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RESUMO

CARNEIRO, Cristiana Leonor da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2018. Crescimento e higidez de pacama (Lophiosilurus alexandri) alimentados com
dietas contendo 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare). Orientador: Ana Lucia
Salaro. Coorientadores: Jener Alexandre Sampaio Zuanon e Ronald Kennedy Luz.

Com a finalidade de melhorar os indices de desempenho produtivo e a sanidade dos peixes,
aditivos como os 6leos essenciais podem ser incorporados as dietas. O dleo essencial de
orégano (OEO), possui principios ativos que melhoram os processos de digestdo, a
utilizacdo de nutrientes e a capacidade antioxidante dos peixes. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o OEO como promotor de crescimento para o bagre neotropical
Lophiosilurus alexandri. Foram avaliadas quatro dietas isoproteicas (350 g kg™ de proteina
bruta) e bioenergéticas (440 kcal kg™' de energia bruta) contendo 0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 g kg™
de OEO. Juvenis (15,7 + 1,8 g, 9,5 + 0,45 cm) foram distribuidos em 16 tanques circulares
(80 L) com densidade de cinco peixes por tanque. Ao final de 90 dias, o desempenho
produtivo, metabolismo energético, crescimento muscular, histomorfometria intestinal,
composi¢ao corporal, bioquimica sérica, atividade antioxidante e histomorfometria hepatica
foram avaliadas por meio de andlise de variancia uma via (ANOVA) e regressdo polinomial,
com nivel de significancia de 5%. Os niveis dietéticos de OEO nao interferiram no
desempenho produtivo dos peixes. De acordo com a andlise polinomial, o nivel estimado de
2,08 g kg'! de OEO leva ao maior nivel de glicose sérica nos peixes. As concentracdes
séricas de colesterol total, triglicerideos, lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e glicogénio muscular ndo foram afetadas pelos
niveis de OEO. De acordo com a andlise polinomial, 1,60 g kg'' de OEO leva a menor
concentracdo de glicogénio hepatico. A frequéncia de fibras musculares de menor diametro
(< 20 um) seria maior com o valor estimado de 2,26 g kg™! de OEO. A frequéncia de fibras
musculares intermedidrias (20 — 50) um diminui linearmente com o aumento dos niveis de
OEO na dieta. Peixes alimentados com diferentes niveis dietéticos de OEO apresentaram a
mesma frequéncia de fibras musculares de maior didmetro (> 50 um). Esses resultados
indicam que estes peixes estavam em crescimento por hiperplasia. A altura, a largura, e a
area de superficie de absorcao das vilosidades intestinais ndo foram afetadas pelos niveis de
OEO. A composic¢do corporal total ndo foi afetada pelos niveis dietéticos de OEO. O OEO
nado alterou as concentragdes séricas de aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotranseferase (ALT), proteina total, ureia e creatinina. O nivel estimado de 1,28 g kg™
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de OEO levou a maior concentracao sérica de gama-glutamil transferase (GGT) nos peixes.
Nao houve efeito do OEO sobre a atividade das enzimas catalase (CAT), superéxido-
dismutase (SOD) e do produto malondealdeido (MDA) no figado dos peixes. O nivel
estimado de 0,87 g kg! de OEO levou 2 maior atividade da glutationa-S-tranferase (GST)
no tecido hepdtico. Nas branquias niao houve efeito do OEO sobre a atividade da SOD e
GST. No entanto, o nivel estimado de 2,5 g kg™!' levou a menor atividade da CAT e o de 2,0
g kg'! 2 maior concentragio de MDA nas branquias dos peixes. Ndo houveram efeitos dos
diferentes niveis de OEO sobre a histomorfometria hepatica dos peixes. Nossos resultados
indicam que o OEO € um bom aditivo para o bagre neotropical Lophiosilurus alexandri,

pois atua no crescimento muscular e na melhoria da capacidade antioxidante dos peixes.
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ABSTRACT

CARNEIRO, Cristiana Leonor da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August,
2018. Growth and healthiness of pacama (Lophiosilurus alexandri), fed with diets
containing oregano essential oil (Origanum vulgare). Adviser: Ana Licia Salaro. Co-
Advisers: Jener Alexandre Sampaio Zuanon and Ronald Kennedy Luz.

