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RESUMO

Os aditivos sintéticos, tais como, hidroxianisole butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), propil galato, tert-butil-hidroquinona (TBHQ) e &cido benzoico sdo amplamente
utilizados na industria alimenticia, bem como em dietas para animais por apresentarem
atividade antioxidantes e antimicrobiana. Alguns desses aditivos, por exemplo o acido
benzoico, também podem ser usados em racGes animal como potenciador zootécnico. No
entanto, nos Gltimos anos, a utilizacdo desses compostos sintéticos vem sendo restrita, por
possiveis efeitos carcinogénicos, havendo aumento consideravel na descoberta de compostos
naturais com atividade antioxidante e antimicrobiana para uso em alimentos ou dieta animal,
com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos. Por meio dos estudos realizados, 0s
objetivos desta pesquisa foram testar compostos bioativos de origem natural, tais como de
extrato de Baccharis dracunculifolia e seu efeito de toxicidade em larva de Zebrafish (Danio
rerio) e a associacao em diferentes niveis com 6leo vegetal da castanha do caju (Anacardium
occidentale) e 6leo essencial da folha do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sob o
desempenho produtivo, efeitos antioxidantes na racdo e no masculo de peixes Zebrafish. No
primeiro estudo foi testado o efeito toxico de diferentes concentracées de extrato hidroalcoolico
da planta Baccharis dracunculifolia a partir de dois ensaios realizados, utilizando como modelo
de analise de toxicidade, larvas de Zebrafish de oito dias p6s-fecundacdo. No primeiro ensaio
foram testadas, como tratamentos, as dilui¢fes 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1280
g/mL de H20O e observacbes em 0, 1 e 2 horas das larvas expostas ao extrato. No segundo ensaio
foram testadas, como tratamento, as dilui¢bes 1/500, 1/1000, 1/2500 e 1/5000 g/mL de H2O e
observacOes de exposicdo das larvas ao extrato em 0, 4, 8 e 12 horas. A partir do
desenvolvimento dos dois ensaios pode-se constatar que, quando as larvas foram expostas aos
extratos de B. dracunculifolia com diluigcdes de inferiores a 1/500 g/mL, foi obtido 100 % de

mortalidade logo de imediato ao contato com extrato. A exposi¢éo de larvas de Zebrafish com
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oito dias pos-fecundacdo nos diferentes niveis de diluicdo do extrato aquoso de B.
dracunculifolia, proposto no presente estudo, demonstraram efeito toxicos. No entanto, quando
testadas as diluicGes a partir de 1/2500 g/mL obteve-se baixa porcentagem de mortalidade, néo
apresentando efeitos nocivos as larvas. No segundo estudo, avaliou-se o desempenho produtivo
e os efeitos antioxidantes no musculo de peixes Zebrafish alimentados com adicéo de diferentes
niveis do extrato de Baccharis dracunculifolia, 6leo vegetal da castanha do caju e Oleo
essencial da folha do cravo-da-india na dieta. Os tratamentos foram Controle (CON), sem
adicdo de compostos naturais; Controle Positivo (CON+), com adicdo de 50 g/kg de racdo de
BHT; MIX1, adicdo de 50 g/kg de racdo de mistura com 60% de B. dracunculifolia + 39% 0leo
vegetal da castanha do caju + 1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india; M1X2, adicdo de
50 g/kg de racdo de mistura com 70% de B. dracunculifolia, 29% Gdleo vegetal da castanha do
caju, 1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india; MIX3, adicdo de 50 g / kg de ragdo de
mistura com 90% de B. dracunculifolia + 9% o0leo vegetal da castanha do caju + 1% oOleo
essencial da folha do cravo-da-india e MIX4, adi¢do de 50 g/kg de racdo de mistura com 99%
de B. dracunculifolia + 0,9% 0leo vegetal da castanha do caju + 0,1% 6leo essencial da folha
do cravo-da-india. N4o foi observado diferenca (P > 0,05) entre os tratamentos para as medidas
de pH, condutividade especifica da agua e solidos dissolvidos totais, exceto para quantidade de
oxigénio dissolvido. O peso vivo inicial e final foram alterados (P < 0,05) pela adicdo de
compostos naturais, mas o ganho médio diério foi menor para o MIX3. Para as analises de
atividades antioxidantes das ra¢des ndo houve efeito (P > 0,05) entre os tratamentos para o teste
de DPPH, mas com o método de ABTS, os tratamentos CON e CON+ apresentaram menores
(P < 0,05) atividades antioxidantes. O tratamento CON+ apresentou a melhor acdo antioxidante
no masculo do peixe para o sequestro de radical livre DPPH, seguido pelo o tratamento o0 MIX4
(57,4%) e CON (55,2%). Pelo método de sequestro de radical livre ABTS, os tratamentos
MIX2 e MIX4 apresentaram a melhor acdo antioxidante (com 63,6 e 65,5%) de sequestro de
radical livre. Em conclusdo, extratos de B. dracunculifolia, 6leo vegetal da castanha do caju e
6leo essencial da folha do cravo-da-india poderiam ser incorporados as dietas de Zebrafish para

melhorar o poder antioxidante das dietas e do musculo dos peixes.

Palavras-chave: Compostos bioativos; extratos naturais; crescimento animal



ABSTRACT

Synthetic additives such as butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT),
propyl gallate, tert-butylhydroquinone (TBHQ) and benzoic acid are widely used in the food
industry as well as in animal diets because they have antioxidant activity and antimicrobial.
Some of these additives, for example benzoic acid, can also be used in animal feeds as a
zootechnical enhancer. However, in recent years, the use of these synthetic compounds has
been restricted due to possible carcinogenic effects. There has been a considerable increase in
the discovery of natural compounds with antioxidant and antimicrobial activity for use in food
or animal diet, with the aim of replacing synthetic antioxidants. The objective of this research
was to test bioactive compounds of natural origin, such as Baccharis dracunculifolia extract
and its toxicity effect on Zebrafish larvae (Danio rerio) and the association at different levels
with the Brazilian nut oil cashew (Anacardium occidentale) and leaf clove essential oil
(Syzygium aromaticum) under productive performance, antioxidant effects on Zebrafish fish
feed and muscle. In the first study the toxic effect of different concentrations of hydroalcoholic
extract of the Baccharis dracunculifolia plant was tested from two experiments using Zebrafish
larvae of eight days post-fertilization as the toxicity analysis model. In the first assay, dilutions
1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 and 1/1280 g / mL H>O were tested as treatments, and
observations at 0, 1, 2 hours of the larvae exposed to the extract. In the second assay, the
dilutions 1/500, 1/1000, 1/2500 and 1/5000 g / mL of H20 and exposure of larvae to the extract
at 0, 04, 08 and 12 hours were tested as a treatment. From the development of the two tests it
can be seen that, when the larvae were exposed to extracts of B. dracunculifolia with dilutions
of less than 1/500 g / mL, 100% mortality was obtained immediately upon contact with extract.
The exposure of Zebrafish larvae to eight days after fertilization at the different dilution levels
of the aqueous extract of B. dracunculifolia, proposed in the present study, showed toxic

effects. However, when dilutions were tested from 1/2500 g / mL, a low percentage of mortality
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was obtained, with no harmful effects to the larvae. In the second study, the productive
performance and antioxidant effects in the Zebrafish fish muscle fed with different levels of
the extract of Baccharis dracunculifolia, cashew nut oil and leaf clove essential oil in the diet.
The treatments were Control (CON), without addition of natural compounds; Positive Control
(CON +), with addition of 50 g / kg of BHT ration; M1X1, addition of 50 g / kg mix ration with
60% B. dracunculifolia + 39% cashew nut vegetable oil + 1% clove leaf essential oil; MIX2,
addition of 50 g / kg of mixing ration with 70% of B. dracunculifolia, 29% cashew vegetable
oil, 1% clove leaf essential oil; MIX3, addition of 50 g / kg of mixing ration with 90% of B.
dracunculifolia + 9% cashew vegetable oil + 1% clove leaf essential oil and M1X4, addition of
50 g / kg of mixing ration with 99% of B. dracunculifolia + 0.9% cashew nut vegetable oil +
0.1% clove leaf essential oil. No difference (P> 0.05) was observed between the treatments for
pH, water specific conductivity and total dissolved solids, except for the amount of dissolved
oxygen. Initial and final live weight were altered (P <0.05) by the addition of natural
compounds, but the mean daily gain was lower for MIX3. No effect (P> 0.05) was observed
for the analyzes of antioxidant activities of the diets, but with the ABTS method, the CON and
CON + treatments showed lower (P <0.05) antioxidant activities. CON + treatment presented
the best antioxidant action in the fish muscle for free radical sequestration DPPH, followed by
treatment with MIX4 (57.4%) and CON (55.2%). By the ABTS free radical sequestration
method, the M1X2 and MIX4 treatments presented the best antioxidant action (with 63.6 and
65.5%) of free radical sequestration. In conclusion, extracts of B. dracunculifolia, cashew nut
vegetable oil and clove leaf essential oil could be incorporated into Zebrafish diets to improve

the antioxidant power of fish diets and muscle.

Keywords: Bioactive compounds; natural extracts; growth
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I.  INTRODUCAO

O uso de antioxidantes na alimentacdo humana e animal teve inicio no final da década
40, a partir da utilizacdo de antioxidantes fendlicos sintéticos desenvolvidos para prote¢do de
petréleo (Nieva-Echevarria et al., 2015), com a descoberta do hidroxianisole butilado (BHA)
com acdo eficaz como antioxidante em alimentos gordurosos. Anteriormente, varios ésteres
alquilicos (incluindo n-propil) de &cido gélico foram investigados e aprovados para uso na
alimentacdo em vérios paises. Em meados de 1954, teve inicio ampla utilizagdo do
hidroxitolueno butilado (BHT) nos Estados Unidos, juntamente com o0s antioxidantes
alimentares anteriormente disponiveis, como BHA e o propil galato. Em 1972, deu-se inicio a
comercializacdo do tert-butil-hidroquinona (TBHQ) como um antioxidante de qualidade na
alimentacdo (Maziero et al., 2001). Esses antioxidantes sintéticos foram e sdo amplamente
utilizados na industria alimenticia, bem como em dietas para animais (Fasseas et al., 2008).
Além da atividade antioxidante, os compostos fendlicos sintéticos (BHA, BHT, propil galato e
TBHQ) também apresentam atividade antimicrobiana. Essa atividade, aparentemente, depende
da presenca de um grupo hidroxila na molécula, da solubilidade lipidica do composto e do grau
de resisténcia estérica. Além disso, estudos apontam que o mecanismo de acdo desses
compostos sintéticos afetam a funcdo e composi¢do da membrana celular, sendo a sintese de
DNA, sintese de RNA, sintese de proteina, sintese de lipidio e a funcdo da mitoc6ndria
bacteriana (Raccach 1984; Collins & Charles 1987).

No entanto, nos ultimos anos, houve aumento consideravel na descoberta de compostos
naturais com atividade antioxidante e antimicrobiana para uso em alimentos ou em materiais
medicinais, com o0 intuito de substituicdo aos antioxidantes sintéticos, que estdo sendo

restringidos, pelos seus efeitos carcinogénicos (Ito et al., 1983; Zheng & Wang 2001).

Compostos naturais bioativos
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Um composto pode ser considerado biologicamente ativo quando exerce uma acao
especifica sobre um determinado ser vivo, seja ele animal, vegetal ou microrganismo. Muitos
compostos organicos de origem vegetal sdo considerados bioativos por apresentarem acéo
tranquilizante, analgésica, anti-inflamatoria, citotoxica, antimicrobiana, antiviral, fungicida,
inseticida, entre outras acOes (Pletsch 1998).

Os compostos bioativos tém origem a partir do metabolismo secundario de plantas e
estdo presentes nos Oleos essenciais (OEs), 6leos vegetais (OVs) e outros tipos de extratos,
podendo ser obtidos de varias partes de uma planta, incluindo folhas, flores, sementes, raizes e
cascas (Benchaar et al., 2008). Sdo compostos hidrofdbicos, com densidade inferior a da agua
e soltveis em solventes organicos (Calo et al., 2015). Os 6leos essenciais podem ser obtidos
por diferentes técnicas, como hidro destilagdo, arraste a vapor d’agua, pressao a frio e extragao
utilizando solvente organico (EIl Asbahani et al., 2015; Stratakos & Koidis 2016). Esses extratos
apresentam de 20 a 60 componentes em diferentes concentracdes, sendo caracterizados por dois
ou trés compostos em concentracbes mais elevadas. No entanto, 0 composto em maior

concentracdo determina as propriedades bioldgicas dos OEs (Bakkali et al., 2008).

