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RESUMO

Neste estudo objetivou-se avaliar o efeito da unha de gato, Uncaria tomentosa,
sobre a toxicidade em Hyphessobrycon eques e o efeito sobre o crescimento e a
atividade imune em tilpias. Pela técnica da cromatografia liquida verificou-se a
autenticidade da planta e quantificaram-se os principais componentes quimicos. O
extrato aguoso mostrou ser praticamente nao téxico para o H. eques, com CL50
de 18,16 mg/L. Na determinacdo do melhor tempo de suplementacéo pela anélise
do componente celular e dos parametros hematoldgicos na aerocistite em tilapias,
verificou-se que o maximo do acumulo celular ocorreu apos trés semanas. Para a
analise do desempenho zootécnico e da resposta inflamatéria aguda, tilapias
foram alimentadas durante trés semanas com dietas contendo: O; 75; 150; 300 e
450 mg de extrato de unha de gato/kg da racdo. Apos o final do periodo
experimental, os peixes foram desafiados com Streptococcus agalactiae inativado
e as 6; 24 e 48 horas ap6s o desafio foram coletadas as amostras. As 6 horas
observou-se incremento, dependente de dose, no nimero de leucécitos no sangue
e as 24 horas incremento de leucdcitos no local da inflamagdo. Além disso, os
centros melanomacréfagos foram maiores em tamanho e ndmero nos grupos
tratados. Observou-se também aumento da expressdo de Imunoglobulina M no
baco apés 24 horas do desafio nos grupos que receberam 300 e 450 mg/Kg. Nao
houve alteracbes histopatolégicas em branquias, intestino, baco e figado.
Verificou-se aumento no ganho de peso, que pode ter sido atribuido ao incremento
do tamanho dos vilos intestinais. Finalmente, estes resultados sdo a primeira

evidéncia do efeito da U. tomentosa sobre o ganho de peso e ativagdo do sistema



imune inato e especifico em tilapias. Os resultados histopatolégicos sugerem que
a planta pode ser usada oralmente em peixes sem efeitos colaterais indesejaveis.
Palavras chave: Unha de gato, S. agalactiae, atividade imune, desempenho

zootécnico, tilapias, Hyphessobrycon eques.

ABSTRACT:

This study aimed to evaluate the effect of the toxicity of U. tomentosa on H. eques
and its effect on growth performance and innate immunity in tilapia. It was found,
by the technique of chromatography, verified the authenticity of the plant and
quantified the main chemical components. The aqueous extract was nontoxic to
matogrosso, with LC50;48h of 18,16 mg/L. To determinate the best period of
feeding, It was analyzed the cellular component and haematological parameters in
aerocistite in tilapia and It was found that the maximum accumulation of cellular
and best hematologic results occurred after three weeks. To evaluate the effect of
this plant on immune activity and growth performance of Nile tilapia, we used 450
fish (81,3 + 4,5g) randomly distributed at 25 fish per 1500-L tank and fed a diet
containing 0.0, 75, 150, 300 and 450 mg “ufia de gato”/kg diet for 3 weeks. It was
used three replicates per treatment and control groups. After the 3-week
experimental period, fish of each treatment were challenged by inactivated
Streptococcus agalactiae. Samples were taken at 6, 24 and 48 hours after the
inflammatory stimulus. We found a dose-dependent increase in blood leukocytes
after 6 hours post-inoculation and a large dose-dependent increased of leukocytes
at site of inflammation at 24 hours post-inoculation. Further, splenic melano-

macrophage centers were significant higher in size and number in treated groups.
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Furthermore, a significant increase of IgM expression in spleen was detected at 24
hours post-bacterial challenge in supplemented fish with 300 and 450 mg U.
tomentosa/Kg diet. There were no histopathological changes in any treatment in
gills, intestine, spleen and liver. We found an unexpected increase of weight gain
and feed conversion that would be explained, partially, due to increase of intestinal
villus size. Finally, the reported results provide the first evidence that Uncaria
tomentosa added to Nile tilapia diet, particularly 300 mg/kg feed for 3 weeks,
activates non-specific immunity, growth as well as specific immune response.
Additionally, histopathological results suggest that the plant could be used orally
without undesirable side effects.

Keywords: Cat's claw, S. agalactiae, growth performance, tilapia, immune activity

Hyphessobrycon eques.



INTRODUCAO

A aquicultura mundial estd num processo de constante crescimento, sendo
0s peixes, uma das mais importantes fontes de proteina animal (FAO, 2010). A
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, pertencente a familia Cichlidae, € o segundo
grupo de peixes mais produzido no mundo com 1 300 000 TM anuais. Atualmente
€ 0 mais produzido no Brasil devido a suas qualidades como: alta taxa de
crescimento, flexibilidade as mudancas ambientais, fécil reproducéo e rusticidade
(Zimmermann e Fitzsimmons, 2004; El-Sayed, 2006).

Na maioria das piscigranjas, esta espécie € criada em sistemas intensivos
ou semi-intensivos, onde as dietas artificiais devem satisfazer as exigéncias
nutricionais. Neste sistema de producao, os peixes Sdo expostos continuamente a
alteracdes na qualidade da agua e a praticas de manejo como manuseio
excessivo, transporte e adensamento, que induzem respostas de estresse, com
consequéncias negativas sobre o desempenho produtivo, resposta imune e
resisténcia as doencas (Barton et al., 2000; Gatlin, 2002; Brand&o et al., 2006).

Nesses sistemas de criacdo, 0 uso de produtos quimicos e antibiéticos tem
aumentado em funcdo da elevada ocorréncia de doencas parasitarias e
infecciosas (Moraes & Martins, 2004; Pilarski et al., 2009; Moraes & Moraes,
2009). Entretanto, o uso indiscriminado destes produtos ocasiona problemas
aumentando a presséo de selecdo sobre os microrganismos, incrementando a
resisténcia bacteriana, proliferacdo das bactérias resistentes devido a morte das
nao resistentes ao antibiotico, havendo também a possibilidade de transferéncia
dos genes de resisténcia as outras bactérias nunca expostas ao antibiotico

(Verschuere et al., 2000).



Além disso, a presenca de residuos de antibidticos nos tecidos de peixes
comercializados produz restricdes na comercializagdo da carne e impacto negativo
no meio ambiente (Smith et al., 2003; Sorum, 2006). Desta forma é necessério
buscar possiveis substitutos aos quimioterapicos mantendo-se as ac¢fes benéficas
e eliminando as indesejaveis. Isto vem sendo realizado com o0 uso de
imunoestimulantes (Li e Gatlin, 2006).

Os imunoestimulantes s&o substancias que podem incrementar as
respostas inespecificas de defesa dos animais (Vainikka et al., 2005; Moraes &
Moraes, 2009). Os efeitos benéficos dos nutracéuticos consistem em aumentar a
atividade de macrdéfagos, fagocitose por neutréfilos e mondécitos e maior produgao
de linfécitos, imunoglobulinas e lisozima (Sakai, 1999), aumentando a resisténcia
desses animais frente a infeccdes por organismos oportunistas proporcionando,
desta forma, o crescimento saudavel dos peixes (Amar et al., 2001; Vainikka et al.,
2005).

Dentre os compostos com caracteristicas imunoestimulantes, destacam-se
os elementos nutricionais como as vitaminas, substancias derivadas de bactérias,
polissacarideos, extratos de plantas e animais, além das substancias quimicas
sintéticas (Cook et al., 2003; Smith et al., 2003; Belo et al., 2005; Salvador et al.,
2012).

O uso de extratos de plantas para fins medicinais é pouco explorado em
peixes, no entanto no Brasil cresce 8% ao ano (Mariz et al., 2006), sendo uma boa
alternativa para o controle de doencas devido ao baixo custo operacional,
facilidade no preparo, utilizacdo e seguranca ambiental. Contudo, € necessaria a

analise quimica das plantas para quantificacdo de substancias conhecidas, assim
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como identificar novos compostos (Mascarenhas et al., 2012). Além disso, para a
utiizagdo com finalidade terapéutica, é fundamental avaliar a toxicidade dos
fitoterapicos, jA que alguns produtos apresentam concentracdes terapéuticas
proxima da letal (Fajer-Avila et al., 2003).

A Uncaria tomentosa conhecida como unha de gato € uma planta da
floresta amazoénica pertencente a familia Rubiaceae (Andersson & Persson, 1991).
O interesse econdmico desta planta decorre da sua utilizagdo como fitoterapico
em humanos no tratamento de artrite, cancer, AIDS, doencas virais e Ulcera
gastrica (Muhammad et al., 2001; Heitzman et al., 2005). Foram reconhecidos
diversos principios ativos, principalmente alcaldides oxinddlicos, derivados do
acido quindvico e polifendis de baixo peso molecular em todas as partes da planta,
que tém atividade imunoestimulante, antileucémica e antiviral (Kepingler, 1999;
Akkeson et al., 2005; Eberlin et al., 2005, Kloucek et al., 2005).

Estudos toxicolégicos em ratos demonstraram ocorrer sinais de toxicidade
aguda ou crénica quando a unha de gato foi inncluida com doses de até 8,0 g.Kg*
em 28 dias (Kepingler, 1999; Sheng et al., 2000). Os peixes apresentam
particularidades como o tipo de respiracdo e a alta perfusdo com o meio ambiente,
além de serem altamente sensiveis a substancias toxicas.

Assim, tém sido empregado com sucesso alternativas ao uso de antibidticos
em aquicultura para controlar os principais agentes infecciosos, entre elas, 0 uso
de suplementos e alimentos funcionais (Gildberg et al., 1997; Gram et al., 1999;
Nikoskelainen et al., 2001; Claudiano et al., 2009).

Dentre os principais agentes infecciosos, o Streptococcus agalactiae causa

uma doenca grave em tilapias, causando grandes prejuizos na producdo. O
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controle desta infeccdo com antibidticos € pouco eficiente e favorece a selecdo de
microorganismos resistentes, com a possibilidade de transferéncia de genes de
resisténcia as bactérias nunca expostas ao antibiético (Suresh, 1998; Verschuere
et al., 2000).

Apesar de existirem alguns estudos sobre o potencial imunomodulador do
extrato de Uncaria tomentosa, esta ainda € pouco estudada, e ndo se conhece
seus potenciais beneficios na aquicultura, sobretudo no melhoramento da

resisténcia dos peixes as doencas mais comuns.

OBJETIVOS GERAIS:

e Utilizar o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-PDA)
para verificar e quantificar a composi¢cdo quimica do extrato aquoso da
casca de U. tomentosa e determinar sua concentracdo letal média
utilizando como modelo experimental o Hyphessobrycon eques.

e Avaliar o efeito das dietas com diferentes niveis de extrato de Uncaria
tomentosa sobre a eficiéncia produtiva e a resisténcia as enfermidades na

tilapia do Nilo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Quantificar os principios ativos do extrato de U. tomentosa pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-PDA).
e Determinar a concentracdo letal média do extrato de U. tomentosa para

Hyphessobrycon eques (modelo experimental).



Avaliar o efeito do uso do extrato de U. tomentosa na eficiéncia produtiva da
tilapia do Nilo.

Avaliar o efeito do extrato de U. tomentosa dietario sobre a atividade
imunolégica da tilapia do Nilo.

Determinar o tempo de fornecimento mais adequado de U. tomentosa na
racao de tilapias do Nilo.

Determinar a quantidade mais adequada de U. tomentosa na racdo de

tilapias do Nilo.



MANUSCRITO 1: “Journal of Ethno-Pharmacology”
Quantificacdo dos principios ativos e toxicidade aguda do extrato
aquoso da casca de Uncaria tomentosa em Hyphessobrycon

eques

Jefferson Yunis Aguinaga®, Gustavo S. Claudiano®, Cynthia Ikefuti*, Paulo F. Marcusso?,
George G. Ortega®, Claudinei da Cruz*, Julieta E.R. de Moraes?, Flavio R. de Moraes?® e

Jodo B. Kochenborger Fernandes™.

! Centro de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil.

> Departamento de Patologia Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Jaboticabal, Sado Paulo, Brasil.

® Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, RS, Brasil.

* Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil.

RESUMO

Importancia Etnofarmacoldgica: A Uncaria tomentosa (unha de gato) é uma planta
usada na medicina popular por tribos da Amazénia devido a sua ampla gama de
atividades biolégicas.