In order to improve growth performance and fish health, additives such as essential oils can
be incorporated into diets. Oregano essential oil (OEO) has active ingredients that improve
digestion processes, nutrient utilization and antioxidant capacity of fish. The objective of
this work was to evaluate OEO as a growth promoter for the neotropical catfish
Lophiosilurus alexandri. Four isoproteic (350 g kg™' crude protein) and bioenergetic (440
kcal kg™!' crude energy) diets containing 0.0; 1.0; 2.0 and 4.0 g kg™' OEO. Juveniles (15.7 +
1.8 g, 9.5 £0.45 cm) were distributed in 16 circular tanks (80 L) with a density of five fish
per tank. At the end of 90 days, the productive performance, energy metabolism, muscle
growth, intestinal histomorphometry, body composition, serum biochemistry, antioxidant
activity and liver histomorphometry were evaluated by one-way analysis of variance
(ANOVA) and polynomial regression at 5% of significance. Dietary levels of OEO did not
interfere in the fish growth performance. According to polynomial analysis, estimated level
of 2.08 g kg! of OEO leads to the highest serum glucose. Serum concentrations of total
cholesterol, triglycerides, low density lipoproteins (LDL), high density lipoproteins (HDL),
and muscle glycogen were not affected by OEO levels. According to polynomial analysis,
1.60 g kg™! of OEO leads to lower hepatic glycogen concentration. The frequency of smaller
diameter muscle fibers (< 20 pm) would be higher with the estimated value of 2.26 g kg™!
OEO. The frequency of intermediate muscle fibers (20 - 50) um decreases linearly with
increasing dietary OEO levels. Fish fed different dietary OEO levels had the same frequency
of larger diameter muscle fibers (> 50 um). These results indicate that these fish were
growing due to hyperplasia. The height, width, and surface area of absorption of the
intestinal villi were not affected by OEO levels. Total body composition was not affected
by dietary OEO levels. OEO did not alter serum concentrations of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotranseferase (ALT), total protein, urea and
creatinine. The estimated level of 1.28 g kg' of OEO led to the highest serum gamma
glutamyl transferase (GGT) concentration in fish. There was no effect of OEO on the

activity of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and malondealdehyde (MDA)
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enzymes in fish liver. The estimated level of 0.87 g kg™! OEO led to increased glutathione-
S-tranferase (GST) activity in liver tissue. In the gills there was no effect of OEO on SOD
and GST activity. However, the estimated 2.5 g kg™ level led to lower CAT activity and the
2.0 g kg! level to the highest MDA concentration in fish gills. There were no effects of
different OEO levels on liver histomorphometry of fish. Our results indicate that OEO is a
good additive for the neotropical catfish Lophiosilurus alexandri, as it acts on muscle

growth and improving the antioxidant capacity of fish.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A aquicultura vem se destacando por ser o setor da produc¢do animal que mais cresce
no mundo. Grande parte desse sucesso deve-se aos esforcos da comunidade cientifica para
desenvolver ragdes nutricionalmente balanceadas, que atendam as exigéncias nutricionais
dos peixes. No entanto, ainda se torna necessdrio encontrar formas de melhorar o
aproveitamento das dietas processadas, especialmente para espécies carnivoras, viabilizando
sua producdo em cativeiro.

Nesse contexto, o uso de promotores de crescimento em dietas para peixes surge
como uma interessante alternativa, uma vez que estes produtos podem resultar em melhorias
significativas na saide e no desempenho produtivo dos animais (Hashemi & Davoodi, 2010).
Em defini¢do, promotores de crescimento sdo substincias naturais ou sintéticas adicionadas
as dietas com a finalidade de melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos e os
desempenhos zootécnico e reprodutivo dos animais (Andreotti & Nicodemo, 2004).
Convencionalmente, antibidticos sintéticos tém sido os aditivos promotores de crescimento
mais utilizados na producdo animal. Todavia, a preocupacdo com o surgimento de bactérias
patogénicas resistentes e a consequente proibi¢ao do uso de antibidticos como promotores
pela Unido Europeia (Regulamento EC n° 1831/2003), elevou a demanda por aditivos que
sejam biologicamente seguros nas ultimas duas décadas.