Definicéo e caracterizacéo de 6leos essenciais

Os 6leos essenciais sdo metabdlitos secundarios extraidos das fracdes volateis das
plantas por destilagdo a vapor (Gershenzon & Croteau 1991; El Asbahani et al., 2015; Stratakos
& Koidis 2016). O termo "essencial™ deriva da palavra "esséncia”, o que significa cheiro ou
gosto. Este termo esta relacionado com as propriedades destas substancias pelos sabores e
odores caracteristicos das plantas (Stratakos & Koidis 2016). De acordo com a 172 Edi¢do da
Farmacopeia Europeia, os OEs sdo definidos como: “produtos odorantes, geralmente de
composicao complexa, obtidos a partir de material natural de plantas, tanto por vapor de agua,
tanto por destilacdo a seco ou por método mecanico adequado sem aquecimento. O OE é
normalmente separado da fase aquosa por métodos que ndo possibilita variagGes significativas
na sua composicao quimica”.

Os OEs sdo caracterizados por uma composi¢do muito complexa, de natureza e
atividades diferentes (Calsamiglia et al., 2007). Os compostos dos 6leos essenciais estao
caracterizados em dois principais grupos quimicos: terpendides (monoterpendides e
sesquiterpendides) e fenilpropanoides (Calsamiglia et al., 2007). Estes grupos sdo originarios

de dois diferentes precursores do metabolismo primario e sdo sintetizados por via metabdlica
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diferentes (Figura 1). Os OEs sdo sintetizados em diferentes Orgdos das plantas como
metabolitos secundarios como, por exemplo, flores (jasmim, rosa, violeta e lavanda), ervas e
brotos (cravo), folhas (timol, eucaliptos, salvia), frutos (aniz), casca (citrus), sementes (uvas,
caju), e rizomas e raizes (gengibre). Entre todas as espécies de plantas, somente 10% contém
OEs e séo chamadas plantas aromaticas (entre 17.000 espécies de plantas distribuidas em todo
o0 planeta) (Svoboda & Greenaway 2003).

Terpenoides é 0 mais numeroso e diversificado grupo de metabdlitos secundarios das
plantas (Calsamiglia et al., 2007). Na realidade, mais de 15.000 compostos diferentes estdao
descritos na literatura (Gershenzon & Croteau 1991). Estes compostos sdo caracterizados como
derivados de uma estrutura basica de cinco atomos de carbono (CsHsg), normalmente chamado
de unidade de isopreno e sdo classificados de acordo com o nimero destas unidades no seu
esqueleto. Dentre os terpenoides, os componentes mais importantes os 6leos essenciais da
maioria das plantas pertencem a familia dos monoterpenos e sesquiterpenos (Gershenzon &
Croteau 1991).

: E E CHj
Tlmol Carvacrol p-Cimeno
2. CH,
OH
P
H,C” SCH, H
Limoneno Borneol
3
CH O
hac° T2
S H
HO
Eugenol Cinamaldeido

Figura 1. Exemplo de compostos quimicos dos éleos essenciais: 1. Monoterpenos, 2. Sesquiterpenos, 3.

Fenipropandides. Adaptado de Calsamiglia et al, (2007)

Fenilpropanoides sdo 0s compostos mais raros; mas algumas plantas apresentam esses

em proporgOes significativas. O termo "fenilpropandide™ refere-se aos compostos com uma
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cadeia de trés atomos de carbono ligado ao anel aromético de seis carbonos. Os
fenilpropanoides sdo originarios, principalmente a da fenilalanina (um AA aromatico),
sintetizado via chiquimato que é funcional apenas em microrganismos e plantas (Sangwan et
al., 2001).

Atividades dos 0leos essenciais

Os OEs tém uma ampla variedade de atividades sobre a salde, incluindo efeitos
positivos sobre as doencas cardiovasculares, alguns tumores, os processos inflamatdrios, e em
geral, doencas nas quais ocorre uma proliferacdo descontrolada de radicais livres (Harborne
1999; Reddy et al., 2003; Trouillas et al., 2003). Estas propriedades dependem de sua
capacidade evitar a formagdo de radicais livres, inibirem a peroxidagdo dos lipideos nas
membranas, quelatar os metais e estimular a atividade antioxidante das enzimas (Gutiérrez et
al., 2003; Lee et al., 2003). Contudo, as atividades mais importantes destes compostos sdéo como
antissépticas e antibioticos. As propriedades antissépticas de muitas plantas sdo conhecidas
desde a antiguidade. Os chineses, por exemplo, comegaram a usar plantas medicinais em
terapias 5.000 anos atras (3.000 AC), os egipcios usavam plantas para a conservacdo de
alimentos e em cerimdnias de mumificacdo (Davidson & Naidu 2000). No entanto, a primeira
prova cientifica descrevendo suas propriedades antimicrobianas apareceu no inicio do século
20 (Hoffmann & Evans 1911). Desde entdo, muitos compostos essenciais de petroleo com fortes
atividades antimicrobianas foram estudados (Burt 2004). Terpendides e fenilpropandides
desenvolvem suas acBes contra bactérias interagindo com as membranas celulares (Griffin et
al., 1999; Davidson & Naidu 2000; Dorman & Deans 2000). Pelo menos parte desta atividade
é devido a natureza hidrofdbica dos hidrocarbonetos, o que lhes permite interagir com a
membrana das células e se acumular na bicamada lipidica das bactérias, ocupando um espaco
entre as cadeias dos acidos graxos (Ultee et al., 1999). Este interacdo provoca alteracdes na
conformacdo nas estruturas das membranas, celulares resultando em sua permeabilidade e
expansdo (Griffin et al., 1999).

Na maioria dos casos, as bactérias podem ser tolerantes estes efeitos por meio de bombas
ibnicas e ndo ocorre a morte celular, mas grandes quantidades de energia sdo desviadas para
esta fungdo e o crescimento bacteriano é retardado (Griffin et al., 1999; Ultee et al., 1999; Cox
et al., 2001).

Acéo antioxidante



124
125
126

127

128
129

130

131

132

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146

147

148

149

150

151
152
153
154

Antioxidantes sdo compostos ou sistemas que retardam a oxidacgéo inibindo a formacéo
de espécies reativas ao oxigénio (EROs) ou interrompendo a propagacao das EROs por um ou

mais mecanismos, como por exemplo:
- Espécies sequestradoras que iniciam a peroxidacao;

- Quelatando ions metalicos, que sdo incapazes de gerar espécies reativas ou decompor

perdxidos lipidicos;
- Extinguir o Oz prevenindo a formacéo de perdxidos;
- Quebrar a reacdo em cadeia auto-oxidativa;
- Reduzir concentracdes localizadas de Oa.

As EROs, responsaveis pela oxidacao, incluem radicais livres como radicais anions
superoxidos (O2), radical hidroxila (OHe) e espécies de radicais livres, como H20> e oxigénio
simples (*O2), sendo varias formas de oxigénio ativado (Giilgin et al., 2003). As EROs s&o
eletronicamente instaveis e altamente reativas pois apresentam um elétron ndo pareado na
Gltima érbita, fazendo com que as mesmas sejam capazes de reagirem com grande nimero de
moléculas que estejam préximas, gerando uma cascata de reacdes (Migliore & Coppede 2009).

A oxidac&o acontece em trés fases, a primeira fase é conhecida como Iniciagéo (1), onde
se tem a formacdo de radicais livres a partir da remoc¢do de hidrogénio de um substrato
oxidativo; a segunda fase é conhecida como Propagacdo (2), acontece a partir da reacdo do
radical livre com o oxigénio, onde tém a formacdao de produtos primarios da oxidacdo, atuantes
como propagadores da reacdo; E por fim, a terceira fase, conhecida como Terminacéo (3),
consiste na formacdo de produtos estaveis pela combinacdo de radicais, ou acontece a
interrupcdo do processo oxidativo pela presenca de moléculas antioxidantes (Shahidi &
Ambigaipalan 2015).

- Iniciacdo: RH — Re + He (1)
- Propagacdo: Re + O2 — ROOe (2
- Terminagdo: Re + Re; Re + ROO¢; ROO« + ROO* 3)

Os compostos naturais com atividade antioxidante, segundo Brewer (2011), originam-
se devido aos tecidos vegetais estar em estresse oxidativo constante (espécies reativas ao
oxigénio e pro oxidantes) gerados tanto exogenamente, pela presenca de calor e luz, quanto

endogenamente com H20. e metais de transigdo. Sendo assim, esses tecidos desenvolvem
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sistemas para controlar os radicais livres, catalisadores de oxidacéo lipidica, intermediarios de
oxidacdo e produtos de degradacdo secundaria. Esses compostos antioxidantes incluem
flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides e tocoferdis que podem inibir a oxidacéo induzida
por Fe3*/acido ascorbico, eliminar os radicais livres e agir como redutores (Zheng & Wang
2001; Brewer 2011; Embuscado 2015).

Os compostos fenolicos, classificados como antioxidantes primarios séo principalmente
radicais livres que atuam atrasando ou inibindo a etapa de iniciacdo ou interrompem a etapa de
propagacdo da oxidagdo lipidica, diminuindo assim a formacdo de produtos volateis de
decomposicéo (por exemplo, aldeidos e cetonas) que causa oxidacdo nos alimentos. O potencial
antioxidante dos compostos fenolicos esta relacionado ao numero e disposi¢cdo dos grupos
hidroxila nas moléculas de interesse. Os antioxidantes fendlicos podem doar atomos de
hidrogénio (AH) a radicais lipidicos e produzir derivados lipidicos e radicais antioxidantes (4),
sendo mais estaveis e menos prontamente disponiveis para promover a auto oxidacao. O radical
livre antioxidante pode interferir ainda mais nas reacdes de propagacdo (5 e 6) (Shahidi and
Ambigaipalan, 2015).

- R+/ RO+ ROO+ + AH — Ae+ RH/ROH/ ROOH 4)
- RO+ ROO* + A+ — ROA/ROOA (5)
-ROO- + RH — ROOH + R» (6)

Acéo antimicrobiana

Embora as propriedades antimicrobianas dos compostos naturais tenham sido estudadas
no passado, 0 mecanismo de acdo nao esta detalhado. Esses extratos naturais de plantas contém
ampla variedade de compostos bioativos com diferentes funcdes e mecanismos de acao,
podendo atuar de forma especifica de acordo com sua estrutura quimica (Burt 2004).

Uma caracteristica importante dos OEs e seus componentes, por exemplo, é a sua
hidrofobicidade, que permite a associacdo aos lipidios da membrana celular bacteriana e
mitocéndrias, acumulando-se na bicamada lipidica das bactérias. Esta interacdo pode provocar
alteragbes na conformagdo estrutural das membranas celulares, resultando em sua
permeabilidade e expansdo (Griffin et al., 1999). A desestruturacdo da membrana altera a
estabilidade das trocas de ions pela membrana da célula e provoca uma redugdo no gradiente

de troca i6bnica na membrana (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de ac¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais na célula bacteriana (Burt 2004)

Também tem sido estudado o efeito dos terpendides presentes nos extratos naturais, sob
0 consumo de oxigénio microbiano e na fosforilacdo oxidativa. A maioria dos terpendides
testados apresentaram efeitos em ambos o0s processos. Em particular, os alcoois fenélicos e nao
fenolicos apresentaram efeitos inibitérios mais fortes, seguidos por aldeidos e cetonas. Os
hidrocarbonetos monoterpenos apresentaram pouca atividade, sugerindo que o grupo OH livre
posicionado pelos &lcoois pode ser o responsavel pela atividade (Griffin et al., 1999).