Objetivo do estudo: Investigar e quantificar pela técnica de cromatografia liquida
(CLAE-PDA), os principios ativos do extrato aquoso da casca de U. tomentosa e
determinar a sua concentracéo letal 50 (CL50; 48h) em Hyphessobrycon eques.
Materiais e métodos: As andlises da planta foram realizadas por CLAE-PDA,
previamente validadas para U. tomentosa. A determinagdo da CL50 foi realizada
usando testes preliminares. Finalmente, foram testadas concentracdes de uma
solucdo estoque a 10% nas diluigcdes: 0,0; 14,0; 16,0; 18,0; 20,0; 22,0 mL/L no

peixe de agua doce H. eques.
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Resultado: A cromatografia evidenciou que os niveis de alcaldides oxinddlicos,
derivados de acidos quinovico e polifendis de baixo peso molecular foram 19,66 +
0,0lpg/mL; 7,46 £ 0,01 pg/mL e 13,25 = 0,07 pg/mL, respectivamente. A
concentracao letal foi calculada pelo método Spearman-Karber, demonstrando
que a CL50-48h foi 18,16 mL/L, com um limite inferior de 17,10 mL/L e superior de
19,27 mL/L. Os peixes apresentaram sinais clinicos de intoxicacdo em
concentragdes acima de 20,0 mL/L, acompanhados por diminuicdo significativa
dos niveis de oxigénio dissolvido e pH da agua dos aquérios experimentais. Na
concentracao mais elevada, 22 mL/L, observou-se 100% de mortalidade, tendo
como possiveis causas a reducdo da concentracao de oxigénio pela presenca de
alcaléides oxindoles e polifendis, acumulacéo do extrato nas branquias dos peixes
tratados e/ou a interacao destes compostos com a dopamina sistémica.
Conclusbes: O extrato aquoso da casca de U. tomentosa mantém os principais
principios ativos da planta. O teste de toxicidade mostrou que a U. tomentosa é
praticamente ndo toxico para H. eques.

Palavras-chave: Unha de gato, CL50, cromatografia, fitoterapico, toxicidade.

ABSTRACT
Ethnopharmacological revelance: Uncaria tomentosa (cat’'s claw) is a medicinal

plant used in folk medicine by Amazon tribes due to its wide range of biological
activities.

Aim of study: Investigate and quantify by chromatographic technique (HPLC-PDA),
the chemical constituents of aqueous extract of U. tomentosa bark and determine

its lethal concentration 50 (48-h LC50) in Hyphessobrycon eques.
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Materials and methods: The analyses of the plant were performed by HPLC-PDA,
previously validated for U. tomentosa. LC50 determination was carried out using
preliminary tests. Finally, different concentrations of a 10% stock solution (0.0 ,
14.0, 16.0, 18.0, 20.0, 22.0 mL per liter of water) in freshwater fish H. eques were
tested.

Results: The chromatography showed that the levels of oxindole alkaloids, quinovic
acid derivatives and low molecular weight polyphenols were 19.66 + 0.01 pg/mL,
7:46 £ 0:01 yg/mL and 13:25 + 0:07 ug/mL, respectively. The lethal concentration
was calculated by Trimmed Spearman-Karber method, demonstrating that CL50-
48h was 18.16 mL/L, with a lower limit of 17.10 mL/L and higher limit of 19.27
mL/L. The fish showed changes in the behavior at concentrations above 20.0
mL/L, accompanied by a significant decrease in the levels of dissolved oxygen and
pH. At the highest concentration; 22 mL/L, it was observed 100% mortality
attributed to oxygen reduction by the amount of oxindole alkaloids, polyphenols,
accumulation of the extract in the gills of treated fish and/or the interaction of these
compounds with the dopamine system.

Conclusions: The aqueous extract of U. tomentosa bark did not alter the chemical
components of the plant and the toxicity test showed that U. tomentosa is non-toxic
to H. eques, therefore it can be used safely in fish therapy.

Key-words: Cat’s claw, CL50, Chromatography, Phytotherapic, Toxicity.

INTRODUCAO
O uso de extratos de plantas para fins profilaticos é ainda pouco explorado

em peixes, no entanto no Brasil cresce 8% ao ano (Mariz et al., 2006), € uma
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alternativa para o controle de doencas devido ao baixo custo operacional,
facilidade no preparo, utilizacdo e seguranca ambiental.

A Uncaria tomentosa, popularmente conhecida como unha de gato, € uma
planta da floresta amazodnica pertencente a familia Rubiaceae (Andersson e
Persson, 1991). E um fitoterapico muito utilizado na medicina humana para o
tratamento de diversas doencas (Muhammad et al., 2001; Heitzman et al., 2005),
apresentando atividade imunoestimulante, antileucémica e antiviral, decorrente
dos diversos principios ativos encontrados como: alcaldides oxindolicos,
glicosidicos de acido quindvico e polifendis de baixo peso molecular em todas as
partes da planta (Kepingler, 1999; Akkeson et al., 2005; Eberlin et al., 2005;
Kloucek et al., 2005).

Com a intensificacdo da aquicultura nos ultimos anos (Ferreira e Barcellos,
2008), h4 aumento da ocorréncia de enfermidades parasitarias e infecciosas.
Assim, produtores recorrem ao uso indiscriminado de produtos quimicos que
acarretam selecdo de microrganismos resistentes, presenca de residuos em
tecidos de peixes comercializados que resultam em restric6es na comercializagao
e impacto ambiental negativo (Smith et al., 2003; Sorum, 2006).

Na tentativa de diminuir e/ou evitar o uso de farmacos e seus efeitos
adversos 0 uso de fitoterdpicos surge como alternativa (Claudiano et al., 2009).
Para tanto, é necesséario a andlise quimica das plantas para quantificacdo de
substancias conhecidas e identificacdo de novos compostos (Mascarenhas et al.,
2012). Além disso, para a utilizacdo com finalidade profildtica em peixes é
fundamental avaliar a toxicidade dos fitoterapicos, pois alguns produtos

apresentam concentracdes terapéuticas proxima da letal (Fajer Avila et al., 2003).
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi quantificar a composi¢cdo quimica
do extrato aquoso do caule de U. tomentosa pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-PDA) e determinar a toxicidade aguda (CL50-48h) para o

peixe matogrosso (Hyphessobrycon eques).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e extragao

O extrato comercial de casca U. tomentosa proveniente do Peru foi usado
neste estudo (“Casa Massaro”, lote 0442). O extrato foi moido, e 0 processo de
secagem ocorreu em temperatura ambiente, sendo posteriormente armazenado
em sacos de plastico. Para preparar a solugcdo-mae, o extrato foi suspenso em
agua deionizada e deixada em repouso 24 horas (10mg/mL). Em seguida, a
solucdo-mae foi filtrada (papel de 0,14 mm de porosidade Qualy ®) e utilizado no

ensaio biolégico.

CLAE-PDA dos alcaléides oxindoles, derivados do &cido quindvico e

polifenois de baixo peso molecular no material vegetal

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-PDA) foi
utilizado nas analises qualificativas e quantitativas do extrato aquoso do caule de
U. tomentosa. Para determina os alcaléides oxindoles foi empregando o método
previamente validado por Kaiser et al.,, 2013. Utilizou-se uma coluna Gemini-NX
RP-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna

RP-18. A fase movel consistiu num tampao de acetato de amoénio 10 mM (pH 7,0)
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(A) e acetonitrilo (B) em um programa de gradiente linear, a deteccdo efetuada a
245 nm; utilizou-se o mitraphyllina (Phytolab, lote 2946, Alemanha) como padrao
externo.

Na determinacdo dos derivados do &cido quindvico utilizou-se coluna
Sinergy Fuséo RP-18 (150 x 3,9 mm id, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por
uma precoluna RP-18. A fase movel foi constituida por acido formico a 0,01% (v/v)
(A) e acetonitrilo (B): acido férmico 0,01% (90:10, v/v) num programa de gradiente
linear, deteccdo a 245 nm; utilizado a a-hederin (Extrasynthése, lote 08040314,
Franca) como padrao externo (Pavei et al., 2012).

Os polifendis de baixo peso molecular, foram analisados em aparelho para
CLAE-PDA (Proeminence-Shimadzu, Toéquio, Japdo), segundo o método
anteriormente validado por Pavei et al., 2010. Foi utilizada uma coluna Gemini RP-
18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna RP-
18. A fase movel consistiu em 0,1% v/v de acido trifluoroacético (A) e metanol:
TFA (99,9:0,1, v/v) (B) em um programa de gradiente linear, deteccéo efetuada a
325 nm; utilizaram o &cido clorogénico (Fluka, lote 455159/1, Suica), acido caféico
(Extrasynthése, lote 0381024, Franc¢a) e rutina (Sigma, lote 128K1177, EUA) como

padrdes externos.

Determinacéo da CL50-48h

Inicialmente, para a realizacdo dos ensaios preliminares da toxicidade
aguda, foram utilizados 108 exemplares de matogrosso (H. eques) (1,76 + 0,6
gramas) que foram aclimatados em caixa de plastico 250L, durante 14 dias de

acordo com as recomendacdes da ABNT (2011). Durante este periodo, 0s peixes
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foram alimentados com dieta comercial na propor¢do de 3% de biomassa/dia,
apresentando 28% de proteina bruta e 4000 kcal kg* de energia bruta e
submetidos a um banho profilatico de cloreto de sddio (1%) n&do-iodado durante 60
minutos (Francis-Floyd, 1995).

Nos ensaios preliminares, os peixes foram distribuidos ao acaso em 36
tanques de vidro de 3L com concentracdes de 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0; 12,0; 15,0;
20,0; 23,0; 25,0; 50,0; 75,0 mL/L de uma solucdo estoque a 10% (100g.L™). Os
intervalos obtidos foram utilizados para a realizacdo do ensaio definitivo (ABNT,
2011).

O ensaio definitivo de CL50;48h foi realizado utilizando 54 peixes (1,86 *
0,1 gramas) distribuidos aleatoriamente em 18 tanques de 3L com concentra¢cdes
de 14,0, 16,0, 18,0, 20,0, 22,0 mL/L de solugao do extrato. Os ensaios foram feitos
com trés réplicas e trés peixes por cada réplica.

O oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e pH da agua foram
monitorados diariamente (YSI 556 MPS Sistema multisonda); a temperatura da
agua foi mantida de acordo com as recomendac¢fes do ABNT (2011). Os peixes
foram avaliados diariamente por observacdo direta, na procura de sinais de
intoxicagdo, como alteracdes clinicas, lesées macroscoépicas externas, localizacdo

no aquario, movimentos operculares, natacao erratica e mortalidade.

Delineamento e Analise Estatistica
A determinacdo quantitativa das areas dos picos nos cromatogramas foi
realizada utilizando as equacfes de regresséo do acido clorogénico (CLA), acido

cafeinico (CFA), e as curvas de calibragcéo de rotina (RUT) (Pavei et al., 2012).
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Os calculos dos niveis de alcaldides oxinddlicos (AO), derivados do acido
quindvico (DAQ) e polifendis de baixo peso molecular (PBM) foram realizados
utilizando a equacédo: A = % h « Wb, para calcular a area de um pico (Pavei et al,
2010). O delineamento experimental foi realizado em DIC.

As medicdes de toxicidade geral obtidas foram analisadas pelo método de
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Os resultados de mortalidade
foram analisados considerando cada aquario como uma unidade experimental e
nos graficos foi apresentada a mortalidade em cada concentragdo expressa em

porcentagem.

RESULTADOS

Analise cromatogréfica

A andlise de HPLC-PDA do extrato aquoso de casca de U. tomentosa
revelou trés compostos caracteristicos desta planta, confirmando assim, a
identidade da amostra. Estes compostos foram alcaldides oxinddlicos (AO) (Figura
1), derivados de &cido quindvico (DAQ) (Figura 2) e polifendis de baixo peso

molecular (PMB) (Figura 3).
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Figura 1. Perfil cromatografico do extrato aquoso da U. tomentosa em 245 nm. Alcaléides

oxindolicos.

Figura 2. Perfil cromatogréafico do extrato aquoso da U. tomentosa em 245 nm. Derivados do acido

quindvico.
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A analise do extrato aquoso de U. tomentosa mostrou que os AO foram os
mais concentrados (19.66 + 0.01 yg/mL), seguido pelos PMB (13.25 + 0.07 pg/mL)
e em menor concentracdo os DAQ com media total de 7.46 + 0.01 yg/mL (Figura

4).

Figura 3. Perfil cromatogréafico do extrato aquoso da U. tomentosa em 325 nm. Polifendides de

baixo peso molecular (Pavei et al., 2010).

Determinacéo da CL50;48h

Na determinacdo da toxidade aguda (CL50;48h), pela andlise da equacao
linear, verificou-se uma relagcdo concentragcdo-resposta do extrato aquoso da
casca de U. tomentosa, de modo que, com 0 aumento da concentracédo do extrato
ocorreu aumento na taxa de mortalidade chegando a 100% no nivel mais alto (22

mL/L) (Figura 5).
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Figura 4. Concentracdes de derivados do alcaléides oxinddlicos (AO), derivados do acido
quindvico (DAQ) e polifendis de baixo peso molecular presentes no extrato aquoso de U.
tomentosa. Os resultados estdo expressos com a média + desvio padréo.

Ao término do ensaio, o valor estimado da CL50;48h do extrato aquoso do
casca de U. tomentosa para matogrosso foi de 18,16 mL/L, com limite inferior
17,10 mL/L e superior de 19,27 mL/L, o qual determina a CL50;48h de extrato

aguoso de U. tomentosa para Matogrosso em 1816 mg/L.
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Figura 5- Correlacéo linear simples positiva, apresentando a linha de tendéncia de regressao
linear, valor de p (P), coeficiente de correlacdo (R) e coeficiente de determinagéo (R?) do efeito da
mortalidade em funcé@o da concentracao do extrato de unha de gato (U. tomentosa).
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Apé6s 48 horas de exposicdo, ocorreu diferenca na mortalidade entre
concentracdes. Na concentracdo inicial (14,0 mL/L) ndo ocorreu mortalidade,
diferente do que ocorreu na ultima concentracdo (22,0 mL/L), com 100% de
mortalidade (Tabela 1).