Extratos vegetais sao preparagdes concentradas obtidas de diversas partes das plantas
(raizes, folhas, flores, frutos, sementes) (Cardoso et al., 2008), compreendendo uma grande
gama de substancias, tais como ervas, 6leo-resinas e 6leos essenciais (Reverter et al., 2014).
Estes produtos ja vém sendo explorados com sucesso como alternativa aos antibiticos em
dietas para aves e suinos, o que demonstra seu grande potencial para uso também na
aquicultura (Reverter et al., 2014; Kardskov4 et al., 2015). Além disso, os extratos vegetais
destacam-se por serem considerados seguros tanto a saide animal como a humana (Kalemba
& Kunicka, 2003).

Recentemente, alguns estudos apontam os beneficios da utilizacdo destes extratos
em dietas para peixes. No entanto, os resultados encontrados podem variar de acordo com o
tipo de extrato, dose administrada, espécie, fase de desenvolvimento, entre outros fatores.
Portanto, torna-se necessdrio a avaliacdo destes compostos em diferentes condicdes

experimentais e de cultivo. A seguir sdo apresentados alguns estudos que demonstram a



eficiéncia de alguns extratos vegetais como aditivos promotores de crescimento em dietas

para peixes (tabela 1).

Tabela 1. Beneficios da utilizacdo de extratos vegetais em dietas para peixes.

Extrato vegetal Espécie Efeitos Referéncia
. ) tilipia-de-
Oleo essenct al de mog¢ambique Melhorias no desempenho Acar et al.
laranja (Citrus . . oA
. . (Oreochromis produtivo e na sobrevivéncia. (2015)
sinensis) .
mossambicus)
Extrato de Peixe branco do Mar Melhquas 1o deseerenho
~ . P . . .. produtivo e nos parametros Adel et al.
hortela-pimenta  Caspio (Rutilus frisii L
L hematoldgicos e (2015)
(Mentha piperita) kutum) . .
imunoldgicos.
Oleos essenciais
de Erv'a doce t11ap1a—do—N1!0 Melhorias no desempenho Hassan &
(Foeniculum (Oreochromis odutivo e na sobrevivéncia Soltam
vulgare) e Alho niloticus) p ' (2016)
(Allium sativum)
£ . tilipia-de- .
Oleo essencial de . Melhorias no desempenho
C mogambique . N Baba et al.
casca de limao . produtivo, nos parametros
. : (Oreochromis . A (2016)
(Citrus limon) . imunes e na sobrevivéncia.
mossambicus)
Oleo essepcnal de truta-arco-iris Melhorias no desempenho .
gengibre . . Shaluei et
L (Oncorhynchus produtivo e atividade
(Zingiber ; c . al. (2017)
.S mykiss) enzimadtica.
officinale)

Dentre os extratos vegetais, os 0leos essenciais sdo considerados uma das melhores
alternativas como aditivos em dietas para animais (Sutili et al., 2018). Oleos essenciais sdo
substancias volateis oriundas do metabolismo secundério das plantas, geralmente extraidos
por destilacdo (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Eles s3o compostos de diversas
substancias, tais como: monoterpenos, sesquiterpenos € fenilpropanoides, as quais lhes
conferem suas caracteristicas organolépticas (Ribeiro et al., 2018).

A suplementacdo de dietas com 6leos essenciais pode estimular o consumo, aumentar

a secre¢ao de enzimas digestivas (Mitsch et al., 2004) e digestibilidade das dietas (Platel &
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Srinivasan, 2000; Sutili et al., 2018), melhorando assim a absorcdo dos nutrientes (Oetting
et al., 2006; Windisch et al., 2008) pelos peixes. Esses beneficios sdo atribuidos
principalmente ao papel desses 6leos sobre o equilibrio da microbiota intestinal (Hashemi &
Davoodi, 2010).