No entanto, sabe-se que a carbonilacdo de terpendides aumenta sua atividade
bacteriostatica, mas nao necessariamente sua atividade bactericida (Naigre et al., 1996).
Também foi demonstrado que os terpendides tém um potencial antiséptico diferente,
dependendo de sua solubilidade na &gua. Entretanto, existem algumas anomalias com
compostos como timol, carvacrol e eugenol, bem como aldeidos aromaéticos, especialmente o
cinamaldeido, que séo de baixa solubilidade em &gua, mas altamente antiséptico (Griffin et al.,
1999).

No caso do OE de alho, muitos de seus compostos ndo estdo em toda a planta, como a
maioria dos compostos de outros OEs, s&o produzidos a partir tiossulfatos durante o tratamento
com vapor da planta (Pentz & Siegers 1996), podem ser ativos contra uma vasta gama de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos, parasitas, e virus (Reuter et al., 1996).
Varios mecanismos de acdo tém sido sugeridos para explicar a sua atividade antimicrobiana,
incluindo a inibicéo da sintese de RNA, DNA, e proteinas da célula (Feldberg et al., 1988). No
entanto, o principal mecanismo antimicrobiano parece estar relacionado a sua capacidade de

interagir com os grupos sulfidrilo (-SH) de outros compostos ativos (Reuter et al., 1996).
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Baccharis dracunculifolia

Baccharis é o maior género da familia Compositae, com mais de 500 espécies
distribuidas nos continentes norte e sul americanos (Figura 3). As espécies deste género estdo
distribuidas principalmente nas regies temperadas e tropicais quentes do Brasil, Argentina,
Colémbia, Chile e México (Abad & Bermejo 2007).

A Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), nativa do Brasil, popularmente
conhecida como “Alecrim do campo” ou “Vassourinha” (Lage et al., 2015). E uma planta
arbustiva, de crescimento perene, muito sensivel a fatores ambientais, tais como, variagdo
climatica e a interacdo com insetos e predadores, o que pode resultar em uma variacao nas rotas
biossintéticas, responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios (Sforcin 2007). No
entanto, essa espécie é a principal responsavel pela origem bioldgica da propolis verde, cujo
nome é dado devido sua coloracdo (Park et al., 2004).

Figura 3. Baccharis dracunculifolia e fonte de alimentos para abelhas

Essa espécie de planta tem sido amplamente utilizada na medicina popular na prevengéo
de disfuncGes como anemia, inflamacédo, diabetes, disturbios hepaticos e prdstata (Menezes
2005; Verdi et al., 2005). Alguns estudos tém demonstrado que a espécie Baccharis
dracunculifolia apresentam compostos, como: flavonoides (isosakuranetina, aromadendrin-4'-
éter metilico) terpenos (bacarina) e acidos fendlicos (artepelina C, &cido cafeico, acido p-
cumarico, acido feralico) (Silva Filho et al., 2004; Menezes 2005; Loots et al., 2006; Veiga et
al., 2017).

Oleo da castanha de Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), pertencente a familia Anacardiaceae,
originario do Brasil, possui como parte comestivel o pseudofruto chamado de caju e o fruto, de
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onde é extraido a castanha e o liquido da casca da castanha de caju (Figura 4), sendo este tltimo,
beneficiado e utilizado de formas variadas na industria quimica (Mazzetto et al., 2009).
Atualmente, a planta esta difundida em diversos paises, como a india, Nigéria e Vietnd. No
Brasil os principais estados produtores de caju sdo o Ceard, Piaui e o Rio Grande do Norte,
participando com mais de 90% da producdo, com uma producédo nacional prevista para 2013 de
261,748 toneladas da castanha (IBGE 2013) e ao redor de 45 mil toneladas de 6leo vegetal da
castanha de do caju (liquido da casca da castanha - LCC) (Mazzetto et al., 2009).

Figura 4. Cajueiro e frutos do caju (Anacardium occidentale)

O LCC é um liquido escuro obtido do mesocarpo da castanha e representa cerca de 25%
do peso da castanha, sendo considerado um subproduto do agronegocio do caju, de baixo valor
agregado (Mazzetto et al., 2009), podendo ser utilizado de diversas formas na industria quimica
(Calo et al., 2007), como lubrificantes e combustiveis (Das et al., 2004). O LCC é rico em
compostos fendlicos de cadeia longa e insaturada (Figura 5) (Gedam & Sampathkumaran 1986).
As concentracdes dos acidos variam em funcgdo do processo de obtengéo da castanha (Das et
al., 2004). A extracdo do LCC pode ser realizada utilizando técnicas a quente (LCC técnico) ou
a frio (LCC natural). O LCC técnico contém principalmente cardanol (67-94%), cardol (3-
18%), material polimérico (3-21%), e tracos de metilcardol (Gedam & Sampathkumaran 1986).
De modo geral, o LLC técnico é obtido com temperaturas elevadas que pode acarretar na
alteracdo da estrutura quimica dos acidos graxos pela reacdo de descarboxilacdo, originando
maiores teores do acido cardanol (Mazzetto et al., 2009). O LCC natural contém uma grande
quantidade de acido anacardico (70-80%), cardol (13-20%) e cardanol (1-9%), e ndo apresenta

material polimérico em sua composi¢do (Gedam & Sampathkumaran 1986).
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Pelo fato do modo de extracdo das castanhas no Brasil ser realizado de maneira
industrial, o processo térmico-mecanico empregado impde a obtencdo do LCC técnico como
subproduto. O cardanol em comparacdo aos derivados fenolicos similares apresenta
peculiaridades em suas caracteristicas, ndo apresentando cheiro agressivo e possuindo baixa

volatilidade, sendo este composto considerado ndo toxico (Mazzetto et al., 2009).

COOH
Cardanol Acido anacérdico Cardol

Figura 5. Estrutura quimica dos principais compostos presentes nos dleos do Anacardium occidentale. Fonte:
Mazzetto et al., (2009)

O modo de acédo dos principios ativos do dleo de caju ndo sdo totalmente esclarecidos.
Todavia, Kubo et al., (2003) evidenciaram a a¢do do acido anacardico atuando primariamente
no desencadeamento da ruptura da membrana fisica das bactérias e inibicdo da cadeia
respiratoria das bactérias. Segundo Muroi and Kubo (1993), os &cidos anacardicos possuem
atividade antimicrobiana, principalmente em bactérias Gram-positivas. De acordo com Lima et
al., (2000), os &cidos anacérdicos apresentaram atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Candida
utilis. O &cido anacardico € um componente do 6leo de caju com acdo antioxidante (Kubo et
al., 2006) e antimicrobiana (Himejima & Kubo 1991). Os &cidos anacérdico e o cardol s&o
compostos fendlicos e funcionam como um ionéforo monovalente (Nagabhushana et al., 1995).
O cardanol tem atividade tanto antiinflamatdria, como antioxidante (Amorati et al., 2001,
Trevisan et al., 2006).

Oleo essencial da folha do Cravo-da-india
A arvore de cravo-da-india é uma planta tropical perene (Figura 6). E utilizado como
fonte de obtencdo de um O6leo essencial, amplamente aplicado em medicina e cosméticos

(Jirovetz et al., 2006). O 6leo de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é um 6leo essencial



285
286
287
288
289
290
291
292

293

294
295

296

297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308

11

natural com substancia aromatizante, apresenta atividades antimicrobiana e antioxidante por
conter uma variedade de compostos bioativos, como esquiterpenos e triterpenoides (Mulla et
al., 2017). Estudos demonstraram que o 6leo essencial de cravo apresenta como composto
majoritario o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) que possui forte atividade inseticida, antioxidante
¢ antifiingica, e também apresenta f-cariofileno em sua composi¢édo (Chaieb et al., 2007; Mulla
et al.,, 2017). Esse 6leo essencial € comumente utilizado como agente aromatizante em
alimentos e produtos cosméticos e possui atividades pré-oxidante e antioxidante (Mulla et al.,
2017).

Figura 6. Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Zebrafish (Danio rerio)

O peixe Zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente no Brasil como paulistinha
(Figura 7). Este peixe Zebrafish pertence a familia Cyprinidae (Perry et al., 2010). O Zebrafish
é um animal pequeno da familia dos teledsteos de agua doce tropical. Tem o0 comprimento corpo
entre trés a quatro centimetros. E uma espécie bem conhecida por seu uso ornamental (Poon &
Brand 2013). Atualmente, este pequeno animal estd sendo muito estudado e usado pela
comunidade cientifica internacional (Howe et al., 2013). Em 1955 foi relatado, pela primeira
vez, 0 uso do Zebrafish como modelo experimental (Santos et al., 2016). Atualmente, o uso de
Zebrafish teve um crescimento exponencial na pesquisa cientifica (Santos et al., 2016). O ponto
determinante para o sucesso do Zebrafish, como modelo experimental na pesquisa cientifica de

ponta, reside nas suas caracteristicas e semelhanga com seres humanos (Howe et al., 2013).
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Além disso, o Zebrafish tem um ciclo de vida curto, rapido desenvolvimento, pequeno espaco
para seu uso, produz uma grande progénie, uso de baixo custo, higiene do local de trabalho,

entre outros.

The anatomy of zabrafish

Figura 7. Peixe Zebrafish (Danio rerio) e sua anatomia

Os embrides do Zebrafish sdo pequenos (1 a 5 mm), dependendo do estagio de
desenvolvimento e sdo transllcidos. Este fator os torna adequados para manuseio e uso (Lele
& Krone 1996; Bailey et al., 2013). No entanto, os fatores determinantes para o uso do Zebrafish
como modelo experimental s&o as respostas fisiologicas e farmacoldgicas semelhantes aos seres
humanos e outros mamiferos superiores (Perry et al., 2010; Howe et al., 2013). Estas respostas
semelhantes aos seres humanos e mamiferos superiores os tornam adequados para identificacdo
de medicamentos e produtos naturais bioativos com potencial terapéutico.

As caracteristicas bioldgicas do Zebrafish, combinado com as vantagens que oferece em
manutencéo e cuidado, torno-os como modelo ideal para pesquisas in vivo (Crawford et al.,
2008). Outra vantagem em ensaios de bio-atividade de compostos, usando embrides e larvas de
Zebrafish é que os compostos podem ser diluidos com agua néo estéril. As pequenas moléculas
sdo rapidamente absorvidas pela pele e branquias do Zebrafish. Isso permite um aumento na
"taxa de transferéncia" de centenas de moléculas por dia (Zon & Peterson 2005).

Apesar do sucesso do uso deste animal em pesquisas cientificas, uma grande questao
seria até que ponto os resultados poderiam ser extrapolados para seres humanos e mamiferos
superiores. No entanto, os testes genéticos e farmacoldgicos utilizando o Zebrafish como
modelo experimental mostraram a boa representatividade para outros organismos, incluindo os
seres humanos (Perry et al., 2010; Howe et al., 2013). Além disso, os genes identificados na
organogénese do Zebrafish tém sido consistente para validar dados de seres humanos e ratos
(Perry et al., 2010; Howe et al., 2013). Em varios trabalhos realizados, os genes do Zebrafish e
dos seres humanos, foram observados lado a lado. As notaveis semelhancas farmacoldgicas e

fisiolégicas entre os seres humanos e Zebrafish poderiam ser estendidas para os fenotipos
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modificados de doencas identificadas por meio de ensaios laboratoriais (Peterson & MacRae
2012).

O genoma mitocondrial do Zebrafish foi totalmente sequenciado em outubro de 2001
(Broughton et al., 2001). No entanto, a sequéncia completa do genoma foi divulgada em 2013
pelo Sanger Institute (UK). Ao comparar a sequéncia do genoma do Zebrafish com o genoma
humano, observou-se que alguns genes como ciclo celular, crescimento e diferenciacéo,
funcbes teciduais, oncogénese e supressor tumoral, foram preservados. Alguns estudos
mostraram que 0s 70% dos genes do Zebrafish séo similares aos genes humanos (Perry et al.,
2010; Howe et al., 2013). Desta forma, os estudos mostraram que o Zebrafish poderia ser usado
como um modelo confidvel para o rastreamento de drogas, compostos e produtos (Amatruda et
al., 2002; Crawford et al., 2008).