Tabela 1 - Mortalidade acumulada de H. eques em diferentes tempos de exposic¢ao.

Tempo exposicdo (horas)

Concentracao (mL/L)

24 48 Total %
0 0 0 0 0
14 0 0 0 0
16 1 1 2 22
18 1 3 4 44
20 5 1 6 66
22 8 1 9 100

Tx % Taxa de mortalidade

Ao final do periodo experimental, a condutividade elétrica (185,2+10,5 uS) e
a temperatura (22,7+0,1 °C) permaneceram similares durante todo o experimento
(tabela 2). A concentracao de oxigénio dissolvido diminuiu conforme aumento da
concentracao do extrato da planta em todos os grupos tratados e em relacdo ao
controle (6,3 a 2,2 mg.L™"). Na comparacdo do grupo controle com os demais

tratamentos foi evidenciada diminuigdo no pH (8,3 a 7,5).

Tabela 2 Varidveis dos parametros fisicos-quimicos da dgua dos aquarios

Concentra¢fes da solugdo estoque (mL/L)

Parametros
0 14 16 18 20 22
Temperatura (°C) 22,7 22,8 22,8 22,8 22,7 22,8
Condutividade (uS) 175,2 185,4 184,2 189,5 190,1 190,2
OxigénioDissolvido (ml/L) 6,3 2,6 2,9 2,4 2,4 2,2
Potencial hidrogenibnico 8,3 7,7 7,7 7,5 7,3 7,4
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DISCUSSAO
A transformacgédo de plantas em medicamento deve ser feita de maneira a

se identificar os principios metabdlitos ativos e preservar suas caracteristicas
guimicas e farmacoldgicas, garantindo a sua acéao biolégica, seguranca clinica e a
valorizacdo de seu potencial terapéutico (Santos e Mello, 2007). Assim, no
preparo da casca de U. tomentosa em extrato aquoso, constatou-se pelo uso do
sistema cromatogréfico que os principios ativos foram preservados, pois 0S
componentes quimicos encontrados foram relatados anteriormente, como o0s
alcaldides oxindoles (Montoro et al., 2004; Valério e Gonzales, 2005), derivados
do é&cido quindvico (Aquino et al., 1989) e polifendis de baixo peso molecular
(Pavei et al., 2010).

As concentracbes de cada composto encontrado neste trabalho,
assemelham-se aos valores obtidos por Paive et al. (2012), em seu estudo da
validacao da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em reversa HPLC-
PDA com a utilizacdo da mesma espécie de planta.

Estudos prévios tém reportado a baixa toxicidade desta planta em ratos
(Kepingler, 1999; Sheng et al., 2000). No caso dos peixes, ha particularidades
como o tipo de respiragdo e a alta perfusdo com o meio ambiente, além de serem
organismos altamente sensiveis a substancias toxicas.

No estudo de toxidade para o mato-grosso, os valores da concentracao letal
média do extrato aquoso do caule de U. tomentosa foram considerados como
“praticamente néo téxico”, com base na classificacdo de Zucker (1985). Este autor
considera os valores de CL50 abaixo de 100 mg/L como praticamente ndo toxico

para peixes e organismos aquaticos invertebrados. Além disso, ha descri¢cbes de
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valores inferiores ou similares para fitoterapicos amplamente utilizados e
considerados seguros como a curcuma, Curcuma longa Linn, testado em
caramujos com valor estimado de CL50 igual a 319,82 mg/L, (Silva Filho et al.,
2009). O extrato aquoso de folhas de nim, Azacarachta indica, CL50(96h) na
porporcdo de 2740 mg.L? é seguro para O. niloticus (Winkaler et al., 2005).
Enquanto, o extrato aquoso de Terminalia catappa para o guaru, Phalloceros
caudimaculatus, apresentoucom CL50 de 208,52 mg/L (Claudiano et al., 2012).

A mortalidade néo foi atribuida ao pH, pois valores observados entre o
controle e os grupos tratados, mesmo em concentragdes mais elevadas, sao
semelhantes. Embora haja influéncia do pH sobre a toxicidade devido ao
desequilibrio eletrolitico, este fato parece néo ter ocorrido neste estudo. Assim, é
possivel que a causa da mortalidade esteja influenciada a diminuicdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo do tempo e a medida que se
aumentou a concentracdo do extrato, principalmente quando comparados com 0
grupo controle (Milson, 1993).

Nos grupos que continham unha de gato foram observadas alteragdes
clinicas e comportamentais caracteristicas de hipoventilacdo, pois os animais se
distribuiam na superficie da agua e apresentavam aumento dos movimentos
operculares. Este quadro piorou com o0 aumento da concentragédo do extrato e com
0 tempo de exposicdo. Este fato pode ser explicado pela decomposicdo da
matéria organica do extrato da planta, que demanda a utilizagdo de oxigénio
presente no ambiente. Outro fator importante € o excesso de extrato na agua
fazendo com que este se acumule nas branquias com diminuicdo das trocas

gasosa e ionica (Claudiano et al., 2012).
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E possivel também que tenham diminuido os mecanismos fisioldgicos de
compensacdo em casos de hipdxia devido ao bloqueio do receptor, tornando
possivel uma interagcdo competitiva entre os compostos quimicos do extrato por
meio de mecanismos fisico-quimicos com os quimiorreceptores de O, que se
localizam por todos os arcos branquiais (Claudiano et al., 2012).

Além disso, os compostos polifendlicos sollveis em agua e solventes
organicos polares sdo capazes de precipitar proteinas (Zucker, 1983), levando ao
acumulo destes compostos com piora no quadro. Outro evento que pode ter
afetado a homeostase dos peixes é a interacdo dos compostos quimicos
derivados dos alcaldides oxindolicos com o sistema dopaminérgico, levando a
depressdo no sistema nervoso central e alteragdo da pressdo sanguinea com
diminuicdo da frequéncia cardiorrespiratoria (Sakakibara et al., 1998, 1999).

Estes sinais séo reforcados pelas alteracfes clinicas e comportamentais
apresentadas pelos animais, ap6s 24 horas de exposicdo ao produto, nas
concentracdes acima de 20,0 mL/L, em que 0s peixes apresentaram-se letargicos,
localizados na superficie da agua e com visivel aumento dos movimentos
operculares, sinais clinicos compativeis com os apresentados por diversas
espécies de teledsteos em ambiente hipoxico (Rantin et al., 1992) e corroborando
os dados observados por Claudiano et al. (2012), na determinacdo da CL50 das
folhas secas de T. catappa em Phalloceros caudimaculatus.

Concluiu-se pela analise cromatografica que o preparo do extrato aquoso
da casca de U. tomentosa ndo alterou os componentes quimicos da planta,

apresentando alcaloides oxinddlicos, derivados do &cido quinévico e de polifendis
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de baixo peso molecular. A concentracdo letal 50% (CL50;48h) para a espécie de
peixe H. eques foi de 1816 mg/L.

Apbés 48 horas de exposicdo o uso agudo da infusdo da casca foi
considerado como “praticamente n&o toxico” para matogrosso, portanto € possivel
o futuro uso do extrato de U. tomentosa de forma segura na profilaxia e/ou

tratamento de peixes.
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RESUMO
A unha de gato, Uncaria tomentosa, é uma planta oriunda da Amazodnia com

propriedades imunoestimulantes. Neste ensaio, avaliou-se o efeito do tempo de
suplementacdo dietética de racdo contendo extrato de unha de gato sobre o
crescimento e a resposta inflamatdria em Oreochromis niloticus. Para tanto,
utilizou-se 108 tilapias distribuidas aleatoriamente em 6 caixas de 200L. Os peixes
foram alimentados com rac&o suplementada com 150 mg.Kg™ do extrato durante
trés semanas, sendo avaliadas a cada sete dias. Ap6s cada tempo de
fornecimento, os animais foram inoculados com Streptococcus agalactiae
inativado na bexiga natatéria e o grupo controle injetado com solucdo salina
0,65%. No tempo de 24 h pés-desafio, os animais foram eutanasiados e realizado
a biometria seguido da coleta do exsudato para contagem total e diferencial do
acumulo de células e coleta de sangue para analise dos parametros
hematoldgicos. Verificou-se que o0s peixes alimentados com o extrato de
U.tomentosa durante trés semanas apresentaram mais crescimento e maior

namero de leucécitos no local de inflamacdo, quando submetidos a desafio.
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Palavras-chave: Desempenho zootécnico, atividade imune, hematologia,

teledsteos.

ABSTRACT
Uncaria tomentosa (cat's claw), is an Amazon rainforest plant with

immunostimulant properties. Several studies in animals and humans have
demonstrated its efficacy in prevention and treatment of various diseases;
however, there are no reports of its properties in fish. In this study, we evaluated
the effect of different times of feeding containing cat's claw extract on the
performance and the inflammatory response in Oreochromis niloticus. Therefore,
we used 90 tilapias randomly distributed in 5 200L-tanks. Fish were fed with diets
containing 150 mg.Kg-1 of extract for 1, 2 and 3 weeks. At the end, animals were
challenged with inactivated Streptococcus agalactiae in the swim bladder and the
control group was injected with saline 0.65%. At 24h post-challenge, the animals
were euthanized and performed biometrics and it was collected exudate to count
the total and differential accumulation of cells and blood for analysis of
haematological parameters. It was found that the time of supply of 3 weeks is the
most suitable, due to the animals supplemented with extract have grown more and
more leukocytes at the site of inflammation.

Keywords: Growth performance, immune activity, hematology, teleosts.

INTRODUCAO
Os imunoestimulantes sdo substancias biolégicas que podem incrementar

as respostas inespecificas de defesa dos animais (Vainikka et al., 2005). Dentre
0S compostos com caracteristicas imunoestimulantes destacam-se: fatores
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nutricionais como as vitaminas, substancias derivadas de bactérias,
polissacarideos, extratos de plantas e animais, além das substancias quimicas
sintéticas (Moraes e Moraes, 2009; Claudiano et la., 2009; Reque et al., 2010;
Belo et al., 2012).

H& controversias na literatura quanto ao tempo de suplementacao
necessaria para melhora na homeostase em peixes, na utilizacdo de leveduras
(Salvador et al., 2012), vitaminas (Belo et al., 2005) e de fitoterapicos (Eberlin et
al., 2005)

A unha de gato (Uncaria tomentosa) € uma planta amaz6nica que pertence
a familia Rubiaceae, (Andersson e Persson, 1991), comumente usada como
planta medicinal pelos incas, tribos amazonicas e até hoje no tratamento de
diversas moléstias (Obregon, 1995; Muhammad et al., 2001).

Principios ativos desta planta, como alcaldides oxinddlicos, sao
encontrados em todas as partes da planta, tendo a maioria atividade
imunoestimulante (Pavei et al., 2010). Outros grupos encontrados sao o0s
derivados do é&cido quinovico e polifendis de baixo peso molecular com ac¢des
antiinflamatorias e antioxidantes (Kepingler et al., 1999; Amaral et al., 2009).

Em ratos, foi demostrado que o extrato da planta produz aumento de
leucécitos no sangue (Sheng et al., 2000a) e de linfécitos esplénicos CD4+, CD8+
e células B em camundongos (Akkeson et al., 2005). A leucopenia induzida por
doxorrubicina foi revertida apos a administracdo da U. tomentosa em ratos (Sheng
et al.,, 2000b). Apesar destes efeitos, ha diferencas entre os tempos de

fornecimento e/ou aplicacdo em diversas espécies animais para a utilizacdo do
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extrato (Cisneros et al., 2005; Eberlin et al., 2005; Sheng et al., 2000b; Pilarski et
al., 2010).

Devido ao exposto acima e a escassez de informac¢des sobre a utilizagdo
da unha de gato em peixes, este trabalho objetivou avaliar o melhor tempo de
suplementacdo dietética do extrato de Uncaria tomentosa em tilapias do Nilo,
desafiadas experimentalmente com Streptococcus agalactiae, sobre o crescimento

e aresposta imune inata.

MATERIAL E METODOS:
Animais e modelos experimentais

Foram utilizadas 108 tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (40,8+3,2 g;
10,5+1,5 cm), acondicionados (n=18) em 6 caixas de fibra (200 L), agua de poco
artesiano com aeracao, alimentadas trés vezes ao dia, com ra¢ao formulada para
a espécie (Tabela 1), conforme Furuya, (2010). A qualidade da agua permaneceu
na faixa adequada ao conforto dos peixes (OD=6.2 + 1.1 mg/L; T°= 24.5 + 1.4 °C;
pH= 7.31£0.6 e condutividade elétrica= 102.2+14.4 uS/cm), e foi monitorada com o
uso de uma sonda multiparametros, YSI Model MPS 556 (Boyd, 1990).

