ser realizados para
avaliar a real eficacia antibacteriana.

Além da elevada eficacia antiparasitaria, o extrato ndo causou
mortalidade no experimento de toxicidade. Esses resultados sugerem o
grande potencial do urucum para o tratamento de enfermidades em
peixes. Portanto, novos estudos como o0 mecanismo de agdo
antimicrobiana, isolamento de substancias bioativas e avaliacfes de
impacto sobre os ambientes naturais devem ser realizadas antes de sua
utilizacdo em sistemas de criagao.
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ANEXO I

Figura 1: Processo de preparacdo dos extratos. (A) Extracdo das
sementes em banho de ultrasson; (B) Filtragem do extrato; (C)
Concentracdo do extrato em rotaevaporador.



ANEXO II

i

Figura 2: Teste de atividade antiparasitaria in vitro do
extrato acetnico de urucum contra Monogenea.
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ANEXO 111

Figura 3: Teste in vivo - Banho com o extrato acetonico de urucum
contra Monogenea.
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ANEXO IV

©

Figura 4: Sinais clinicos dos tambaquis tratados e ndo tratados com
extrato aceténico das sementes de urucum ap6s desafio com Aeromonas
hydrophila. (A) Peixe ndo tratado, seta preta indicando acimulo de
liguido na cavidade celomatica. (B) Peixe ndo tratado, seta preta
indicando figado com coloracdo anormal e friavel. (C) Orgdos dos
peixes do grupo tratado com extrato (125 pg/mL por 12 horas) com
aspecto saudavel.