A utilizacdo do Zebrafish, como um modelo para pesquisa in vivo, para estudo de drogas,
novas moléculas e novos compostos foi proposto ha 58 anos (Santos et al., 2016). Estes estudos
usaram embrides e larvas Zebrafish identificacdo de moléculas sintéticas e produtos naturais
(Jones & Huffman 1957). No entanto, apenas no ano de 2000 foi descrito o primeiro "rastreio™
usando placas de pogos multiplos para estudos em medicamentos e drogas. Depois disso, varios
estudos relataram o uso da Zebrafish para realizar pesquisas especificas para a descoberta de
novos medicamentos e compostos (Rennekamp & Peterson 2015; Santos et al., 2016). Varios
compostos usados pelos seres humanos e animais como flavonoides, alcaloides e algumas
drogas foram testadas para seus efeitos teratogénicos e seu potencial efeito embriotéxicos
usando o Zebrafish como modelo experimental (Hill et al., 2005; Kari et al., 2007; Crawford et
al., 2008; Marques et al., 2011; Kirkwood et al., 2012; Peterson & MacRae 2012; Strahle et al.,
2012; Bailey et al., 2013; Blahova et al., 2013; Jomaa et al., 2014; Caro et al., 2016; Zhou et
al., 2017; Borges et al., 2018). Ainda, o Zebrafish tem sido amplamente utilizado em pesquisas
avaliando agentes antioxidantes (Kirkwood et al., 2012), determinacdo de espécies reativas de
oxigénio e demais biomarcadores de processos relacionados ao estresse oxidativo (Caro et al.,
2016). Esses estudos relatam principalmente o processo de oxidacao referente a presenca de
produtos quimicos no meio aquatico (Blahova et al., 2013; Bartoskova et al., 2014; Chen et al.,
2016). Além disso, estudos demonstraram que 0s embrides e larvas de Zebrafish sdo Uteis para
analise de toxicidade a partir de testes de sobrevivéncia e desenvolvimento (Zhao et al., 2013).

Desta forma, o Zebrafish € um modelo experimental interessante para os futuros estudos
para descoberta de novas substancias, moléculas, drogas e/ou medicamentos para o bem-estar
dos seres humanos e estudos para descoberta de novos produtos naturais em substituicdo as

moléculas usadas atualmente e combatida pelos novos modelos de producdo animal.
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I1. OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar o efeito toxicologico do extrato de Alecrim do Campo (Baccharis dracunculifolia)

em larvas de Zebrafish (Danio rerio) de oito dias de vida pos fertilizacéo.

- Avaliar os efeitos da aspersdo da associagdo dos compostos naturais em diferentes
concentragdes na dieta de peixes Zebrafish sobre o crescimento animal e efeitos antioxidantes

na racdo e nos masculos dos mesmos.
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I11. Analise de toxicidade de extrato hidro alcoodlico de Baccharis dracunculifolia
em larvas de Zebrafish (Danio rerio) como modelo

Revista: Zebrafish

RESUMO: Esse trabalho teve o objetivo de testar o efeito toxico de diferentes concentragdes
de extrato hidro alcodlico da planta Baccharis dracunculifolia, utilizando como modelo de
analise de toxicidade larvas de Zebrafish (Danio rerio) de 8 dias pos fecundacdo. No primeiro
ensaio foram testados como tratamentos as dilui¢bes 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e
1/1280 g/mL de H>O e observagcdes em 0, 1 e 2 horas das larvas expostas ao extrato. No
segundo ensaio foram testados como tratamento as dilui¢fes 1/500, 1/1000, 1/2500 e 1/5000
g/mL de H>O e observag6es de exposicdo das larvas ao extrato em 0, 4, 8 e 12 horas. A partir
do desenvolvimento dos dois ensaios pode-se constatar que, quando as larvas foram expostas
aos extratos de B. dracunculifolia com dilui¢fes inferiores a 1/500 g/mL foi obtido 100% de
mortalidade assim que imediato ao contato com extrato. A exposi¢do de larvas de Zebrafish
(Danio rerio) com oito dias pds-fecundacéo nos diferentes niveis de diluicdo do extrato aquoso
de B. dracunculifolia proposto no presente estudo, demonstraram efeito toxicos. No entanto,
quando testados as diluicbes a partir de 1/2500 g/mL obteve-se baixa porcentagem de

mortalidade, ndo apresentando efeitos nocivos as larvas.

Palavra-chave: compostos fendlicos; flavonoides; mortalidade

ABSTRACT: The objective of this work was to test the toxic effect of different concentrations
of hydro alcohol extract of the Baccharis dracunculifolia plant, using Zebrafish (Danio rerio)
larvae of 8 days post fertilization as the toxicity analysis model. In the first assay were diluted
testing 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1 / 640 and 1/1280 g/mL of H>O and observations at 0,
1 and 2 hours of the larvae exposed to the extract. In the second assay, the dilutions 1/500,
1/1000, 1/2500 and 1/5000 g / mL H20 and exposure of the larvae to the extract at 0, 4, 8 and
12 hours were tested as treatment. From the development of the two tests it can be seen that
when the larvae were exposed to extracts of B. dracunculifolia with dilutions less than 1/500 g
/ mL, 100% mortality was obtained as soon as the extract was exposed. The exposure of larvae
of Zebrafish (Danio rerio) to eight days after fertilization at the different dilution levels of the

aqueous extract of B. dracunculifolia proposed in the present study, showed toxic effects.
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However, when dilutions were tested from 1/2500 g / mL, a low percentage of mortality was

obtained, with no harmful effects to the larvae.

Keywords: phenolic compounds; flavonoids; mortality

1. Introducao

A espécie Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), popularmente conhecido como
Alecrim-do-Campo ou Vassourinha, € uma planta nativa brasileira, arbustiva e de crescimento
perene, podendo ser encontrada por toda a América do Sul, principalmente em areas com clima
temperado e tropicais®. Essa planta tem sido amplamente utilizada na medicina popular, na
prevencéo de disfuncdes como anemia, inflamac&o, diabetes, disturbios hepéticos e prostata?.
Isso porque, alguns estudos tém demonstrado que a espécie Baccharis dracunculifolia
apresenta compostos, como: flavonoides (isosakuranetina, aromadendrin-4'-éter metilico)
terpenos (bacarina) e acidos fenolicos (artepelina C, acido cafeico, acido p-cumarico, acido
feralico)®*®. E descrita como principal fonte vegetal da propolis verde, assim chamada por
causa de sua coloracgdo®. Estudos demonstraram algumas propriedades bioldgicas da propolis
verde, incluindo, citotoxicidade’, anti herpes®, antitumoral®, antioxidante®, antimicrobiano! e
atividades anti-HIV*2. Alguns autores afirmam que as atividades bioldgicas da propolis verde
brasileira sdo devido aos altos niveis de &cidos p-cumaricos prenilados, principalmente
Artepillin  C (4&cido 3,5-diprenil-p-cumaérico), que também esta presente na B.
dracunculifolial®4%,

O peixe Zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente no Brasil como Paulistinha
de agua doce pertencente a familia Ciprinidae, pode ser encontrado naturalmente no sul e
sudeste da Asia, aos redores dos rios Ganges e Brahmaputra. Apresenta pequeno porte,
chegando a aproximadamente 4 cm de comprimento e coloragdo distinta com listras claras e
escuras alternadas pelo corpo®®. Tém sido amplamente utilizados em pesquisas avaliando
agentes antioxidantes!’, determinacéo de espécies reativas de oxigénio e demais biomarcadores
de processos relacionados ao estresse oxidativo'®. Esses estudos relatam principalmente o
processo de oxidagdo referente & presenca de produtos quimicos no meio aquatico!®2%2t, Além
disso, estudos demonstraram que o0s embrides e larvas de Zebrafish sdo Uteis para analise de
toxicologia a partir de testes de sobrevivéncia e desenvolvimento??. Neste contexto, o objetivo

deste trabalho foi testar diferentes diluicdes do extrato hidro alcodlico de B. dracunculifolia, a
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fim de encontrar uma dosagem que ndo apresente toxicidade as larvas de Zebrafish (Danio

rerio) com 8 dias pos fertilizacéo.

2. Material e métodos

A anélise de toxicidade utilizando larvas de Zebrafish foi aprovada pelo comité de ética
animal da Universidade Estadual de Maringd (CEUA N° 6119170518).

2.1. Coleta da planta e extracdo dos compostos bioativos

A Baccharis dracunculifolia foi coletado na cidade de Maringa, Parand, Brasil, no més
de agosto de 2017 e levado para o Herbario da Universidade Estadual de Maringa (HUEM),
centro de ciéncias bioldgicas, para que fosse realizado o reconhecimento da espécie por um
especialista, em seguida a planta foi levada para o Laboratdrio de Alimentos e Nutricdo Animal
(LANA) do Departamento de Zootecnia pertencente & Universidade Estadual de Maringa, onde
foi realizado a secagem da planta sem raiz, em estufa de circulacdo forcada a 40° C por 72
horas até a completa secagem, e moagem em moinho faca com peneira de 1 mm de espessura.
Ap0s o processamento, a planta seca e moida foi armazenada em refrigerador em temperatura
de 4° C dentro de saco plastico envolto de papel aluminio, para proteger a planta possiveis
perdas de compostos volateis para a utilizacdo posteriormente.

A extracdo dos compostos bioativos da planta foi realizada através de extrato hidro
alcoolico, onde foi pesado em béquer com o auxilio de balanga analitica (BEL engineering,
M214Ai), 1 grama de amostra e em seguida adicionado 80 mL de etanol (99,9 % de pureza) e
20 mL de H.O destilada, homogeneizada em agitador magnético (TE-0851) por 20 segundos e
descanso por 10 minutos. Esse processo de agitacdo e descanso foi repetido por quatro vezes,
posteriormente o extrato foi filtrado e colocado em banho maria a 45° C por 24 horas para
evaporacéo total do alcool, resultando em um extrato aquoso com diluigéo de 1/20.

2.2. Reproducéo e criacéo das larvas de Zebrafish (Danio rerio)
A criacdo das larvas foi realizada no Laboratorio de Zebrafish do Nucleo de Pesquisa

PeixeGen — Manejo, melhoramento genético e genética molecular em piscicultura de agua

doce, localizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa. Os
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peixes foram mantidos em ambiente controlado, com ciclo de iluminagédo 14 -10 horas de claro-
escuro e temperatura entre 26 e 28° C, com parametros de qualidade de agua adequados
conforme recomendado para espécie. Foram utilizados seis casais adultos de Zebrafish
acondicionados em aquérios de 30 litros e mantidos separadamente até o momento do

acasalamento para obtencao das larvas.

2.3. Andlise de toxicidade

O presente estudo foi executado em dois ensaios, sendo o primeiro ensaio realizado
atraves da utilizacdo de 240 larvas com 8 dias poés fertilizacdo (dpf). Foram testados sete
tratamentos com diferentes diluicbes do extrato hidro alcodlico de B. dracunculifolia, sendo
1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1280 (g/mL de H20) e como tratamento controle foi
utilizado agua declorada, foram realizados trés tempos de observacdes de exposi¢do ao extrato
(0, 1 e 2 horas). Em microplacas de 96 pocos foi pipetado 200 pL de extrato/poco e em seguida
adicionado a larva, sendo que cada poco tinha uma larva. Imediatamente apds colocar a larva
em contato com o extrato, foi realizado observacdes de presenca de movimentos natatérios nas
microplacas, em seguida, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur a larva foi colocada em lamina
e com o auxilio de microscopio de luz (Motic BA310E) com objetiva de 10 vezes de aumento
e camara Moticam 5.0 MP acoplada, foi observado se houve alteragdes corporais, circulacdo
sanguinea e batimentos cardiacos, quando se constatava a auséncia desses movimentos a larva
era considerada morta. Foram utilizadas 30 larvas por tratamentos e o resultado obtido foi
expresso em % de mortalidade/hora de exposicao.

No segundo ensaio, foram utilizadas 180 larvas de oito dpf e testadas quatro tratamentos
com diluigdes de extratos hidro alcéolico de B. dracunculifolia (1/500, 1/1000, 1/2500 e 1/5000
g/mL de H0), em quatro tempos de observagdo (0, 4, 8 e 12 horas). O ensaio foi realizado
seguindo os mesmos procedimentos do primeiro ensaio. Sendo que foram utilizadas 36 larvas
por tratamento e o resultado obtido foi expresso em % de mortalidade sobre o tempo de
exposicdo. Os ensaios de toxicidade em larvas de Zebrafish foram realizados de acordo com a
diretriz da OCDE; N° 236: Teste de Toxicidade Aguda dos Peixes (FET) com adaptacao.