Para determinar o tempo mais adequado de fornecimento do extrato de
unha de gato na racéo, foi utilizada a dose 150 mg/Kg (Eberlin et al., 2005). Para
tanto, foram avaliados trés tempos de fornecimento da racdo, que € apresentada
na Tabela 1, que foram utilizados anteriormente por Eberlin et al. (2005); Sheng et

al. (2000b) e Pilarski et al. (2010), respectivamente (Tabela 2).

33



Tabela 1- Ingredientes e composicao das dietas experimentais

Ingredientes % Controle 150 mg/Kg
Farelo de Soja 37,42 37,42
Milho 21,88 21,88
Glaten 12,43 12,43
Farelo de trigo 7,12 7,12
Amido 8,00 8,00
Oleo de soja 4,00 4,00
Casca de arroz 3,72 3,71
Farinha de peixe 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 1,47 1,47
Min-peixes 0,50 0,50
Vit-peixes 0,50 0,50
L-treonina 0,23 0,23
DI-metionina 0,14 0,14
BHT 0,05 0,05
Unha-de-gato 0,00 0,0150
L-triptofano 0,05 0,05
TOTAL 100,00 100,00
Composigdo calculada

Composicdo quimica % de incluséo

Matéria seca 89,63

Proteina bruta 30,14

Proteina digestivel 27,5

Energia bruta (kcal/kg) 4100

Fibra bruta 4,81

Material mineral 3,98

1Nos niveis 0,0; 0,0075; 0,0150; 0,0300 e 0,0450% as diferencas foram preenchidas com elemento inerte.
2 Suplemento vitaminico mineral Rovimix peixe: vit. A: 5000.000 Ul; vit. D3: 200.000 UI; vit. E: 5.000 Ul; vit. K3: 1000 mg; vit.
B1: 1500 mg; vit. B2: 1500 mg; vit. B6: 1500 mg; vit. B12: 4000 mg; vit. C: 15000 mg; acido félico: 500 mg; acido pentoténico:
4000 mg; B.H.T.: 12,25 g; biotina: 50 mg; inositol: 1000 mg; nicotinamida: 7000mg; colina: 40 g; cobalto: 10 mg; cobre: 500
mg; ferro: 5000 mg; iodo 50 mg; manganés: 1500 mg; selénio: 10 mg; zinco: 5000 mg; veiculo g. s. g. : 1000 mg.

BHT: Butil-hidroxi-tolueno

Os peixes foram submetidos a trés tratamentos e avaliados durante trés
semanas, sendo:
- Controle positivo: injetado de S. agalactiae inativada + racéo comercial;
- Controle negativo: injetado de 0,5 ml de solucdo de NaCl esterilizada a 0,65% +
com 150 mg/Kg de unha de gato;

- Tratamento 150mg/Kg: injetado de S. agalactiae inativada + racdo com 150

mg/Kg de unha de gato.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos peixes

Grupos Tempo do experimento
(numero de peixes) 7 dias 14 dias 21 dias Total
Controle positivo N=6 N=6 N=6 18
Controle negativo N=6 N=6 N=6 18
Extrato +S. agalactiae N=6 N=6 N=6 18

Obtencao da bactéria e determinacédo da CL50

Amostras de S. agalactiae foram isoladas de tilapias naturalmente
infectadas apresentando sinais clinicos compativeis com a doenca e identificadas
segundo Salvador et al. (2005). Realizou-se o sequenciamento do gene 16S
rDNA, no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica — Crebio, da FCAV/
UNESP, adaptado segundo Sebastido et al. (2010), confirmando a cepa de S.
agalactiae. A determinacdo dose letal (DL50) seguiu-se recomendacOes de

Salvador et al. (2012), com CL50 determinada em 10 UFC/mL.

Material vegetal e extracéo

Utilizou-se o extrato de casca U. tomentosa proveniente do Peru (Casa
Massaro®, lote 0442). Este foi moido, secado ao ar e armazenado em sacos de
plastico. Para a analise cromatogréfica do extrato e preparacédo da solugdo mée foi
feita uma solugdo hidroetandlica a 95% por 5 dias, propor¢do droga:solvente
(1:200, m/v). Em seguida, a solugcao-mae foi filtrada (0,14 mm de porosidade
Qualy ®). ApoOs o processamento da racao foi incorporado o extrato etilico da U.
tomentosa (150 mg de extrato por kg de racdo). Em seguida, a racao foi
submetida a secagem em temperatura ambiente e armazenada para utilizacdo no
ensaio.
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CLAE-PDA dos alcaldides oxindoles, derivados do acido quinévico e

polifendis de baixo peso molecular no material vegetal

O método por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE-PDA) foi
utilizado nas andlises qualitativas e quantitativas do extrato aquoso da casca de U.
tomentosa. Para determina os alcaléides oxindoles foi empregando o método
previamente validado por Kaiser et al.,, 2013. Utilizou-se uma coluna Gemini-NX
RP-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna
RP-18. A fase mével consistiu num tampao de acetato de aménio 10 mM (pH 7,0)
(A) e acetonitrilo (B) em um programa de gradiente linear, a deteccao efetuada a
245 nm; utilizou-se o mitraphyllina (Phytolab, lote 2946, Alemanha) como padréo
externo.

Na determinagcdo dos derivados do &cido quinovico utilizou-se coluna
Sinergy Fus&o RP-18 (150 x 3,9 mm id, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por
uma precoluna RP-18. A fase mdvel foi constituida por acido formico a 0,01% (v/v)
(A) e acetonitrilo (B): acido férmico 0,01% (90:10, v/v) num programa de gradiente
linear, deteccdo a 245 nm; utilizado a a-hederin (Extrasynthese, lote 08040314,
Franca) como padréo externo (Pavei et al., 2012).

Os polifendis de baixo peso molecular, foram analisados em aparelho para
CLAE-PDA (Proeminence-Shimadzu, Toéquio, Japdo), segundo o método
anteriormente validado por Pavei et al., 2010. Foi utilizada uma coluna Gemini RP-
18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna RP-
18. A fase movel consistiu em 0,1% v/v de acido trifluoroacético (A) e metanol:

TFA (99,9:0,1, v/v) (B) em um programa de gradiente linear, deteccado efetuada a
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325 nm; utilizaram o acido clorogénico (Fluka, lote 455159/1, Suica), acido caféico
(Extrasynthése, lote 0381024, Franca) e rotina (Sigma, lote 128K1177, EUA) como

padrdes externos.

Avaliacédo do crescimento
No inicio e ao final de cada periodo experimental foram realizadas as
pesagens dos peixes, foram calculados os seguintes parametros:
o Ganho de peso dos peixes (GP):
GP (g)= Peso médio final - Peso médio inicial
o Ganho de peso diario dos peixes (GDP):
GPD (g)= GP/ nimero de dias do experimento
o Conversao alimentar aparente (CA):
CA: Alimento consumido (g) / ganho de peso(g)
o Biomassa final (BF):

BF (g)= Peso médio final (g) x NUmero de peixes analisados

Inducédo da Aerocistite por Streptococcus agalactiae inativado

Apb6s os periodos de suplementagdo, os animais foram anestesiados com
benzocaina (1g/10L) para a aplicacdo do estimulo lesivo na bexiga natatéria
anterior. Os animais foram novamente agrupados em delineamento inteiramente
casualizado, em dois grupos para a inducdo da inflamagdo, onde, um grupo
recebeu 0,5 mL de solugcdo de cloreto de sddio esterilizada a 0,65% (grupo
controle negativo) e 0s outros grupos receberam o mesmo volume dessa soluc¢ao,

contendo 3 x 10® UFC de S. agalactiae, inativada pelo calor (banho-maria a 40° C,
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por 30 minutos). Ap6s a inducdo do processo inflamatorio, os animais foram
novamente banhados em solucdo de cloreto de sodio, como anteriormente

descrito.

Efeito da aerocistite

ApOs os periodos de suplementacdo, os animais foram desafiados,
conforme descrito acima, e no tempo pré-determinado de 24 HPE (horas pos-
estimulo), os peixes foram mortos por aprofundamento do plano anestésico em
solucdo de benzocaina (1:20 000) diluida em alcool 98° (0,1 g/mL) (Wedemeyer,
1970). A seguir foi coletado sangue por puncdo do vaso caudal de cada peixe,
obtendo 0,5 mL de sangue com EDTA 10% para realizacdo da contagem de
eritrocitos e leucocitos e hematocrito (Goldenfarb et al., 1971). A partir das
amostras sanguineas, as extensfes foram confeccionadas segundo Tavares-Dias
e Moraes (2006).

Para a contagem total e diferencial das células acumuladas no foco
inflamado, a bexiga natatoria foi lavada com 0,5 ml de PBS, com EDTA a 0,09% e
0 exsudato recolhido, e utilizando-se os procedimentos descritos por Martins et al.

(2009) e coloragdes segundo Tavares-Dias & Moraes, (2007).

Andélise estatistica
A determinagdo quantitativa das areas dos picos nos cromatogramas foi
realizada utilizando as equacdes de regressdo do acido clorogénico (CLA), acido

cafeinico (CFA), e as curvas de calibracdo de rotina (RUT) (Pavei et al., 2012).
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Os calculos dos niveis de alcaldides oxinddlicos (AO), derivados do acido
quindvico (DAQ) e polifenois de baixo peso molecular (PBM) foram realizados
utilizando a equacédo: A = % h « Wb, para calcular a area de um pico (Pavei et al,
2010). O delineamento experimental foi realizado em DIC.

Os demais resultados foram submetidos a andlise de variancia e a
comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05) (programa SAS 8.0), ao nivel

de significancia de 5% (Snedecor & Cochran, 1974).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Pela andlise de cromatografia CLAE-PDA do extrato etilico (95%) da casca

de U. tomentosa revelou trés compostos caracteristicos desta planta, confirmando
assim, a identidade da amostra. Estes compostos foram alcaldides oxindolicos
(AO), os quais foram os mais concentrados (28,07 + 0.11 ug/mL), seguido pelos
polifenéis de baixo peso molecular (PMB) (15,96 + 0.3 pyg/mL) e em menor
concentracao os derivados de acido quinévico (DAQ) com media total de 3,94 *

0.01 pg/mL (Figura 1).

pg/mL
(5]
(=]

Al [hagk PRI

Figura 1. Concentracbes de derivados do alcaloides oxinddlicos (AO), derivados do &cido
quindvico (DAQ) e polifendis de baixo peso molecular (PBM) presentes no extrato aquoso de U.
tomentosa. Os resultados estdo expressos com média + desvio-padrao.
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Os componentes quimicos identificados corroboram os encontrados na
literatura sobre a planta (Aquino et al., 1989; Keplinger et al., 1999; Bors et al.,
2012). Estes achados sao importantes para a autenticidade e qualidade do extrato
usado no estudo, uma vez que ha grande variacdo na quantidade dos compostos
ativos das plantas e os efeitos dos fitoterdpicos sdo decorrentes dos seus

metabolitos secundarios isolados ou a sua acéo sinérgica (Simdes et al., 2010).
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Figura 2. Efeito da suplementacdo da unha de gato na racédo sobre o peso final nas tilapias (trés
semanas). Os resultados estdo expressos com a média + erro-padrdo (N=18).Letras diferentes
significam diferencas significativa nos tratamentos.

Na avaliacdo do desempenho zootécnico, observou-se que o efeito da
suplementacdo da unha de gato melhorou o peso dos animais apés trés semanas
de fornecimento, sendo que nas primeiras duas semanas ndo se obteve diferenca

entre os tratamentos (P<0,05), o que pode ser observado na Figura 2 e Tabela 3.

Tabela 3- Efeito da suplementacao do extrato alcodlico de unha de gato na ragao
sobre o peso final das tilapias

1 semana 2 semanas 3 semanas
Controle - 4105 + 367 a 4982 + 251 a 61,78 £+ 1,02 A
Controle + 39,11 + 1,89 a 46,30 + 290 a 5202 + 134 B
Tto 150 mg/Kg 4193 + 2,14 a 5187 + 304 a 6423 + 244 A

* Médias (n=18) seguidas de pelo menos por uma letra em comum néo diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05).

% As letras comparam na coluna os diferentes tratamentos.
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Tabela 4- Valores médios e respectivos erros-padrdo dos parametros zootécnicos
apos trés semanas de suplementacdo com unha de gato

Controle - Controle + Tto 150
Peso final (g) 61,78 + 1,02 a 52,02 + 1,34 b 64,23 + 2,44 a
Biomassa Final (g) 1112,04 +38,3 a 936,36 + 451 b 1156,14 +49,4 a
Sobrevivéncia (%) 100,00 a 100,00 a 100,00 a
Peso inicial (g) 34,76 + 3,30 a 32,65 + 3,51 a 34,07 £ 3,21 a
Ganho de peso (Q) 27,02 £+ 228 a 19,37 + 217 b 30,16 + 0,77 a
Ganho de peso diario(g) 1,29 + 0,11 a 0,92 £+ 0,10 b 1,44 + 0,04 a
Conversao alimentar 1,85 a 2,58 b 1,66 a

'Médias (n=18) na mesma linha, seguidas por letras diferentes diferem entre si (P>0,05) pelo teste
de Tukey.