3. Resultados

No primeiro ensaio (Tabela 1), foi realizada a observagdo de movimentos natatorios nas

larvas de oito dpf, em sete diferentes dilui¢fes de extrato hidro alcodlico de B. dracunculifolia,
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onde se pode observar que as larvas expostas aos extratos em dilui¢bes de 1/20, 1/40, 1/80 e
1/160 ndo apresentaram movimentos natatorios imediatos a exposicdo. Da mesma forma, em
microscopia ndo foi constatado a presenca de circulacdo sanguinea e batimentos cardiacos.
Sendo assim, foi considerado 100% de mortalidade em zero hora de observagdo. Ao analisar
os tratamentos com dilui¢cdes de 1/320, 1/640 e 1/1280 em zero hora de exposicao obteve-se
0% de mortalidade. Entretanto, para o tratamento 1/320 em 1 hora de exposicdo obteve-se
100% de mortalidade, j& para os tratamentos 1/640 e 1/1280 obteve-se 50 e 20% de mortalidade
em 1 hora de exposi¢do e em 2 horas de exposicdo obteve-se 60 e 50% de mortalidade
respectivamente. Em contrapartida, ao realizar as observacbes no tratamento controle
observou-se 0 % de mortalidade nos trés tempos de exposi¢do, indicando que as mortalidades
obtidas no estudo estéo relacionadas de exposi¢ao do extrato de B. dracunculifolia (Figura 1).

No segundo ensaio (Tabela 2), pode-se constatar que as larvas expostas ao extrato com
diluicdes 1/500, 1/1000, 1/2500 1/5000 ndo foi observado mortalidade no tempo zero de
observacao, no entanto, observou-se um aumento na mortalidade conforme aumentava o tempo
de exposicao, sendo que em 4 horas de exposigéo ao extrato obteve-se 100,00 % de mortalidade
para o tratamento 1/500 e o tratamento 1/1000 obteve-se 100 % de mortalidade em 12 horas de
exposicdo. O tratamento 1/2500 apresentou 41,47 % de mortalidade em 12 horas de exposicao.
E o tratamento 1/5000 ndo apresentou mortalidade em até 4 horas de exposi¢do, em 8 e 12
horas de exposicdo obteve-se 11 e 25% de mortalidade respectivamente. Ao analisar o
tratamento controle, ndo foi observado mortalidade, o que indica que as mortalidades

observadas estdo relacionadas diretamente ao extrato de B. dracunculifolia (Figura 2).

4. Discussao

A partir dos resultados obtidos observou-se que a planta Braccharis dracunculifolia
apresenta acentuada toxidade quando trabalhado com extratos de diluicdo inferiores a 1/500
g/mL, corroborando com estudos que apontaram algumas espécies do género Baccharis
apresentavam acentuada toxicidade, incluindo a B. dracunculifolia®?24. Além disso, em outro
estudo, foram relatados efeitos genotoxicos e mutagénicos para a propolis verde em
camundongos?, sendo que o B. dracunculifolia é a principal matéria prima para a produco da
propolis verde. Além do mais, estudos investigando o possivel efeito genotdxicos e
mutagénicos do B. dracunculifolia em camundongos, demonstraram que o extrato aquoso da
planta aumentou o dano ao DNA, tecidos sanguineos e hepaticos e a frequéncia do micronucleo

na medula éssea?®.
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Sabe-se que os principais constituintes do B. dracunculifolia sdo flavonoides, saponinas
e acido fendlico?’. Estudos realizados por Fukuda et al. (2006)?® analisando o efeito citotdxico
de compostos isolados da Baccharis dracunculifolia demonstraram que fendis monoterpenos
e alcoois sesquiterpénicos exibiram forte efeito citotoxicologico. Podendo sugerir que 0s
efeitos nocivos encontrados nos tratamentos com maiores concentracdes de compostos da B.
dracunculifolia (dilui¢des < 1/500), esta relacionado a maiores concentracdes de flavonoides e

acidos fendlicos presente nos extratos.

5. Conclusao

A exposicdo de larvas de Zebrafish (Danio rerio) com oito dias p6s-fecundacdo nos
diferentes niveis de diluicdo do extrato aquoso de B. dracunculifolia proposto no presente
estudo, demonstraram efeito toxicos para as diluices menores que 1/500 g/mL com 100% de
mortalidade assim que os animais eram expostos. No entanto, quando testados as dilui¢bes a

partir de 1/2500 g/mL obteve-se baixa porcentagem de mortalidade.

6. Agradecimentos

Este trabalho contou com o apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - CAPES (Brasilia, Brasil). Os autores agradecem a empresa Safeeds Nutricéo

Animal, Cascavel, Parana, Brasil (Email: safeeds@safeeds.com.br) pelo financiamento e

fornecimento dos produtos utilizados nesta pesquisa, que foi possivel para desenvolver este

trabalho.

7. Referéncias bibliograficas

1. Abad, M. J. & Bermejo, P. Baccharis (Compositae): a review update. Arkivoc, 7(7), 76-96.
2007.

2. Verdi, L. G., Brighente, I. M. C. & Pizzolatti, M. G. Género Baccharis (Asteraceae):
aspectos quimicos, econdémicos e biologicos. Quimica Nova, 28(1), 85-94. 2005.

3. Loots, D. T., van der Westhuizen, F. H. & Jerling, J. Polyphenol composition and
antioxidant activity of Kei-apple (Dovyalis caffra) juice. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 54(4), 1271-1276. 2006. doi: http://dx.doi.org/0.1021/jf052697].

4. Mendez, J. Dihydrocinnamic acids in Pteridium aquilinum. Food Chemistry, 93(2), 251-
252. 2005. doi: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.09.019.

5. Silva Filho, A. A., Bueno, P. C. P., Gregorio, L. E., Silva, M. L. A., Albuquerque, S. &
Bastos, J. K. In-vitro trypanocidal activity evaluation of crude extract and isolated



mailto:safeeds@safeeds.com.br
http://dx.doi.org/0.1021/jf052697j

204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

31

compounds from Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae). Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 56(9), 1195-1199. 2004. doi: http://dx.doi.org/10.1211/0022357044067.
Park, Y. K., Paredes-Guzman, J. F., Aguiar, C. L., Alencar, S. M. & Fujiwara, F. Y.
Chemical constituents in Baccharis dracunculifolia as the main botanical origin of
southeastern Brazilian propolis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52(5), 1100-
1103. 2004. doi: http://dx.doi.org/10.1021/jf021060m.

Matsuno, T., Matsumoto, Y., Saito, M. & Morikawa, J. Isolation and characterization of
cytotoxic diterpenoid isomers from propolis. Zeitschrift fir Naturforschung C, 52(9-10),
702-704. 1997. doi: https://doi.org/10.1515/znc-1997-9-1020.

Vynograd, N., Vynograd, I. & Sosnowski, Z. A comparative multi-centre study of the
efficacy of propolis, acyclovir and placebo in the treatment of genital herpes (HSV).
Phytomedicine, 7(1), 1-6. 2000. doi: https://doi.org/10.1016/S0944-7113(00)80014-8.
Kimoto, T., Arai, S., Kohguchi, M., Aga, M., Nomura, Y., Micallef, M. J., et al. Apoptosis
and suppression of tumor growth by artepillin C extracted from Brazilian propolis. Cancer
Detection and Prevention, 22(6), 506-515. 1998. doi: http://dx.doi.0g/10.1046/].1525-
1500.1998.00020.x.

Basnet, P., Matsuno, T. & Neidlein, R. Potent free radical scavenging activity of propol
isolated from Brazilian propolis. Zeitschrift fur Naturforschung, 52(11-12), 828-833. 1997.
doi: https://doi.org/10.1515/znc-1997-11-1217.

Park, Y. K., Koo, M. H., Abreu, J. A., Ikegaki, M., Cury, J. A. & Rosalen, P. L.
Antimicrobial activity of propolis on oral microorganisms. Currents Microbiological,
36(1), 24-28. 1998. doi: https://doi.org/10.1007/s002849900274.

Ito, J., Chang, F.-R., Wang, H.-K., Park, Y. K., Ikegaki, M., Kilgore, N. & Lee, K.-H. Anti-
AIDS agents. 48. Anti-HIV activity of moronic acid derivatives and the new melliferone-
related triterpenoid isolated from Brazilian propolis. Journal of Natural products, 64(10),
1278-1281. 2001. doi: http://dx.doi.org/10.1021/np010211x.

Bankova, V. Chemical diversity of propolis and the problem of standardization. Journal of
Ethnopharmacology, 100(1), 114-117. 2005.

Messerli, S. M., Ahn, M. R., Kunimasa, K., Yanagihara, M., Tatefuji, T., Hashimoto, K.,
et al. Artepillin C (ARC) in Brazilian green propolis selectively blocks oncogenic PAK1
signaling and suppresses the growth of NF tumors in mice. Phytotherapy Research, 23(3),
423-427. 2009. doi: https://doi.org/10.1002/ptr.2658.

Nguyen, B. C. Q., Taira, N., Maruta, H. & Tawata, S.. Artepillin C and other herbal PAK1-
blockers: Effects on hair cell proliferation and related PAK1-dependent biological function
in cell culture. Phytotherapy Research, 30(1), 120-127. 2016 doi:
http://dx.doi.org/10.1002/ptr.5510.

Spence, R., & Smith, C. Innate and learned colour preference in the zebrafish, Danio rerio.
Ethology, 114(6), 582-588. 2008. doi: https://doi.org/10.1111/j.1439-0310.2008.01515.x.
Kirkwood, J. S., Lebold, K. M., Miranda, C. L., Wright, C. L., Miller, G. W., Tanguay, R.
L., et al. Vitamin C deficiency activates the purine nucleotide cycle in zebrafish. Journal
of Biological Chemistry, 287(6), 3833-3841. 2012. doi:
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.316018.

Caro, M., lturria, ., Martinez-Santos, M., Pardo, M. A., Rainieri, S., Tueros, I. et al.
Zebrafish dives into food research: effectiveness assessment of bioactive compounds. Food
& Function, 7(6), 2615-2623. 2016. doi: http://dx.doi.org/10.1039/C6FO00046K.
Blahov4, J., Plhalov4, L., Hostovsky, M., Divisova, L., Dobsikova, R., Mikulikova, 1.,et al.
Oxidative stress responses in zebrafish Danio rerio after subchronic exposure to atrazine.
Food and Chemical Toxicology, 61, 82-85. 2013. doi:
https://doi.org/10.1016/j.fct.2013.02.041.



http://dx.doi.org/10.1211/0022357044067
http://dx.doi.org/10.1021/jf021060m
http://dx.doi.og/10.1046/j.1525-1500.1998.00020.x
http://dx.doi.og/10.1046/j.1525-1500.1998.00020.x
https://doi.org/10.1515/znc-1997-11-1217
http://dx.doi.org/10.1021/np010211x
http://dx.doi.org/10.1002/ptr.5510
https://doi.org/10.1111/j.1439-0310.2008.01515.x
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.316018
http://dx.doi.org/10.1039/C6FO00046K

253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
2178
279
280
281
282

283

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

32

Bartoskova, M., Dobsikova, R., Stancova, V., Pana, O., Zivna, D., Plhalova, L., et al.
Norfloxacin—toxicity for zebrafish (Danio rerio) focused on oxidative stress parameters.
BioMed Research International, 2014, 1-6. 2014. doi:
http://dx.doi.org/10.1155/2014/560235.

Chen, M., Yin, J., Liang, Y., Yuan, S., Wang, F., Song, M. et al.. Oxidative stress and
immunotoxicity induced by graphene oxide in zebrafish. Aquatic Toxicology, 174, 54-60.
2016. doi: https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2016.02.015.

Zhao, X., Wang, S., Wu, Y., You, H. & Lv, L. Acute ZnO nanoparticles exposure induces
developmental toxicity, oxidative stress and DNA damage in embryo-larval zebrafish.
Aquatic Toxicology, 136, 49-59. 2013. doi: https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.03.019.
Jarvis, B. B., Wang, S., Cox, C., Rao, M. M., Philip, V., Varaschin, M. S. et al. Brazilian
Baccharis toxins: livestock poisoning and the isolation of macrocyclic trichothecene
glucosides. Natural Toxins, 4(2), 58-71. 1996 doi:_https://doi.org/10.1002/19960402NT2.
Varaschin, M. S. & Alessi, A. C. Poisoning of mice by Baccharis coridifolia: an
experimental model. Veterinary and Human Toxicology, 45(1), 42-44. 2003.