Neste estudo, foi observado o incremento de diferentes parametros do
desempenho zootécnico (ganho de peso, ganho de peso diario e conversao
alimentar aparente) nos animais suplementados com unha de gato apos 21 dias
(tabela 4), sendo a primeira vez que se reporta aumento nestes parametros com o
uso desta planta em peixes.

A unha de gato foi testada in vivo em humanos (Kepingler et al., 1999), bois
(Bednarek et al. 2002) e roedores (Cisneros et al.; 2005; Eberlin et al., 2005;
Nogueira et al., 2010), sendo que o0s parametros zootécnicos nao foram
considerados ou o tempo de fornecimento foi muito curto para observar a
influéncia da planta sobre o desempenho nestes animais. No entanto, nestes
trabalhos foram relatados aumento em alguns parametros com consequente
melhora na homeostasia, 0 que pode justificar o aumento do desempenho
zootécnico das tilapias apos trés semanas.

O incremento do desempenho zootécnico em peixes com uso de extrato de

diversas plantas ja foi relatado em outros estudos, como o extrato de poli-ervas
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“ImmunoPlus” em Labeo rohita suplementados durante 10; 30 e 45 dias, com
incremento no peso final em todos os tempos avaliados (Kumari et al., 2007).

A contagem de células (hemacias e leucdcitos) no sangue periférico
(terceira semana) estad expressa nas Figuras 3 e 4, revelando que ndo houve

diferenca entre os tratamentos.
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Figura 3. N° de hemécias em sangue de tilapias alimentadas com ragéo suplementada com extrato
de unha de gato durante trés semanas. Os resultados estdo expressos com a média + erro-padréo
(N=6), letras iguais significa que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 4. N° de leucécitos em sangue de tildpias alimentadas com racdo suplementada com
extrato de unha de gato durante trés semanas. Os resultados estdo expressos com a média +
erro-padréo (N=6), letras diferentes significam diferengas significativa entre os tratamentos.

O numero de leucécitos apresentou diferengca na primeira semana, entre o

grupo controle negativo e os grupos controle positivo e Tto 150 mg/Kg. Na
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segunda semana verificou-se diferenca (P<0,05) entre os trés grupos, com o
grupo suplementado com 150 mg/Kg do extrato apresentando maiores valores em
relacdo aos outros grupos (Tabela 5). Ainda na analise da mesma tabela na
terceira semana, 0 grupo controle positivo foi significativamente maior que o0 grupo
controle negativo e este, foi maior (P<0,05) que o grupo Tto 150 mg/Kg.

Tabela 5- Valores médios' e respectivos erros-padrdo andlise do nimero de
leucécitos em sangue (x10°/uL)

Tratamento Semana

1 2 3
Controle + 284,27 + 354 Aab 250,31 * 12,38 Ba 305,39 + 17,42 Ab
Controle - 121,33 + 31,87 Ba 112,45 + 28,01 Ca 136,12 + 3562 Ba
150 mg/Kg 292,75 =+ 39,3 Aa 385,07 + 423 Ab 759 + 391 CC

1 JORT . ~ .

~ Médias (N=6) seguidas de pelo menos por uma letra em comum né&o diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).

* Letras mailisculas comparam nha coluna os diferentes tratamentos dentro de cada tempo de avaliacao,
enquanto as letras mindsculas comparam na linha o nimero de leucécitos em sangue periférico entre cada
tratamento.

Foram encontrados resultados varidveis no numero de leucécitos em
sangue, na primeira semana ndo houve influencia do tratamento nos resultados
devido provavelmente ao pouco tempo de suplementacdo com a planta, estes
achados sdo compativeis com os encontrados por Eberlin et al. (2005) em ratos
suplementados, durante uma semana, via oral.

Ja na segunda semana observou-se incremento no numero de leucécitos
em sangue no tratamento 150 mg/Kg o que corrobora os achados de Sheng et al.
(2000b), que apdés administrar em solucdo contendo U.tomentosa em
camundongos observaram reversdo de leucopenia induzida com doxorrubicina.
Akesson et al. (2003) observaram que camundongos suplementados com solu¢éo

comercial de unha de gato apresentaram maior numero de leucécitos circulantes.

43



Na terceira semana observou-se uma grande diminuicdo no namero de
leucdcitos em sangue periférica no grupo suplementado com 150 mg/Kg, devido
provavelmente ao esgotamento da mobilizagcdo do pool marginal e/ou a migracao
dos leucdcitos circulantes para o focoinflamatério, resultados que se assemelham
aos achados por Pilarski et al. (2010), em camundongos, ap6s 21 dias de
suplementagdo com 0 mesmo extrato.

No caso do hematécrito, ndo houve diferenca entre os tratamentos em

nenhum dos tempos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6- Valores médios e respectivos erros-padrao do hemataocrito (%)

semana 1 semana 2 semana 3
Controle - 36,00 + 1,16 2969 + 261 42,00 + 1,73
Controle + 2900 + 145 3220 + 159 38,80 = 1,59
Tto 150 mg/Kg 31,33 + 2,14 31,13 + 3,61 39,60 + 1,27

Como observado nas Tabelas supracitadas, o numero de hemacias e do
hematoécrito ndo deferiu entre os tratamentos (P<0,05), resultado relatado
previamente em ratos suplementados com o extrato apds 21 dias (Pilarski et al.,
2010). Bednarek et al. (2004) também observaram a nao influéncia da
suplementacdo com o extrato nno nimero de eritrocitos em bezerros.

A contagem de células totais no exsudato inflamatério das tilpias
desafiadas com a bactéria (controle positivo e Tto 150 mg/Kg) revelou aumento
significativo no numero de células em relacdo ao grupo controle negativo (P<0,05)

na terceira semana (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do extrato alcodlico de unha de gato na racéo sobre a contagem e células totais (3
semanas). Os resultados estdo expressos com a média * erro-padrdo (N=6),letras diferentes
significam diferencas significativa entre os tratamentos.

Os resultados do exsudato inflamatério mostraram que apesar do
tratamento 150 mg/Kg ser maior que o controle positivo em todos os tempos
avaliados, ndo houve diferenca significativa, o que pode ser explicado devido ao
curto tempo de suplementacédo (1; 2 e 3 semanas), ao curto tempo de avaliacéo
apo6s desafio (24 horas) ou a grande diferenca entre as respostas imunes dos
individuos, o que provoca um grande desvio padrdo e como consequéncia a néao
diferenca entre eles.

Os resultados deste trabalho mostram a primeira evidéncia do efeito desta
planta sobre o desempenho zootécnico em animais, particularmente em peixes.
Por outro lado a influéncia da unha de gato sobre os leucdcitos mostra
discrepancias com alguns trabalhos achados na literatura o que pode ser devido a

guantidade e disponibilidade dos compostos quimicos da planta na racédo e ao fato
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do estudo ser realizado com uma espécie ndo mamifera. Entretanto, € necessario
maiores estudos para elucidar os mecanismos de ac&o em peixes.

Conclui-se que o uso de 150 mg/Kg de Uncaria tomentosa na racdo de
tilapia nilética durante 21 dias incrementa o desempenho zootécnico e mantém
alta a quantidade de leucdcitos no local da inflamacao. Adicionalmente, foi
constatado que o uso desta planta via oral, na concentracéo testada, é seguro em
peixes, ndo mostrando em nenhum dos casos mortalidade ou sinais clinicos de
intoxicagdo, o qual abre a possibilidade do uso em aplicagdes clinicas, sendo

necessario maiores estudos para elucidar os mecanismos de acdo em peixes.
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RESUMO
A unha de gato, Uncaria tomentosa, € uma planta oriunda da Amazoénia com

propriedades imunoestimulantes. Para avaliar o efeito da unha de gato sobre o
crescimento e atividade imune, foram distribuidas aleatoriamente 450 tilapias (81,3
+ 4,5g), em 18 tanques (1500 litros). Os peixes foram alimentados durante trés
semanas com dietas contendo extrato de unha de gato: 0; 75; 150; 300 e 450
mg/kg da racdo, com trés repeticdes. ApOs as trés semanas, 0s peixes foram
desafiados com Streptococcus agalactiae inativado e nos tempos de 6; 24 e 48
horas apos desafio (HPD) foram tomadas as amostras. Verificou-se aumento no
nuamero de leucdcitos, dependente de dose, as 6 HPD em sangue e um grande
incremento as 24 HPD de leucdcitos no local da inflamacédo. No baco, os centros
melanomacrofagos foram maiores em tamanho e ndmero nos grupos
suplementados. Observou-se incremento da expressao de IgM no bago 24 HPD
nos grupos 300 e 450 mg/Kg. N&o houve alteragdes histopatologicas em

branquias, intestino, baco e figado. Verificou-se aumento no ganho de peso e

52



conversdo alimentar, que pode ser explicado parcialmente pelo incremento no
tamanho dos vilos intestinais. Finalmente, os resultados séo a primeira evidéncia
do efeito da U. tomentosa no ganho de peso e ativacdo do sistema imune inato e
especifico. Adicionalmente, os resultados histopatolégicos sugerem que a planta
pode-se ser usada oralmente em peixes sem efeitos colaterais indesejaveis.

Palavras-chave: Desempenho zootécnico, atividade imune, hematologia,

teledsteos

ABSTRACT
Uncaria tomentosa (cat's claw), is a plant originated from Amazon rainforest with

immunostimulant properties. To evaluate the effect of this plant on immune activity
and growth performance of Nile tilapia, we used 450 fish (81,3 + 4,5g) randomly
distributed at 25 fish per 1500-L tank and fed a diet containing 0.0, 75, 150, 300
and 450 mg “ufia de gato”/kg diet for 3 weeks. It was used three replicates per
treatment and control groups. After the 3-week experimental period, fish of each
treatment were challenged by inactivated Streptococcus agalactiae. Samples were
taken at 6, 24 and 48 hours after the inflammatory stimulus. We found a dose-
dependent increase in blood leukocytes after 6 hours post-inoculation and a large
dose-dependent increased of leukocytes at site of inflammation at 24 hours post-
inoculation. Further, splenic melano-macrophage centers were significant higher in
size and number in treated groups. Furthermore, a significant increase of IgM
expression in spleen was detected at 24 hours post-bacterial challenge in
supplemented fish with 300 and 450 mg U. tomentosa/Kg diet. There were no
histopathological changes in any treatment in gills, intestine, spleen and liver, even
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there was no expression of INOX in liver, confirming the absence of injury in this
organ. We found an unexpected increase of weight gain and feed conversion that
would be explained, partially, due to increase of intestinal villus size. Finally, the
reported results provide the first evidence that Uncaria tomentosa added to Nile
tilapia diet, particularly 300 mg/kg feed for 3 weeks, activates non-specific
immunity, growth as well as specific immune response. Additionally,
histopathological results suggest that the plant could be used orally without
undesirable side effects.

Keywords: Growth performance, immune activity, hematology, teleosts.

INTRODUCAO
Os imunoestimulantes sdo substancias que podem incrementar as

respostas inespecificas de defesa dos animais (Vainikka et al., 2005). Dentre os
compostos com caracteristicas imunoestimulantes destacam-se: fatores
nutricionais como as Vvitaminas, substancias derivadas de bactérias,
polissacarideos, extratos de plantas e animais, além das substancias quimicas
sintéticas (Moraes e Moraes, 2009; Claudiano et al., 2009; Reque et al., 2010;
Belo et al., 2012).

A Uncaria tomentosa € uma planta amazonica e pertence a familia
Rubiaceae (Andersson & Persson, 1991), popularmente conhecida como “unha de
gato”. Comumente usada como planta medicinal pelos incas, tribos amazoénicas e
até hoje no tratamento de diversas moléstias (Obregon, 1995; Muhammad et al.,
2001). Sao reconhecidos principios ativos desta planta, como alcaldides

oxinddlicos, encontrados em todas as partes da planta, tendo a maioria destas
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atividades imunoestimulante. Outros grupos encontrados sdo os derivados do
acido quinovico e polifendes de baixo peso molecular com acdes antiinflamatérias
e antioxidantes (Kepingler et al., 1999; Amaral et al., 2009; Pavei et al. 2010).

Experimentos in vivo demostraram que o extrato da planta produz aumento
de leucécitos no sangue em ratos (Sheng et al., 2000a) e de linfocitos esplénicos
CD4+, CD8+ e células B em camundongos (Akkeson et al., 2005). A leucopenia
induzida por doxorrubicina em ratos foi revertida ap6s a administracdo da Uncaria
tomentosa (Sheng et al., 2000b).

Eberlin et al. (2005) demostraram que o extrato de Uncaria tomentosa
protege os ratos de uma dose letal de Listeria monocytogenes, com elevacéo da
taxa de sobrevivéncia superior a 35%, devido ao aumento do nimero de células
progenitoras de granuldcitos-macréfagos na medula 6ssea. Estudos in vitro
demonstraram as propriedades antibacterianas da U. tomentosa frente a Bacillus
sp., Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Kloucek et
al., 2005).

Apesar de existirem alguns estudos sobre as qualidades imunoestimulantes
do extrato de Uncaria tomentosa, ndo se conhecem os efeitos na aquicultura,
sobretudo na resisténcia dos peixes as doencas mais comuns. Assim, 0 presente
trabalho objetivou avaliar o efeito da suplementacdo dietética do extrato de
Uncaria tomentosa em tilapias do Nilo desafiadas experimentalmente com

Streptococcus agalactiae sobre a eficiéncia produtiva e a resposta imune inata.
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MATERIAL E METODOS:
Animais e modelos experimentais

Foram utilizados 450 tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (81,3 £+ 4,5 g;
13,5 + 1,5 cm), acondicionados (n=25) em 18 tanques (1500 L), &gua de nascente,
vazdo de 6 L/min, alimentadas trés vezes ao dia, com racdo formulada para a
espécie (Furuya, 2010) (Tabela 1). A qualidade da agua permaneceu na faixa
adequada ao conforto dos peixes (OD= 6,8 + 0,9 mg/L; T°= 25,47 = 2,1 °C; pH=
7,4 + 0,8 e condutividade elétrica = 128,96 + 19,6 uS/cm), e foi monitorada com
uma sonda multiparametros

Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia durante trés semanas com
racao formulada para atender as exigéncias da tilapia do Nilo (Tabela 1), conforme
Furuya (2010). Para a avaliacdo das doses crescentes do extrato da planta na
racdo, foram utilizadas doses menores e maiores daquelas empregadas por
Eberlin et al. (2005) em ratos (150 mg/Kg), 0; 75; 150; 300 e 450 mg/kg da racao
(Tabela 2). Cada tratamento foi constituido de trés repeticdes (tanques de 1500L)

contendo cada um, 25 peixes.
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Tabela 1 - Ingredientes e composi¢cdo das dietas experimentais

Ingredientes % Controle 75 mg/Kg 150 mg/Kg 300 mg/Kg 450 mg/Kg
Farelo de Soja 37,42 37,42 37,42 37,42 37,42
Milho 21,88 21,88 21,88 21,88 21,88
Glaten 12,43 12,43 12,43 12,43 12,43
Farelo de trigo 7,12 7,12 7,12 7,12 7,12
Amido 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Casca de arroz 3,72 3,71 3,71 3,69 3,68
Farinha de peixe 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 1,47 1,47 1,47 1,47 1,47
Min-peixes 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Vit-peixes 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
L-treonina 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23
DI-metionina 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
BHT 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Unha-de-gato 0,00 0,0075 0,0150 0,0300 0,0450
L-triptofano 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicgéo calculada

Composi¢éo quimica % de incluséo

Matéria seca 89,63

Proteina bruta 30,14

Proteina digestivel 275

Energia bruta (kcal/kg) 4100

Fibra bruta 4,81

Material mineral 3,98

1Nos niveis 0,0; 0,0075; 0,0150; 0,0300 e 0,0450% as diferencas foram preenchidas com elemento inerte.
2 Suplemento vitaminico mineral Rovimix peixe: vit. A: 5000.000 UlI; vit. D3: 200.000 UI; vit. E: 5.000 Ul; vit. K3: 1000 mg;
vit. B1: 1500 mg; vit. B2: 1500 mg; vit. B6: 1500 mg; vit. B12: 4000 mg; vit. C: 15000 mg; acido fdlico: 500 mg; acido
pentoténico: 4000 mg; B.H.T.: 12,25 g; biotina: 50 mg; inositol: 1000 mg; nicotinamida: 7000mg; colina: 40 g; cobalto: 10
mg; cobre: 500 mg; ferro: 5000 mg; iodo 50 mg; manganés: 1500 mg; selénio: 10 mg; zinco: 5000 mg; veiculo g. s. q. :
1000 mg.

BHT: Butil-hidroxi-tolueno

Controle positivo — injetado de Streptococcus agalactiae inativada + racéo
comercial sem extrato da planta — controle positivo;

Controle negativo — injetado de 0,5 ml de solucédo de NaCl esterilizada a 0,65% +
racdo comercial sem extrato da planta - controle negativo;

75 mg/Kg — injetado de Streptococcus agalactiae inativada + racdo com 75 mg/Kg
de unha de gato;

150 mg/Kg - injetado de Streptococcus agalactiae inativada + racdo com 150
mg/Kg de unha de gato;

57



300 mg/Kg — injetado de Streptococcus agalactiae inativada + racdo com 300
mg/Kg de unha de gato;
450 mg/Kg — injetado de Streptococcus agalactiae inativada + ragdo com 450
mg/Kg de unha de gato.

Tabela 2: Delineamento do experimento

Grupos Horas de sacrificio pos-estimulo
(nGmero de peixes) 6 24 48 Total
Controle positive N=7 N=7 N=7 N=21
Controle negative N=7 N=7 N=7 N=21
75 mg/Kg extrato +S. agalactiae N=7 N=7 N=7 N=21
150 mg/Kg extrato +S. agalactiae N=7 N=7 N=7 N=21
300 mg/Kg extrato +S. agalactiae N=7 N=7 N=7 N=21

450 mg/Kg extrato +S. agalactiae N=7 N=7 N=7 N=21

Obtencdo da bactéria e determinacao da CL50

Amostras de S. agalactiae foram isoladas de tilapias naturalmente
infectadas apresentando sinais clinicos compativeis com a doenca e identificacdo
segundo Salvador et al. (2005). Realizou-se o0 sequenciamento do gene 16S
rDNA, no Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Genbdmica Crebio da
UNESP/FCAYV, adaptado segundo Sebastido et al. (2010), confirmando a cepa de
S. agalactiae. A determinacdo dose letal (DL50) seguiu-se recomendacdes de

Salvador et al. (2012), com CL50 determinada em 108 UFC/mL.

Material vegetal e extragéo
Utilizou-se o extrato de casca U. tomentosa proveniente do Peru (Casa
Massaro®, lote 0442). Este foi moido, secado ao ar e armazenado em sacos de

plastico. Na analise cromatografica do extrato foi feita uma solucédo hidroetandlica
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a 95% por 5 dias, propor¢cdo droga:solvente (1:100, m/v). Para preparacdo da
solucdo-mae que foi adicionada na racao, preparou-se uma solucéo hidroetandlica
a 95% durante 5 dias (10mg/ml). Em seguida, a solugao-maée foi filtrada (0,14 mm
de porosidade Qualy ®). A tabela 1 expressa a composicao percentual e quimico-
bromatolégica da racao basal (30,1% de proteina bruta e 4100 kcal energia bruta).
Apbs a extrusdo da racdo foi incorporado o extrato etilico da U. tomentosa (150
mg de extrato por kg de racédo). Em seguida, a racao foi submetida a secagem em

temperatura ambiente e armazenada para utilizacdo no ensaio.

CLAE-PDA dos alcaldides oxindoles, derivados do acido quindévico e

polifenois de baixo peso molecular no material vegetal

O método por cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE-PDA) foi
utilizado nas analises qualificativas e quantitativas do extrato aquoso do caule de
U. tomentosa. Para determina os alcaldides oxindoles foi empregando o método
previamente validado por Kaiser et al., 2013. Utilizou-se uma coluna Gemini-NX
RP-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna
RP-18. A fase movel consistiu num tampao de acetato de aménio 10 mM (pH 7,0)
(A) e acetonitrilo (B) em um programa de gradiente linear, a deteccao efetuada a
245 nm; utilizou-se o mitraphyllina (Phytolab, lote 2946, Alemanha) como padrao
externo.

Na determinagdo dos derivados do &cido quinovico utilizou-se coluna
Sinergy Fusédo RP-18 (150 x 3,9 mm id, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por

uma precoluna RP-18. A fase mével foi constituida por acido formico a 0,01% (v/v)
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(A) e acetonitrilo (B): acido formico 0,01% (90:10, v/v) num programa de gradiente
linear, deteccdo a 245 nm; utilizado a a-hederin (Extrasynthese, lote 08040314,

Franca) como padréo externo (Pavei et al., 2012).

Os polifendis de baixo peso molecular, foram analisados em aparelho para
CLAE-PDA (Proeminence-Shimadzu, Toéquio, Japdo), segundo o0 método
anteriormente validado por Pavei et al., 2010. Foi utilizada uma coluna Gemini RP-
18 (250 x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA), protegida por uma precoluna RP-
18. A fase movel consistiu em 0,1% v/v de acido trifluoroacético (A) e metanol:
TFA (99,9:0,1, v/v) (B) em um programa de gradiente linear, detec¢cao efetuada a
325 nm; utilizaram o acido clorogénico (Fluka, lote 455159/1, Suic¢a), acido caféico
(Extrasynthése, lote 0381024, Franca) e rotina (Sigma, lote 128K1177, EUA) como

padrdes externos.

Avaliacdo do crescimento
No inicio e ao final de cada periodo experimental foram realizadas as
pesagens dos peixes, foram calculados os seguintes parametros:
o Ganho de peso dos peixes (GP):
GP (g)= Peso médio final - Peso médio inicial
o Ganho de peso diario dos peixes (GDP):
GPD (g)= GP/ numero de dias do experimento
o Conversao alimentar aparente (CA):
CA: Alimento consumido (g) / ganho de peso(g)
o Biomassa final (BF):

BF (g)= Peso médio final (g) x NUmero de peixes analisados
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Inducédo da Aerocistite por Streptococcus agalactiae inativado

Apb6s os periodos de suplementagdo, os animais foram anestesiados com
benzocaina (1g/10L) para a aplicacdo do estimulo lesivo na bexiga natatéria
anterior. Os animais foram novamente agrupados em delineamento inteiramente
casualizado, em dois grupos para a inducdo da inflamagcdo, onde, um grupo
recebeu 0,5 mL de solucdo de cloreto de sodio esterilizada a 0,65% (grupo
controle negativo) e 0s outros grupos receberam o mesmo volume dessa soluc¢ao,
contendo 3 x 10® UFC de S. agalactiae, inativada pelo calor (banho-maria a 40° C,
por 30 minutos). Ap6s a inducdo do processo inflamatério, os animais foram

banhados em solugéo de cloreto de sodio.

Efeito da aerocistite

Apbés os periodos de suplementacdo os animais foram desafiados,
conforme descrito acima, e nos tempos pré-determinados de 6; 12 e 24 horas pos-
estimulo (HPE), os peixes foram mortos por aprofundamento do plano anestésico
em solugcdo de benzocaina (1:20 000) diluida em alcool 98° (0,1 g/mL)
(Wedemeyer, 1970). A seguir foi coletado sangue por puncéo do vaso caudal de
cada peixe, obtendo 0,5 mL de sangue com EDTA 10% para realizagcdo da
contagem de eritrdcitos e leucdcitos e determinagcdo do hematdcrito (Goldenfarb et
al.,, 1971). A partir das amostras sanguineas, as extensdes foram confeccionadas
segundo Tavares-Dias e Moraes, 2006.

Para a contagem total e diferencial das células (CC) acumuladas no foco

inflamatorio, a bexiga natatoria foi lavada com 0,5 ml de PBS, com EDTA a 0,09%
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e 0 exsudato recolhido, e utilizando-se os procedimentos descritos por Martins et

al. (2009) e coloracfes segundo Tavares-Dias e Moraes, 2007.

Analise histomorfométrica das vilosidades intestinais

Apbs de processar o material para histopatologia segundo padronizacao do
laboratorio de Ictiopatologia da UNESP/FCAV. Foram tomados 5 vilos por lamina
em diferentes campos (5 laminas por grupo) total medidas 25 em 400 vezes para
as medicOes das vilosidades intestinais. O comprimento comeg¢ando da muscular
da mucosa e terminando no epitélio de revestimento no 4pice do vilo, a medida do
largo foi realizada na metade do vilo de epitélio de revestimento até o outro epitélio

de revestimento.

Anélise imuno-histoquimica

A tecnica foi padronizada no Laboratorio de Imuno-histoquimica do
Departamento de Patologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias — UNESP.

Cortes de 5 uym de espessura de baco incluidos em parafina foram
confeccionados em laminas silanizadas seguido da desparafinizacdo em estufa a
60 °C e hidratadas em solucdes decrescentes de xilol trés vezes, durante 10
minutos cada e bateria de alcoois 100, 90, 80, e 70% e lavagem final com agua
destilada por 5 minutos. Em seguida, procedeu-se ao bloqueio da proteina
endbégena (“Protein block Dako”), lavou-se trés vezes por 5 minutos cada com
PBS (pH 7,4) e posteriormente acrescentou-se o anticorpo primario (IgM RP024

DBS) (1:250) permanecendo na camara Umida durante 2 horas a temperatura

62



ambiente (23°C). Em seguida, lavou-se trés vezes com PBS (pH 7,4) durante 5
minutos e colocou-se o anticorpo secundario (“Envision+Dual linnk System-HRP
Dako”) para incubacdo na camara umida, durante 60 minutos, em temperatura
ambiente (23°C).

Para a revelacao utilizou-se o cromégeno diaminobenzidina (1:200) (DAB,
Dako). O tempo de revelacédo foi de 2 minutos. Para parar a reacdo deixou-se as
laminas em agua destilada. Como controle positivo utilizou-se tecido de tonsila
humana. Para o controle negativo optou-se por excluir o anticorpo primario da
reagdo conservando 0S outros passos.