Pereira, A. D., Andrade, S. F., Oliveira Swerts, M. S. & Maistro, E. L. First in vivo
evaluation of the mutagenic effect of Brazilian green propolis by comet assay and
micronucleus test. Food and Chemical Toxicology, 46(7), 2580-2584. 2008. doi:
https://doi.org/10.1016/j.fct.2008.04.001.

Rodrigues, C. R. F., Dias, J. H., Semedo, J. G., da Silva, J., Ferraz, A. B. F. & Picada, J. N.
Mutagenic and genotoxic effects of Baccharis dracunculifolia (DC). Journal of
Ethnopharmacology, 124(2), 321-324. 2009. doi:
https://doi.org/10.1016/j.jep.2009.04.022.

Campos, F. R., Bressan, J., Jasinski, V. C. G., Zuccolotto, T., Silva, L. E. & Cerqueira, L.
B. Baccharis (Asteraceae): Chemical constituents and biological activities. Chemistry &
Biodiversity, 13(1), 1-17. 2016. doi: http://dx.doi.org/10.1002/cbdv.201500363.

Fukuda, M., Ohkoshi, E., Makino, M., & Fujimoto, Y. (2006). Studies on the constituents
of the leaves of Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) and their cytotoxic activity.
Chemical and pharmaceutical bulletin, 54, 1465-1468.
https://doi.org/10.1248/cpb.54.1465



http://dx.doi.org/10.1155/2014/560235
http://dx.doi.org/10.1002/cbdv.201500363
https://doi.org/10.1248/cpb.54.1465

284
285
286

287

33

Tabela 1. Anélise de toxicidade de extrato de B. dracunculifolia em sete diferentes diluicdes
(1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1280 g/mL de H20) em trés tempos de observacdes

(0, 1 e 2 horas)

DiluicGes, g/mL de H.O

Mortalidade, %

0 hora 1 hora 2 horas
CON 0,00 0,00 0,00
1/20 100,00 100,00 100,00
1/40 100,00 100,00 100,00
1/80 100,00 100,00 100,00
1/160 100,00 100,00 100,00
1/320 0,00 100,00 100,00
1/640 0,00 50,00 60,00
1/1280 0,00 20,00 50,00
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Tabela 2. Analise de toxicidade de extrato de B. dracunculifolia em quatro diferentes diluices
(1/500, 1/1000, 1/2500 e 1/5000 g/mL de H20) em quatro tempos de observacdes (0, 4, 8 e 12

horas)

Mortalidade, %

DiluicGes, g/mL de H.O

0 hora 4 horas 8 horas 12 horas
CON 0,00 0,00 0,00 0,00
1/500 0,00 100,00 100,00 100,00
1/1000 0,00 19,44 75,00 100,00
1/2500 0,00 8,33 36,11 41,67
1/5000 0,00 0,00 11,11 25,00
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293 Figura 1. Fotos de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas em sete diferentes dilui¢des (1/20, 1/40, 1/80, 1/160,
294 1/320, 1/640 e 1/1280 g / mL de H,O) de extratos aquoso de Baccharis dracunculifolia e trés tempos de
295 observagao (0, 1 e 2 horas)

296 a': Animal vivo no tratamento controle em zero hora de exposicéo; a%: Animal vivo no tratamento controle em 1
297 hora de exposicdo; a® Animal vivo no tratamento controle em 2 horas de exposigdo; b': Animal morto no
298 tratamento 1/20 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicdo; c¢': Animal morto no
299 tratamento 1/40 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicdo; d*: Animal morto no
300 tratamento 1/80 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicdo; e': Animal morto no
301 tratamento 1/160 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicdo; f1: Animal morto no
302 tratamento 1/320 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicdo; g': Animal vivo no
303 tratamento 1/640 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposi¢&o; h': Animal vivo morto no
304 tratamento 1/1280 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em zero hora de exposicédo; h? Animal vivo morto no
305 tratamento 1/1280 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em 1 hora de exposicdo; h® Animal vivo vivo no

306 tratamento 1/1280 (g/mL) de extrato de B. dracunculifolia em 2 hora de exposicéo.
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Figura 2. Fotos de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas em quatro diferentes dilui¢cBes (1/500, 1/1000,
1/2500 e 1/5000 g / mL de H20) de extratos aquoso de Baccharis dracunculifolia e quatro tempos de observagdes
(0, 4,8 ¢ 12 horas)

a': Animal vivo no tratamento controle em zero hora de exposicéo; a%: Animal vivo no tratamento controle em 1
hora de exposigdo; a* Animal vivo no tratamento controle em 2 horas de exposigdo; a*; Animal vivo no
tratamento controle em 2 horas de exposicdo; b': Animal vivo no tratamento 1/500 (g/mL) de extrato de B.
dracunculifolia em zero hora de exposigdo; b% Animal morto no tratamento 1/500 (g/mL) de extrato de B.
dracunculifolia em 4 hora de exposigdo; b® Animal morto no tratamento 1/500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 8 hora de exposicdo; b* Animal morto no tratamento 1/500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 12 hora de exposi¢éo; c': Animal vivo no tratamento 1/1000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em zero hora de exposicdo; c? Animal vivo no tratamento 1/1000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 4 hora de exposicdo; ¢ Animal morto no tratamento 1/1000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 8 hora de exposicdo; c* Animal morto no tratamento 1/1000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 12 hora de exposicdo; d*: Animal vivo no tratamento 1/2500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em zero hora de exposicdo; d?: Animal vivo no tratamento 1/2500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 4 hora de exposicdo; d3 Animal vivo no tratamento 1/2500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 8 hora de exposicdo; d*: Animal vivo no tratamento 1/2500 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 12 hora de exposicdo; e': Animal vivo no tratamento 1/5000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em zero hora de exposicdo; e Animal vivo no tratamento 1/5000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 4 hora de exposicdo; e* Animal vivo no tratamento 1/5000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 8 hora de exposicdo; e*: Animal vivo no tratamento 1/5000 (g/mL) de extrato de
dracunculifolia em 12 hora de exposicéo.
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IV. Desempenho animal e atividades antioxidantes das rac6es e do muasculo de
Zebrafish (Danio rerio) alimentados com adi¢do de Baccharis dracunculifolia, 6leo
vegetal de caju (Anacardium occidentale L) e 6leo essencial de cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus L.)

Revista: Animal Feed Science and Technology

RESUMO. Este trabalho foi realizado para avaliar o desempenho produtivo e os efeitos
antioxidantes no musculo de peixes zebrafish (Danio rerio) alimentados com adicdo de
diferentes niveis do extrato de Baccharis dracunculifolia, éleo vegetal da castanha do caju e
6leo essencial da folha do Cravo-da-india na dieta. Os tratamentos foram: Controle (CON),
sem adicdo de compostos naturais; Controle Positivo (CON+), com adi¢do de 50 g/ kg de racédo
de BHT; MIX1, adi¢do de 50 g / kg de racdo de mistura com 60% de B. dracunculifolia + 39%
dleo vegetal da castanha do caju + 1% 6leo essencial da folha do Cravo-da-india; MIX2, adi¢io
de 50 g/ kg de racdo de mistura com 70% de B. dracunculifolia, 29% 6leo vegetal da castanha
do caju, 1% 6leo essencial da folha do Cravo-da-india; M1X3, adicdo de 50 g / kg de racéo de
mistura com 90% de B. dracunculifolia + 9% Oleo vegetal da castanha do caju + 1% oOleo
essencial da folha do Cravo-da-india e M1X4, adico de 50 g / kg de racéo de mistura com 99%
de B. dracunculifolia + 0,9% 06leo vegetal da castanha do caju + 0,1% 0leo essencial da folha
do Cravo-da-india. N&o foi observado diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para as medidas
de pH, condutividade especifica da agua e solidos dissolvidos totais, exceto para quantidade de
oxigénio dissolvido. O peso vivo inicial e final ndo foram alterados (P>0,05) pela adigéo de
compostos naturais, mas o ganho médio diario foi menor para o MIX4. Para as andlises de
atividades antioxidantes das ragdes, ndo houve efeito (P>0,05) entre os tratamentos para o teste
de DPPH, mas com o método de ABTS, os tratamentos CON e CON+ apresentaram menores

(P<0,05) atividades antioxidantes. O tratamento CON+ apresentou a melhor agéo antioxidante
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no musculo do peixe para o sequestro de radical livre DPPH, seguido pelo o tratamento 0 MIX4
(57,4%) e CON (55,2%). Pelo método de sequestro de radical livre ABTS, os tratamentos
MIX2 e MIX4 apresentaram a melhor agéo antioxidante (com 63,6 e 65,5%) de sequestro de
radical livre. Em conclusdo, extratos de B. dracunculifolia, 6leo vegetal da castanha do caju e
6leo essencial da folha do cravo-da-india poderiam ser incorporados as dietas de Zebrafish para
melhorar o poder antioxidante das dietas e do mdsculo dos peixes.

Palavra-chave: compostos bioativos, extratos naturais, producdo animal, radical livre

ABSTRACT. This work was carried out to evaluate the animal growing performance and the
antioxidant effects in Zebrafish fish fed with the addition of different levels of the extract of
Baccharis dracunculifolia and vegetable oils of cashew nuts and clove leaf essential oil in the
diet. The treatments were: Positive Control (CON +), with addition of 50 g of BHT/kg of ration;
MIX1, addition of 50 g of blend/kg of ration with 60% B. dracunculifolia + 39% cashew
vegetable oil + 1% clove leaf essential oil; M1X2, addition of 50 g of blend / kg of ration with
70% of B. dracunculifolia, 29% cashew vegetable oil, 1% clove leaf essential oil; MIX3,
addition of 50 g of blend / kg of ration with 90% of B. dracunculifolia + 9% cashew nut
vegetable oil + 1% clove leaf essential oil and M1X4, addition of 50 g of blend / kg of ration
with 99% of B. dracunculifolia + 0.9% cashew vegetable oil + 0.1% clove leaf essential oil.
No difference (P>0.05) was observed between the treatments for the pH, water specific
conductivity and total dissolved solids, except for the amount of dissolved oxygen. The initial
and final live weight did not change (P>0.05) by the addition of natural compounds, but the
average daily gain was lower for MIX4. No effect (P>0.05) was observed for the analyzes of
antioxidant activities of the diets, but with the ABTS method, the CON and CON + treatments
presented lower (P<0.05) antioxidant activity. CON+ treatment presented the best antioxidant

action in the fish muscle for free radical scavenging with DPPH, followed by the treatment
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MI1X4 (57.4%) and CON (55.2%). Using the ABTS free radical scavenging method, the MI1X2
and MIX4 treatments presented the best antioxidant activities (with 63.6 and 65.5%) of free
radical scavenging. In conclusion, B. dracunculifolia extracts, cashew nut vegetable oils and
clove leaf essential oil could be incorporated into Zebrafish diets to improve the antioxidant
power of fish diets and muscle.

Keywords: bioactive compounds, natural extracts, animal production, free radical

1. Introducéo

Os aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal sdo definidos como
substancias adicionadas as ragdes para desempenhar fungdes especificas, como, antioxidantes,
corantes, intensificadores de sabor, edulcorantes, emulsionantes, estabilizantes, conservantes
entre outros, podendo ser naturais, idénticos aos naturais ou sintéticos (Decreto n® 55871,
1965). Os aditivos naturais sdo substancias encontradas em alimentos, os quais sdo extraidos
com a possibilidade de serem utilizados tanto na alimentacdo humana, como em dietas para
animais. Os aditivos idénticos aos naturais sdo substancias produzidas sinteticamente; porém,
sdo iguais as substancias que ocorrem naturalmente, um exemplo é o acido benzoico, o qual é
comumente usado na alimentagdo humana como conservante alimentar e em ragdo animal
como potenciador zootécnico. Ja os aditivos sintéticos sdo produzidos em laboratérios (Nunes
etal., 2018).