A contracoloragdo foi realizada com hematoxilina de Harris por 15
segundos, com posterior lavagem em agua corrente, seguida de desidratacdo em
solucbes crescentes de alcodis e xilol, montados com DePex (Gurr® céd.
361254D). As laminas foram analisadas com microscépio de luz Olympus BX51
nos aumentos de 40, 100, 200, 400 e 1000 vezes. A contagem das células
imunomarcadas foi realizada a partir da captura de cinco campos em 40 vezes
com camera Olympus DP12 (software cellSens Standard 1.5 Olympus
Corporation®) acoplada em microscépio de luz Olympus BX51 e contadas com o

software Image-Pro Plus verséo 6,3.

Andlises estatisticas
A determinagdo quantitativa das areas dos picos nos cromatogramas foi
realizada utilizando as equacgdes de regressdo do acido clorogénico (CLA), acido

cafeinico (CFA), e as curvas de calibragcéo de rotina (RUT) (Pavei et al., 2012).

63



Os calculos dos niveis de alcaloides oxinddlicos (AO), derivados do acido
quindvico (DAQ) epolifenois de baixo peso molecular (PBM) foram realizados
utilizando a equacédo: A = % h « Wb, para calcular a area de um pico (Pavei et al,
2010). O delineamento experimental foi realizado em DIC.

Os demais resultados foram submetidos a andlise de variancia e a
comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05), ao nivel de significancia de

5% (Snedecor & Cochran, 1974).

RESULTADOS
A andlise de HPLC-PDA do extrato aquoso de casca de U. tomentosa

revelou trés compostos caracteristicos desta planta, confirmando assim, a
identidade da amostra. Observou-se que os alcaléides oxindolicos (AO) foram os
mais concentrados (19.66 £ 0.01 pg/mL), seguido pelos polifenois de baixo peso
molecular (PMB) (13.25 = 0.07 ug/mL) e em menor concentracédo os derivados de

acido quindvico (DAQ) com media total de 7.46 £ 0.01 pg/mL (Figura 1).

Figura 1. Concentracdes de derivados do alcaloides oxinddlicos (AO), derivados do acido
quinovico (DAQ) e polifendis de baixo peso molecular (PMB) presentes no extrato aquoso de U.
tomentosa. Os resultados estao expressos com a média + desvio-padrao.
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Efeito da unha-de-gato sobre o desempenho zootécnico

Observou-se que o efeito da adicdo do extrato alcodlico de unha de gato
nas racdes nos niveis 150; 300; 450 mg/Kg incrementou todos os parametros do
desempenho zootécnico, apos trés semanas de fornecimento comparado com 0s

grupos controles (P<0,05) (Figura 2 e Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios (respectivos erros-padrdo) do peso final (Pf) em gramas, peso
inicial (Pi) em gramas, ganho de peso (GP) em gramas, ganho em peso médio diario
(GPD), biomassa final (Bf) em porcentagem, conversdo alimentar aparente (CAA) e
sobrevivéncia (S) de tilapias suplementadas com unha de gato durante trés semanas

Controle - Controle + Tto 75 Tto 150 Tto 300 Tto 450
Pf 113,40 + 3,37 b 112,52 + 390 b 122,30 + 5,73 ab 132,37 + 565 a 132,97 + 4,09 a 131,85 = 3,70 A
Bf 8505,00 8439,00 9172,50 9927,75 9972,75 9888,75
S 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Pi 7991 + 284 a 8002 * 317 80,80 + 430 a 8315 + 401 a 8251 + 3,03 8158 + 470

a a
GP 3349 * 053 b 3250 * 0,73 b 4150 * 143 ab 4922 * 164 a 5046 + 106 a 50,27 * 1,00
GPD 159 * 003 b 155 * 003 b 198 + 0,07 ab 2,34 £ 0,08 a 240 = 0,05 a 2,39 £ 0,01
CAA 2,12 a 2,18 a 1,71 ab 1,44 b 1,41 b 1,41

@ > > >

' Médias (n=25) na mesma linha, seguidas por letras diferentes diferem entre si (P>0,05) pelo teste de Tukey.
% As letras comparam na linha os diferentes tratamentos.
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Figura 2. Efeito do extrato alcodlico de unha de gato na ragdo sobre o peso final dos animais (3
semanas). Os resultados estdo expressos com a média + erro-padrao (N=25). Letras diferentes
significam diferencgas significativas nos tratamentos.

Efeito da unha de gato sobre a atividade imunoldgica
Contagem de células sangtuineas

A contagem de células sanguineas (hemacias e leucdcitos) ao final do
periodo experimental de trés semanas esta expressa nas Tabelas 4 e 5
respectivamente. Estes resultados revelaram que n&o houve diferenca na

guantidade de hemacias nos trés tempos avaliados.
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Tabela 4- Valores médios (respectivos erros-padrdo) do numero de eritrocitos
(x10%/uL)

6h 24h 48h
Controle - 43333 + 51,37 Aa 99,14 + 5587 Ab 350 + 42,67 Aa
Controle + 267,14 + 126,28 Ba 165,29 + 21,16 Aa 214,71 = 93,84 Aa
Tto 75 mg/Kg 235,14 + 105,81 Ba 191 + 26,51 Aa 328,28 = 63,1 Aa
Tto 150 mg/Kg 459,43 + 88,37 Aa 147,17 + 33,83 Ab 217 + 12553 Ab
Tto 300 mg/Kg 422,33 + 4509 Aa 19929 + 415 Ab 337,71 + 337,71 Aab
Tto 450 mg/Kg 373,43 + 83,61 Aba 186,17 + 60,17 Ab 25286 + 25286 Aab

* Médias (n=7) seguidas de pelo menos por uma letra em comum nao diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05).

* Letras mailsculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo,
enquanto as letras mindsculas comparam na linha o numero de eritrécitos em sangue periférico.

Diferentemente do que aconteceu com o numero de hemacias, 0s
tratamentos afetaram o numero de leucécitos. As 6 horas ap6s inoculacdo
observou-se que os tratamentos 300 e 450 mg/Kg promoveram aumento em
relacdo aos grupos controles. Ja as 24 horas observou-se uma diminuicdo nos
grupos suplementados com as maiores quantidades de unha de gato (150; 300 e
450 mg/Kg) em relacdo ao grupo controle positivo e 75 mg/Kg. As 48 horas apés
estimulo inflamatdrio observou-se estabilizacdo entre os tratamentos, sendo o
grupo controle negativo menor que todos os demais tratamentos (Figura 3 e tabela

5) (P<0,05).

Tabela 5- Valores médios (respectivos erros-padrdo) do nimero de leucdécitos
sangue (x10%/uL)

6h 24h 48h
Controle - 200,84 =+ 22,13 Ca 139,43 + 1347 Ba 1191 =+ 8,64 Ba
Controle + 239,29 + 12,83 BCa 302557 * 656 Aa 248,37 * 26,16 Aa
Tto 75 mg/Kg 2714 + 2131 ABCa 230,14 =+ 12,15 Aa 2656 =+ 7,68 Aa
Tto 150 mg/Kg 293 + 186 ABa 795 + 1592 Bb 25881 + 9,04 Aa
Tto 300 mg/Kg 3315 =+ 2589 Aa 9429 + 1921 Bb 254,33 + 2092 Aa
Tto 450 mg/Kg 342,67 + 21,28 Aa 111,71 + 209 Bb 27733 + 306 Aa

* Médias (n=7) seguidas de pelo menos por uma letra em comum n&o diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05).
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* Letras maitsculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo, enquanto
as letras mindsculas comparam na linha o nimero de leucécitos em sangue periférica.
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Figura 3: Efeito do extrato alcodlico de unha de gato na racéo sobre o nimero de leucdcitos (3
semanas). Os resultados estdo expressos com a média * erro-padrao (N=7).

Os resultados do hematocrito também ndo apresentaram diferencas entre
os tratamentos em nenhum dos tempos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6- Valores médios (respectivos erros-padrdo) e andlise de variancia
estatistica Hematocrito

6h 24h 48h
Controle - 31,17 + 1,7 3571 *= 1,76 34,71 + 1,13
Controle + 31,14 + 1,99 35 + 2,32 37,29 =+ 3,27
Tto 75 mg/Kg 30,29 =+ 2,74 3471 = 1,02 33,14 += 1,34
Tto 150 mg/Kg 33,71 = 2,73 31,14 + 1,52 3543 =+ 1,77
Tto 300 mg/Kg 3483 + 14 3586 =+ 0,83 37,57 + 0,43
Tto 450 mg/Kg 31,28 + 2,2 33,86 *+ 1,89 3414 + 11

! N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os tratamentos.
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Contagem de células totais no exsudato inflamatorio na bexiga natatéria

A contagem de células totais no exsudato inflamatério das tilpias
desafiadas mostrou que as 6 horas depois de inoculadas nédo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. 24 horas pos-inoculacdo observou-se que a
contagem nos tratamentos 150; 300 e 450 mg/Kg apresentaram maior nimero de
leucdcitos que os controles positivo e negativo. No dltimo tempo avaliado apés
desafio, observou-se que os tratamentos 150 e 300 mg/Kg foram
significativamente maiores (P<0,05) que os grupos controles (Tabela 7 e Figura 4).
Comparando os diferentes tempos avaliados apdés o desafio, observou-se que o
maior numero de leucocitos no exsudato apresentou-se 24 e 48 horas apos

inoculacao de Streptococcus agalactiae.

Tabela 7- Valores médios e respectivos erros-padrao do namero de leucécitos no
exsudato

6h 24h 48h
Controle - 187,17 + 5439 Aa 222,43 =+ 56,67 Da 281 + 105,29 Ba
Controle + 230,8 + 80,93 Aa 760,83 =+ 30465 CDa 3861 =+ 61,02 Ba
Tto 75 mg/Kg 211,6 + 49,42 Ab 1223 + 259,79 BCa 802 + 162,51 ABab
Tto 150 mg/Kg  208,8 + 4544 Ab 1856,4 + 406,45 ABa 1376,67 + 112,05 Aa
Tto 300 mg/Kg  313,8 =+ 21,65 Ab 2489,67 * 336,37 Aa 15995 =+ 18282 Aa
Tto 450 mg/Kg 304,47 + 53,57 Ab 1748,83 + 197,65 ABa 8728 + 134,49 ABab

' Médias (n=7) seguidas de pelo menos por uma letra em comum n&o diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05).

“ Letras mailsculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo,
enquanto as letras mindsculas comparam na linha o nimero de leucécitos no exsudato.
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ura 4. Efeito do extrato alcodlico de unha de gato na racdo sobre o nimero de leucécitos no
exsudato da bexiga natatoria dos animais (3 semanas). Os resultados estdo expressos com a
média * erro-padrao (N=7).
Analise histopatoldgica

Os resultados da analise histopatologica revelaram que os tratamentos nao
influenciaram as branquias, apresentando em todos os casos ligeira hiperplasia e
congestdo. No caso do figado, observou-se que alguns peixes apresentaram
ligeira esteatose, observada em todos os tratamentos e tempos de avaliagao
(Figura ).

Diferente do figado onde n&o foi encontrado necrose em nenhum dos
casos, no rim, nos tratamentos 300 e 450 mg/Kg foram encontrados focos isolados

de necrose, assim como degeneracdo dos tubulos renais e perda do espaco de

Bowman (Figura 6).
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Figura 5: Fotomicrografia de hepatopancreas de Oreochromis niloticus. Controle negativo, nédo
foram observadas alteragbes significativas no tecido além de leve esteatose em todos os
tratamentos . Estrela marca tecido pancreatico. HE. Barra 100 um.

Figura 6: Fotomicrografia de rim cefalico de Oreochromis niloticus. Tratamento 5 (300 mg/Kg de
extrato de unha de gato na ragdo), 6 horas apoés inoculacao de Streptococcus agalactiae. Observa-
se necrose (seta), degeneracédo dos tubulos renais (d), aumento do tufo glomerular com perda do
espaco de Bowman (p). HE. Barra 100 ym.
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No caso do intestino, observou-se aumento no comprimento das vilosidades
e aumento no numero de células de Goblet nos tratamentos 75 e 300 mg/Kg em

relac&o ao grupo controle positivo (Figura 7 e Tabela 8).

Figura 7: Fotomicrografia de intestino de Oreochromis niloticus. A: Controle negativo, ndo foram
observadas alteragdes significativas no tecido. B: Tratamento 5 (300 mg/Kg de extrato na ragéo), 6
horas apds inoculagdo da bacteria. Observa-se aumento do tamanho dos vilos intestinais, assim
como, aumento no ndmero de células de Globet (seta). HE. Barra 100 pm.
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Tabela 8- Valores médios (respectivos erros-padrdo) do tamanho das vilosidades
intestinais (um)

Comprimento Largura
Controle - 437,94 + 9,05 ab 124,72 + 6,15 a
Controle + 374,44 + 39,68 b 115,68 + 6,12 a
Tto 75 mg/Kg 457,84 + 20,76 a 123,63 + 7,28 a
Tto 150 mg/Kg 450,34 + 15,82 ab 102,53 + 498 A
Tto 300 mg/Kg 471,16 + 561 a 107,28  + 356 a
Tto 450 mg/Kg 401,12 + 3,91 ab 109,2 + 302 a

" Médias (n=7) na mesma linnha, seguidas por letras diferentes diferem entre si (P>0,05) pelo teste
de Tukey..