Os aditivos artificiais, como, hidroxianisole butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), propil galato (PG) e tert-butil-hidroquinona (TBHQ) sdo amplamente utilizados na
industria alimenticia, bem como em dietas para animais (Fasseas et al., 2008) por apresentarem
atividade antioxidante e antimicrobiana (Collins & Charles, 1987; Raccach, 1984). Todavia,

nos ultimos anos, houve um aumento consideravel na descoberta de compostos naturais com
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atividade antioxidante e antimicrobiana para o uso na alimentacdo humana e na alimentacao
animal, com o intuito de substituicdo aos aditivos sintéticos, por estarem sofrendo uma restricao
devido a sua carcinogenicidade (Lorenzo et al., 2018; Pateiro et al., 2018).

Esses compostos naturais tem origem a partir do metabolismo secundérios de plantas e
estdo presentes em Oleos essenciais (OE), 6leos vegetais (OV) e outros tipos de extratos
utilizando solventes, podendo ser obtidos de varias partes de uma planta, incluindo folhas,
flores, sementes, raizes e cascas (Benchaar et al., 2008). Esses extratos apresentam de 20 a 60
componentes em diferentes concentragdes, sendo caracterizados por dois ou trés compostos em
concentragdes mais elevadas, sendo que o composto em maior concentragdo determina as
propriedades bioldgicas dos extratos (Bakkali et al., 2008).

O extrato hidroalcoolico de Baccharis dracunculifolia, apresenta terpenos (baccharin),
isopropenol, flavonoides (isosakuranetin, aromadendrin-4'-metil ether) e &cido fenodlico
(artepelin C, acido cafeico, &cido p-cumérico, &cido ferulico), tendo o artepelin C como o
composto principal (Campos et al., 2016; Veiga et al., 2017). O 6leo vegetal da castanha do
caju, apresenta uma mistura de acido anacardico, cardanol e vestigios de cardol e 2-metilcardol,
podendo ser considerado um subproduto dos recursos naturais sustentavel, de baixo custo e
largamente disponivel no setor do caju (Trevisan et al., 2006). O 6leo essencial da folha do
Cravo-da-india (Syzygium aromaticum) apresenta como composto majoritario o eugenol (4-
alil-2-metoxifenol) que possui forte atividade inseticida, antioxidante, antifingica e
antimicrobiana (Chaieb et al., 2007; Mulla et al., 2017). No entanto, poucos estudos com a
combinacdo destes compostos naturais e seus possiveis efeitos sob o desempenho animal sdo
encontrados.

Desta forma, o desenvolvimento deste trabalho tem como objetivo realizar a avaliagdo

do desempenho produtivo e seus possiveis efeitos antioxidantes no musculo de peixes zebrafish
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alimentados com adicdo de misturas em diferentes niveis de Baccharis dracunculifolia, OV da

castanha do caju e OE da folha do cravo-da-india na dieta.

2. Material e métodos

Este experimento foi aprovado pelo comité de ética animal da Universidade Estadual
de Maringa (CEUA), seguindo o protocolo 6119170518 e realizado no laboratdrio Peixegen da

Universidade Estadual de Maringa.

2.1. Origem dos compostos naturais

A Baccharis dracunculifolia foi coletado na regido da cidade de Maringa, Estado do
Parand, Brasil, em agosto de 2017 (final do inverno e inicio da primavera). Na sequéncia, o
material foi levado para o Laboratério de Alimentos e Nutricdo Animal, onde foi realizada a
secagem da planta inteira sem as raizes em estufa de circulacdo forcada a 40° C, evitando
perdas de compostos volateis por temperatura, por 72 horas. Em seguida foi realizado a
moagem da planta em moinho faca com peneira de 1 mm de espessura. Apds 0 processamento,
a planta seca e moida foi armazenada em saco plastico envolto por aluminio em temperatura
de 4°C, evitando exposic¢do a luz, calor e ao oxigénio, reduzindo possiveis deterioracao para o
uso posterior.

O 6leo vegetal da castanha do caju foi adquirido da empresa Safeeds Nutricdo Animal®
(Cascavel, Estado do Paran4, Brasil) e o 6leo essencial da folha do Cravo-da-india foi adquirido
da empresa Ferquima® (Vargem Grande Paulista, Estado de S&o Paulo, Brasil). Os 6leos
estavam na forma liquida e foram armazenados em temperatura de 4°C, evitando possiveis

perdas de compostos volateis, para 0 uso posterior.
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2.2. Local, animais e instalac6es

O estudo foi realizado no Laboratoério de Zebrafish do Nucleo de Pesquisa PeixeGen —
Manejo, melhoramento genético e genética molecular em piscicultura de dgua doce, localizado
no Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maring4, durante um periodo de
30 dias.

Foram utilizados 120 peixes da espécie Zebrafish com 4 meses de idade, distribuidos
aleatoriamente em 6 aquarios, sendo 20 animais por aquério, formando assim, grupos
homogéneos conforme o peso. Inicialmente, os animais foram pesados e medidos com auxilio
de uma balanca analitica e um paquimetro digital, respectivamente.

Os animais foram alojados em aquéarios com dimensdes de 37 cm de comprimento, 23
cm de largura e 28 cm de profundidade, com capacidade de 20 litros. Permaneceram em
ambiente com aeracdo constante, ciclo de iluminagdo 14-10 horas de claro-escuro e
temperatura entre 26 e 28°C, conforme recomendado para espécie. Além disso, a cada trés dias
foi realizado troca parcial (30%) de &gua dos aquérios. E a cada dois dias, foi realizada a
verificacdo da qualidade da agua dos aquarios, por meio de mensuracao do pH, condutividade
especifica (SPC, uS / cm), sélidos dissolvidos totais (TDS, mg /L), oxigénio dissolvido (O,

mg/ L), e temperatura (T, °C), utilizando um aparelho de avaliagdo multiparametros YSI.

2.3. Dietas e tratamentos

Os animais foram submetidos a um periodo de sete dias de adaptacédo, antes do inicio

do periodo experimental. A racdo foi fornecida trés vezes ao dia (9:00 am, 2:00 pm e 5:00 pm)

até a saciedade aparente, com dietas contendo a adicdo ou ndo de compostos naturais. Os
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tratamentos experimentais foram: Controle (CON), sem adicdo de compostos naturais;
Controle Positivo (CON+), com adicdo de 50 g / kg de racdo de BHT diluido em etanol, sendo
um grama de BHT para 100 mL de etanol; MIX1, com adic¢do de 50 g / kg de ra¢do do Mix 1
(60% de B. dracunculifolia, 39% 06leo vegetal da castanha de caju, 1% 0leo essencial da folha
do cravo-da-india) diluido em etanol; M1X2, com adig&o de 50 g / kg de rag&o do Mix 2 (70%
de B. dracunculifolia, 29% o0leo vegetal da castanha de caju, 1% 6leo essencial da folha do
cravo-da-india) diluido em etanol; M1X3, com adicio de 50 g / kg de racdo do Mix 3 (90% de
B. dracunculifolia, 9% 6leo vegetal da castanha de caju, 1% 6leo essencial da folha do cravo-
da-india) diluido em etanol; MIX4, com adicdo de 50 g / kg de ragdo do Mix 4 (99% de B.
dracunculifolia, 0,9% 6leo vegetal da castanha de caju, 0,1% 6leo essencial da folha do cravo-
da-india) diluido em etanol. Sendo que a diluicdo das misturas foi realizada na proporcdo 1 g

de mistura para 100 mL de etanol (99,9% de pureza), em seguida foi filtrado (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo de misturas com compostos naturais (extrato de Baccharis

dracunculifolia, 6leo vegetal da castanha de caju e 6leo essencial da folha do Cravo-da-india

Extrato Baccharis Oleo vegetal da castanha Oleo essencial da folha do Cravo-da-

Tratamentos i
dracunculifolia, % de caju, % India,%
MIX1 60 39 1
MIX2 70 29 1
MIX3 90 9 1
MIX4 99 0,9 0,1

A dieta base foi formulada sem produto antioxidante (Tabela 2), o BHT e as misturas
de compostos naturais foram adicionados a dieta ap0s a extrusdo, por meio de asperséo,

conforme os niveis estabelecidos. Durante o periodo experimental, as dietas testes foram
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armazenadas em temperatura ambiente e em recipientes escuros impedindo exposicéo a luz,

para que ndo houvesse possiveis perdas dos compostos naturais.

Tabela 2. Formulagéo da dieta base utilizada no estudo

Ingredientes Quantidade (g / kg)
Farelo de soja 304,00
Fuba de milho 237,23
Gluten de milho 145,02
Farinha de visceras de aves 99,23
Farinha de penas 80,00
Quirera de arroz 50,00
Fosfato bicalcico 49,56
Gluten de trigo 10,00
L-Lisina 7,56
Sal comum 5,00
Premixt 5,00
DL-Metionina 2,93
L-Treonina 1,30
Cloreto de colina 1,00
Antifungico 1,00
Vitamina C 1,00
L-Triptofano 0,47

INiveis garantidos por quilo de produto: vit. A — 500,000 1U; vit. D3 — 200,00 IU; vit. E — 5,000 mg; vit. K3 —
1000mg; vit. B1 — 1,500mg; vit. B2 — 1,500mg; vit. B6 1,500mg; vit. B12 — 4,000mg; acido folico — 500mg;
pantotenato de calcio — 4000mg; biotina — 50mg; inositol — 10,000; nicotinamida — 7,000; colina — 40,000mg;
cobalto — 10mg; cobre — 500mg; ferro — 5,000mg; iodo — 50mg; manganés — 1,500mg; selénio — 10mg; zinco —

5,000mg.

2.4. Desenvolvimento animal
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Ao final do estudo, os animais foram submetidos a eutanasia por choque térmico em
gelo e posteriormente pesados e mensurado o comprimento, onde se obteve os parametros de
desempenho produtivo, como peso vivo inicial (PVI), peso vivo final (PVF), ganho de peso
diério (GPD) (ganho de peso diario = (peso vivo final — peso vivo inicial) /dias de experimento),

comprimento inicial (CI) e comprimento final (CF).

2.5. Atividade antioxidante da racéo e do musculo do Zebrafish (Danio rerio)

Os animais foram esviscerados e agrupados em trés “pools” por tratamentos, tendo 3 g
por pools, para a realizacdo das analises de atividade antioxidante do musculo. A extracdo dos
compostos bioativos da racdo e do musculo foi realizada através da utilizacdo de metanol
(99,9% de pureza). Apds as extracdes, as amostras foram centrifugadas (4000 rpm por 15 min),
filtradas e os extratos foram utilizados para as analises.

O método de DPPH foi realizado de acordo com Li et al. (2009). Onde foi misturado
150 pL. de amostras com 2850 pL de uma solu¢do metanolica contendo DPPH (60 uM) e
colocado em ambiente escuro por 30 minutos para reagir. A absorvéncia foi medida a 515 nm
e 0s resultados obtidos foram expressos em porcentagem.

O ensaio ABTS foi conduzido de acordo com Re et al. (1999). O ABTS+ foi gerado
pela interacao de 7 mM ABTS (5 mL) com persulfato de potassio 140 mM (88 pL). A mistura
foi incubada no escuro em temperatura ambiente durante 16 h. O radical ABTS foi diluido em
etanol até uma absorvéncia de 0,70 = 0,02. Foi realizada a mistura de 40 pLL de amostras com
1960 uL de solugao ABTS+, apds seis minutos de descanso em ambiente escuro foi realizada
a leitura da atividade de sequestro de radical livre em espectrometria a 734 nm, sendo expressos

0s resultados em porcentagem.
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2.6. Anédlise de estatistica

Aquario foi considerado como unidade experimental para todas as analises. Os dados
quantitativos foram analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA). Todos os dados foram analisados por meio da aproximacao de Satterthwaite
para determinar o denominador df para testes de efeitos fixos. Declaragbes-modelo para
resultados iniciais e finais de peso corporal e ganho médio diario continham os efeitos do
tratamento como uma covaridvel independente. A estrutura de covariancia utilizada foi
autorregressiva de primeira ordem, que forneceu o menor critério de informacao de Akaike e,
portanto, o melhor ajuste para todas as variaveis analisadas. Todos os resultados sdo relatados
como médias de minimos quadrados, ajustadas por covariancia, e a significancia foi

estabelecida em P<0,05.

3. Resultados

A qualidade da agua foi monitorada ao longo do desenvolvimento do trabalho (Tabela
3). Néo foi observado diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para as medidas de pH,
condutividade especifica da dgua e sélidos dissolvidos totais. Entretanto, o tratamento MIX3
apresentou maior (P<0,05) quantidade de oxigénio dissolvido (5,07 mg/ L). Porém, os valores
observados ficaram dentro do limite determinado para espécie (acima de 4,0 mg / L). Para as

medidas de temperatura ndo houve diferenga (P>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 3. Pardmetros de qualidade da agua dos aquéarios de Zebrafish (Danio rerio)

alimentados com adi¢cdo de compostos naturais na dieta
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Pardmetros CON CON+ MIX1 MIX2 MIX3 MIX4 SEM P<Value
pH 6,60 662 659 660 662 6,61 0,09 0,99
Condutividade especifica, uS/cm 62,5 62,7 623 628 646 636 1,09 0,69
Sélidos dissolvidos, mg / L 406 40,9 406 40,8 42 41,3 0,71 0,67
Oxigénio dissolvido, mg / L 4,39 431 451> 4,74% 507° 4,67% 0,09 0,01
Temperatura, °C 214 2714 274 273 274 276 0,31 0,99

CON: Controle, sem adicdo de antioxidante; CON+: Controle Positivo, com adicdo de 50 g / kg de racdo de BHT
diluido em etanol; MIX1: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 1 (60% de B. dracunculifolia, 39% 6leo de caju,
1% o6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX2: Adicéo de 50 g / kg de racdo do Mix 2
(70% de B. dracunculifolia, 29% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol;
MIX3: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 3 (90% de B. dracunculifolia, 9% 6leo de caju, 1% 0leo essencial da
folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX4: Adigdo de 50 g / kg de ragio do Mix 4 (99% de B.
dracunculifolia, 0,9% 6leo de caju, 0,1% dleo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; Nimeros

seguidos de letras minGsculas: diferenca de estatistica entre os tratamentos.

Neste estudo pode-se observar que o peso vivo inicial e final ndo foram alterados
(P>0,05) devido a adicdo de B. draunculifolia, 6leo vegetal da castanha do caju e 6leo essencial
da folha do cravo-da-india testados (Tabela 4). Ao contrario dos pesos inicial e final, os animais
do tratamento MIX4 apresentaram menor ganho médio diério (0,0034 g / dia, P<0,05) (Tabela
4). No entanto, quando comparado com os tratamentos CON, CON+, MIX2 e MIX3 néo se

observou diferenca (P>0,05) entre tratamentos.

Tabela 4. Desempenho produtivo de Zebrafish (Danio rerio) alimentados com adicdo de

compostos naturais na dieta

Parametros CON CON+ MIX1 MIX2 MIX3 MIX4 SEM P-Value
Peso vivo inicial, g 0,36 0,38 0,34 0,36 0,36 0,35 0,02 085
Peso vivo final, g 0,49 0,54 0,51 0,50 0,54 046 003 046

Ganho de peso diario, g /dia  0,0044®® 0,0051%® 0,0056® 0,0046*® 0,0059% 0,0034° 0,01 0,01

Comprimento inicial, mm 32,4 33,1 32,1 32,5 32,5 30,3 064 0,07
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Comprimento final, mm 34,8 35,6 34,8 35,6 35,7 356 054 0,74

CON: Controle, sem adicdo de antioxidante; CON+: Controle Positivo, com adi¢éo de 50 g / kg de racdo de BHT
diluido em etanol; MIX1: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 1 (60% de B. dracunculifolia, 39% 6leo de caju,
1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX2: Adigo de 50 g / kg de ragdo do Mix 2
(70% de B. dracunculifolia, 29% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol;
MIX3: Adicéo de 50 g / kg de ragéo do Mix 3 (90% de B. dracunculifolia, 9% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da
folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX4: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 4 (99% de B.
dracunculifolia, 0,9% 6leo de caju, 0,1% dleo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; Nimeros

seguidos de letras minUsculas: diferenca de estatistica entre os tratamentos.

Para as analises de atividades antioxidantes das racdes com adicdo de 6leos essenciais
e Oleos vegetais e extrato de B. dracunculifolia, ndo houve efeito (P>0,05) entre os tratamentos
para o teste de DPPH (Figura 1). Por outro lado, ao testar as atividades antioxidantes pelo
método de radical livre ABTS, os tratamentos CON e CON+ (sem adicdo de compostos
naturais) apresentaram menor (P<0,05) atividade antioxidante do que os tratamentos com

adicdo de compostos naturais.

m DPPH ABTS
5 40
ab
< 1 T 2
- b
g | > 35
5 |
g : |
S T
IS c
s = l 30
£ |
S
<
25
CON CON+ MIX1 MIX2 MIX3 MIX4
Tratamentos

Figura 1. Atividade antioxidante dos radicais livres DPPH e ABTS na racdo de zebrafish com

adicdo de compostos naturais
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CON: Controle, sem adicao de antioxidante; CON+: Controle Positivo, com adi¢do de 50 g / kg de racdo de BHT
diluido em etanol; MIX1: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 1 (60% de B. dracunculifolia, 39% 6leo de caju,
1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX2: Adigo de 50 g / kg de ragdo do Mix 2
(70% de B. dracunculifolia, 29% 6leo de caju, 1% dleo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol;
MIX3: Adicéo de 50 g / kg de racéo do Mix 3 (90% de B. dracunculifolia, 9% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da
folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX4: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 4 (99% de B.
dracunculifolia, 0,9% 6leo de caju, 0,1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; Colunas

com letras minasculas: diferenca de estatistica entre os tratamentos.

Em relacdo a atividade antioxidante do musculo do animal (Figura 2), houve efeito
(P<0,05) entre os tratamentos para as analises de DPPH e ABTS. Sendo que, o tratamento
CON+ apresentou a melhor acdo antioxidante para o sequestro de radical livre DPPH com
62,6%, em seguida o tratamento 0 MIX 4 com 57,4% e o Controle com 55,2%. Entretanto, ao
analisar acdo antioxidante pelo método de rapto de radical livre ABTS os tratamentos MIX2 e

MIX4 apresentaram a melhor acéo antioxidante, com 63,6 e 65,5%.

mDPPH ®mABTS

70

S a a
) -+ ab b I 65
E b . I
2 ab I b 60
) T cC £ bc bc
= I 1 T T 55
3+
g € 50
= ¢
S
= l 45
< 40

CON CON+ MIX1 MIX2 MIX3 MIX4

Tratamentos

Figura 2. Atividade antioxidante dos radicais livres DPPH e ABTS do musculo de zebrafish

alimentados com dietas com adi¢do de compostos naturais

CON: Controle, sem adicdo de antioxidante; CON+: Controle Positivo, com adi¢éo de 50 g / kg de racdo de BHT
diluido em etanol; MIX1: Adicéo de 50 g / kg de racdo do Mix 1 (60% de B. dracunculifolia, 39% o6leo de caju,

1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX2: Adicéo de 50 g / kg de ragdo do Mix 2
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(70% de B. dracunculifolia, 29% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol;
MIX3: Adicdo de 50 g / kg de racdo do Mix 3 (90% de B. dracunculifolia, 9% 6leo de caju, 1% 6leo essencial da
folha do cravo-da-india) diluido em etanol; MIX4: Adicio de 50 g / kg de ragio do Mix 4 (99% de Alecrim-do-
Campo, 0,9% 6leo de caju, 0,1% Oleo essencial da folha do cravo-da-india) diluido em etanol; Colunas com letras

minusculas: diferenca de estatistica entre os tratamentos

4. Discussao

O Zebrafish € um peixe pequeno de agua doce tropical, muitas das caracteristicas o
tornaram popular na aquariofilia, incluindo sua tolerancia a grandes variacbes ambientais e a
facilidade de reproducdo em cativeiro (Perry et al., 2010; Santos et al., 2016; Silveira et al.,
2012). Sendo assim, as medidas de parametros de qualidade de adgua (Tabela 3) obtidas ao
desenvolver do estudo ficaram dentro do recomendado para a melhor criacdo do animal em
laboratdrio (Avdesh et al., 2012; Perry et al., 2010).

O Zebrafish, nos ultimos anos, esta sendo utilizado para varios ensaios em laboratorios
para seu sequenciamento genético, desenvolvimento de novas linhagens especificas (Howe et
al., 2013; Perry et al., 2010) e testes mais precisos sobre novas drogas e compostos na
alimentacdo humana e animal (Santos et al., 2016; Seth et al., 2013; Silveira et al., 2012). Por
outro lado, os compostos naturais, atualmente, sdo utilizados na dieta animal com o intuito de
substituicdo aos aditivos sintéticos (Monteschio et al., 2017; Rivaroli et al., 2017; Souza et al.,
2019). A utilizacdo desses compostos naturais na dieta pode promover melhora no trato
digestivo animal, assim melhorando o desempenho (Chrubasik et al., 2005; Muhl & Liebert,
2007; Santurio et al., 2007).

Na atualidade, os compostos mais testados sdo os 6leos essenciais (Sary et al., 2019;
Souza et al., 2019) e extratos naturais de plantas (Shah et al., 2014). A cada dia novos extratos

de plantas estdo sendo caracterizados e usados para o desenvolvimento de novos produtos em
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substituicdo aos compostos sintéticos, entre eles os derivados da Baccharis dracunculifolia
(Bobek, 2015; Campos et al., 2016; Muro, 2015; Veiga et al., 2017). Dados da literatura
mostram que a Baccharis dracunculifolia em elevadas doses pode ser tdxica para diferentes
espécies animais (Driemeier et al., 2000; Marsh et al., 1920; Stegelmeier et al., 2009).

A Baccharis draunculifolia em altas concentragdes, pode ter um efeito negativo no
desempenho animal, podendo, inclusive, determinar a morte dos animais (Driemeier et al.,
2000; Marsh et al., 1920; Stegelmeier et al., 2009). No entanto, neste estudo ndo foi observado
efeito adverso sobre o peso final do Zebrafish. Desta forma, o uso de doses baixas de Baccharis
dracunculifolia ndo altera o desempenho do Zebrafish. Entretanto, doses mais elevadas, como
no caso do MIX4, o desempenho foi reduzido (Tabela 4).

Com relacdo a analise de atividade antioxidante da racdo e do musculo do Zebrafish,
dois métodos foram testados (DPPH e ABTS). Os radicais DPPH e ABTS tém sido amplamente
utilizados para avaliar as propriedades antioxidantes de produtos naturais, iSso porque Sao
utilizados como fonte de radicais livres, uma vez que simula as espécies reativas de oxigénio,
nitrogénio e hidrogénio peroxidado que afetam os sistemas bioldgicos (Bendary et al., 2013;
Monteschio et al., 2017; Vital et al., 2018). Dessa forma, pode-se constatar que a incorporagao
de 6leo vegetal da castanha do caju, 6leo essencial da folha do Cravo-da-inda e extrato de B.
dracunculifolia confere uma real atividade antioxidante as dietas como demostrado no figura
1.

A acdo de compostos antioxidantes adicionados em dieta animal, podem ser
transferidos para o muasculo (Monteschio et al., 2017). Conforme observado neste estudo
(figura 2), onde observou-se uma maior porcentagem de rapto de radical livre para o tratamento
MIX4. No entanto, os antioxidantes sdo tipicamente adicionados a racdo em niveis moderados,
no entanto, altos niveis de incluséo podem levar a efeitos adversos, como a agédo pro-oxidativa

(Martin & Appel, 2009).
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5. Conclusdo

Uma mistura de extrato de Baccharis dracunculifolia, 6leo vegetal da castanha do caju
e Gleos essenciais da folha do cravo-da-india poderia ser utilizado na dieta de peixes, tendo o
Zebrafish como modelo experimental, para melhor o desempenho animal e proteger as dietas
e 0 musculo do animal a oxidacdo lipidica, usando os métodos de sequestro de radical livre
DPPH e ABTS. Este composto poderia ser usado em substituicdo as moléculas e compostos
sintéticos que estdo sendo proibidos no sistema de producdo animal em respeito a

sustentabilidade do sistema de producéo e a satde dos animais e do ser humano.
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