? As letras comparam na coluna os diferentes tratamentos.

No caso do bago, observou-se nos tratamentos 150; 300 e 450 mg/Kg
hemorragia intensa, substituicdo dos foliculos linfoides, assim como aumento da
capsula esplénica (Figura 8). Além disso, as 6 horas apds inoculacdo, foi
observado aumento na quantidade e tamanho dos centros melanomacrofagos do
tratamento 300 mg/Kg em relacdo ao grupo controle positivo. Transcorrido 24
horas ap0s desafio os tratamentos 150; 300 e 450 foram significativamente
maiores que 0S grupos controle positivo e negativo. J4 as 48 horas apos o
estimulo inflamatério observou-se que o tratamento 75 mg/Kg foi

significativamente maior que os demais grupos (Tabela 9 e Figura 9).
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Figura 8: Fotomicrografia de baco de Oreochromis niloticus, A: Controle negativo, ndo foram
observadas alteracBes significativas no tecido. ObservaM-se centros de melanomacréfagos. B:
Tratamento 5 (300 mg/Kg de extrato na racéo), 6 horas apés inoculagdo da bacteria. Observa-se
hemorragia intensa, substituicdo dos foliculos linfoides e aumento da capsula esplénica. HE. Barra
400 pm.
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Tabela 9- Valores médios (respectivos erros-padréo) e analise de variancia
estatistica da area dos centros melanomacréfagos(um)

6h 24h 48h

Controle - 1556,06 + 281,60 ab 1146,89 + 130,32 ¢ 1295,19 + 101,38 b
Controle + 1303,77 + 123,64 b 1237,05 + 370,49 c¢ 1101,88 + 193,86 b
Tto 75 mg/Kg 4138,34 + 1139,50 ab 1971,21 + 148,76 bc 642497 + 139220 a
Tto 150 mg/Kg 4957,59 + 966,64 ab 4297,05 + 508,50 a 2696,32 + 197,04 b
Tto 300 mg/Kg 5139,54 + 640,93 a 2668,67 + 274,87 b 2683,76 + 225,26 b
Tto 450 mg/Kg 4325,10 + 445,77 ab 3407,51 + 276,61 ab 3830,09 + 638,31 ab

! Médias (n=7) na mesma linnha, seguidas por letras diferentes diferem entre si (P>0,05) pelo teste de
Tukey.

2 As letras com param na coluna os diferentes tratamentos.

Figura 9: Fotomicrografia de baco de Oreochromis niloticus, A: Tratamento 300 mg/Kg, 24 horas,
observam-se centros de melanomacréfagos. B: DAB. Barra 100 um.
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Analise imunohistoquimica:

Para o anticorpo anti-lgM, observou-se que as 6 horas apos inoculacdo da
bacteria ndo houve diferengca significativa entre os tratamentos, diferente do
observado as 24 horas, onde o tratamento 450 mg/Kg foi o maior, seguido por os
tratamentos 75 e 300 mg/Kg, sendo estes maiores que 0S grupos controles
positivo e negativo. As 48 horas apds desafio ndo houve diferenca entre os
tratamentos (Tabela 10 e Figura 13).

Tabela 10- Valores médios (respectivos erros-padréo) de imunomarcagao positiva
de IgM em baco

6h 24h 48h
Controle - 5 + 084 Aa 7 + 138 Ca 64 =+ 087 Aa
Controle + 44 + 0,75 Aa 66 + 183 Ca 124 + 2,23 Aa
Tto 75 mg/Kg 134 + 462 Aa 19 + 25 Ba 82 + 15 Aa
Tto 150 mg/Kg 16 + 04 Aa 116 + 3,31 BCa 4 + 095 Aa
Tto 300 mg/Kg 36 + 068 Ab 206 + 412 Ba 32 + 058 Ab
Tto 450 mg/Kg 54 + 144 Ab 34 + 136 Aa 148 + 46 Ab

* Médias (n=7) na mesma linnha, seguidas por letras diferentes diferem entre si (P>0,05) pelo teste
de Tukey.

* Letras mailsculas comparam na coluna os diferentes tratamentos dentro de cada periodo,
enquanto as letras mindsculas comparam na linha a imunomarcéo positiva de IgM nos diferentes
tempos.
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Figura 10: Fotomicrografia de bago de Oreochromis niloticus, imunomarcacao positiva de anti-lgM
apos 24 horas apos desafio com Streptococus agalactiae (macrofagos). Tratamento 6 (450 mg/Kg
de extrato na racdo). DAB. Barra=10um.

DISCUSSAO:

A planta U. tomentosa tem gerado a atencdo nos cientistas de diversas
areas, devido a sua potente acdo imunoestimulante. Na aquicultura, o uso de
plantas medicinais também esta sendo explorado com consideravel interesse
devido a vantagens que apresenta frente ao uso de produtos quimicos. Neste
trabalho, se descreve por primeira vez o uso do extrato desta planta em peixes,
sendo realizados diferentes ensaios com o objetivo de avaliar seu efeito sobre o

desempenho zootécnico e atividade imune.
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Apb6s suplementacdo dietética com o extrato etilico de U. tomentosa, 0s
principios ativos encontrados corroboram os achados na literatura para a planta,
Hemingway e Phillipson, (1974) e Keplinger et al., (1999) (alcaldides oxinddlicos),
Aquino et al. (1989) (derivados do &cido quindvico) e Bors et al., (2012) (polifendis
de baixo peso molecular), os quais concordam com os achados neste trabalho,
confirmando a autenticidade e qualidade do extrato utilizado, o qual é importante
pelo grande variagdo na quantidade dos compostos ativos em derivados de
plantas.

Neste estudo, foi observado um incremento de diferentes parametros do
desempenho zootécnico nos animais suplementados, atribuindo em parte, tal fato
ao maior comprimento das vilosidades intestinais nos tratamentos, com o qual
aumentaria a superficie de absor¢céo e melhor aproveitamento dos nutrientes.

E a primeira vez que se reporta aumento nos parametros de crescimento
em peixes com o0 uso de unha de gato, uma vez que este produto tem sido testado
in vivo somente em humanos (Kepingler et al., 1999), bovinos (Bednarek et al.
2002) e roedores (Cisneros et al.; 2005; Eberlin et al., 2005; Nogueira et al., 2010),
sendo que o crescimento ndo foi considerado ou o tempo de fornecimento foi
muito curto para observar a influéncia da planta sobre esta caracteristica nestes
seres.

O incremento do desempenho zootécnico em peixes suplementados com
extrato de outras plantas como extrato de poli-ervas “ImmunoPlus” em Labeo
rohita suplementados durante 10; 30 e 45 dias, sendo que apresentou incremento

no peso final em todos os tempos avaliados (Kumari et al., 2007).

78



Os resultados do numero de hemacias e do hematdcrito mostraram que nao
houve influéncia dos tratamentos, o qual foi anteriormente relatado por Pilarski et
al. (2010) em sangue de camundongos apos suplementacdo durante 21 dias.
Bednarek et al. (2004) também observaram que os tratamentos nao influenciaram
0 numero de eritrocitos em bezerros suplementados durante 8 dias.

Sheng et al. (20009 e Akesson et al. (2003) observaram o aumento de
leucocitos em sangue periférico de camundongos suplementados com unha de
gato, resultados que concordam com os achados deste trabalho as 6 HPD, onde
foi observado um incremento com efeito dose dependente sobre o nimero de
leucdcitos sanguineos.

Diferente do que aconteceu, no exsudato da bexiga natatoria onde nao
houve influéncia dos tratamentos as 6 HPD, o qual concorda com os achados de
Eberlin et al. (2005), devido provavelmente ao curto tempo entre a estimulacédo e a
toma da amostra, ndo sendo o suficiente para observar a resposta inflamatoria.

No entanto, 24 HPD, observou-se aumento no numero de leucocitos no
foco inflamatério, inversamente proporcional ao que aconteceu em sangue, onde
nas concentragcdes mais baixas do extrato havia grande quantidade de leucécitos
e nas mais altas o numero foi menor, apresentando um efeito dose dependente
sobre os componentes celulares do exsudato. Devido provavelmente ao processo
de diapedese dos leucécitos para o foco inflamatério (Tizard, 2002; Pilarski et al.,
2010), o qual concorda com os resultados do exsudato inflamatério, onde houve
incremento do numero de leucdcitos.

As 48 HPD, o aumento de leucécitos no sangue em todos os tratamentos

inoculados com a bactéria, explica-se pelo retorno das células do exsudato, uma
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vez que, coincidiu com diminuicdo do numero de leucdcitos do exsudato no
mesmo tempo e/ou a mobilizagcdo dos compartimentos de reserva dos leucdcitos,
0 que ndo pode ser confirmado pela auséncia ndo andlise da morfologia dos
leucécitos (dados ainda ndo analisados). Estes resultados evidenciam o efeito da
unha de gato sobre a quantidade de leucécitos no sangue e no exsudato, ja que
em todos os grupos suplementados, verificou-se um efeito dose dependente e
superiores aos grupos controles.

Os mecanismos fisiolégicos da imunomodulacdo n&o sdo totalmente
elucidados. Atribui-se a melhora na resposta inflamatéria e imune a capacidade
antioxidante da planta, com melhora na homeostase dos animais e consequente
melhora na resposta dos hospedeiros corroborando com outros trabalhos
encontrados (Sandoval et al. 2002 e Sandoval-Chacon et al. 1998). Por outro lado,
Sheng et al., (2000b), atribuiram o efeito mieloestimulante & induc&o da producéo
de citocinas endbgenas, sendo demonstrado por Lemaire et al. (1999), que
reportaram a estimulacao de IL-1 e IL-6 em macro6fagos de ratos.

Estes mecanismos sdo importantes na resisténcia dos peixes aos agentes
infecciosos devido a que a IL-1 induz quimiocinas e ativa a adeséo de moléculas
promovendo o movimento e acumulagdo de neutrdéfilos no local da infeccdo (Liu et
al.,, 1992; Rogers et al., 1994). Também a IL-1, em sinergia com a IL-2, ativa
macrdéfagos via IFN-gama, o qual é essencial na resposta imune do peixe frente a
bactérias (Uthaisangsook et al., 2002).

Os centros melanomacrofagos sédo agrupamentos de macrofagos
pigmentados, presentes nos orgdos hematopoiéticos, principalmente no bago de

teledsteos superiores como a tilpia (EI-Saydah et al. 2010). Na literatura pode-se
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observar que o aumento na area dos melanomacrofagos esta relacionado com o
aumento da resposta imune devido a que entre suas funcdes estdo a destrucéo do
material exdgeno e participacdo do processamento do antigeno (Agius e Roberts,
2003).

Neste estudo, verificou-se que 6 HPD, a area dos melanomacréfagos foi
significativamente maior nos grupos tratados, em compagao com o grupo controle
positivo e apos 24 horas, o0s peixes suplementados com 150; 300 e 450 mg/Kg na
racdo também foram maiores que o grupo controle positivo. Estes resultados
concordam com os achados por De Vico et al., (2008) em dourada, na qual o
tamanho dos centros melanomacréfagos era proporcional ao grau de infestacéo.

A diferenca do dano a nivel histolégico causado pelos compostos toxicos de
algumas plantas como a Jatropha gossypiifolia foi testada em ratos (Mariz et al.
2006). Neste ensaio ndo houve influéncia dos tratamentos na analise
histopatologica nas branquias e no figado, devido provavelmente as baixas
concentracdes usadas, ao fato de estar incluida na racdo e a ampla margem de
seguranca deste produto.

O uso da unha de gato na ragdo nao so¢ influenciou a resposta imune inata,
também infuenciou a resposta adaptativa positivamente, o qual foi confirmado pelo
aumento da imunomarcacao positiva de anti-IgM observada 24 HPD. Trabalhos
anteriores tém reportado o aumento desta imunoglobulina em peixes como um
indicador de uma melhor resposta imune (Hedfords et al., 2012), devido a que a
IgM é particularmente eficaz na ativagdo do complemento, contribuindo com a
opsonizacao por ativagcdo do complemento C3b e finalmente a unido ao antigeno

(Welleck et al., 1976).
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Conclui-se que o uso de Uncaria tomentosa na racdo, principalmente
300mg/Kg, durante 21 dias, incrementa o desempenho zootécnico e a atividade
imune da tilapia nilética. Adicionalmente, foi constatado que o uso desta planta via
oral é viavel em peixes, sem constatacdo de mortalidade e achados
histopatologicos ou sinais clinicos de intoxicacdo. Este estudo fornece dados
suficientes para afirmar que o extrato desta planta funciona como um eficiente

imunoestimulante e promotor do crescimento.
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