Dentre os dleos essenciais, o 6leo essencial de orégano destaca-se como promotor de
crescimento em dietas para animais (Fukayama et al., 2005). O 6leo essencial de orégano é
extraido de plantas do género Origanum, pertencentes a familia Lamiaceae. Dentre as
espécies do género a planta Origanum vulgare é a mais conhecida (Jesus, 2007), e uma das
mais ricas em 6leo essencial (Costa, 2009). O 6leo essencial desta planta contém mais de 34
compostos, sendo suas principais propriedades benéficas atribuidas a seus principios ativos
primdrios: o carvacrol e o timol (Bampidis et al., 2005). Entretanto os principios ativos
secunddrios também sdo importantes, visto que o carvacrol e o timol isolados ndo produzem
a mesma eficdcia do 6leo essencial no crescimento dos peixes (Zheng, et al., 2009).

Os compostos presentes no 6leo essencial de orégano atuam sobre o equilibrio da
microbiota intestinal (Giannenas et al., 2012), o que melhora os processos de digestao (Platel
& Srinivasan, 2000) e aumenta a disponibilidade e absor¢do de nutrientes essenciais
(Windisch et al., 2008). O dleo essencial de orégano também atua melhorando os
mecanismos de defesa antioxidante das células (Zheng et al., 2009; Giannenas et al., 2012;
Diler et al., 2017) e o sistema imunoldgico dos peixes (Basmacioglu Malayoglu et al., 2010).
Dessa forma o 6leo essencial de orégano é capaz de melhorar o desempenho e a saide animal
(Jamroz & Kamel, 2002; Hashemi & Davoodi, 2010; Ferreira et al.,2014; Diler et al., 2016).

O modo de a¢do do 6leo essencial de orégano ocorre provavelmente pela sua a¢io
antimicrobiana (Hammer et al., 1999; Ultee et al., 1999; Santurio et al., 2007), sendo um dos
6leos essenciais com maior espectro de acdo antibacteriano (Baratta et al., 1998). Seus
compostos podem alterar a permeabilidade da membrana celular dos microrganismos,
causando desestruturacdo e alteragdo da permeabilidade das células, levando por vezes a
perda de ions e metabdlitos celulares (Lambert et al., 2001) e por fim morte do micro-
organismo.

A suplementa¢do com 6leo essencial de orégano em dietas tem proporcionado efeitos
positivos sobre o desempenho e satde de peixes (tabela 2). Foram observadas melhorias
sobre o desempenho produtivo e a sanidade do bagre do canal (Ictalurus punctatus) (Zheng

et al., 2009), do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) (Ferreira et al., 2014,



2016), da truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Diler et al., 2017) e da tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) (El-Hawarry et al., 2018).

Apesar dos resultados positivos observados na maioria dos estudos, o uso do 6leo
essencial de orégano, também tem mostrado resultados negativos ou insignificantes. Em
truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) a suplementacdo promoveu levou a danos
histopatolégicos no figado e rim dos peixes (Ygit et al., 2017). Em jundid (Rhamdia sp)

também nao houve melhorias no desempenho produtivo e sobrevivéncia dos animais (Cararo

etal., 2017).

Tabela 2. Efeitos do OEO em dietas para peixes.

Oleo essencial de

h Espécie Efeitos Referéncia
orégano
Ori b d 1
rzgar'lum agre do cana Zheng et al. (2009)
heracleoticum L. (Ictalurus punctatus)
Melhorias no desempenho
lambari-do-rabo- produtivo, composi¢ao da Ferreira et
Origanum vulgare amarelo (Astyanax carcaca e aspectos al. (2014;
altiparanae) morfoldgicos intestinais e 2016)
hepaticos.
L. Melhoria no desempenho
truta-arco-ir1s . A .
Orieanum onites (Oncorhynchus produtivo e sobrevivéncia pés Diler et al.
iganu i u .
§ y desafio com Lactococcus (2017)
mykiss) .
garvieae.
(rutacarcoiris Nao houve melhorias na
) _ digestibilidade das dietas e nos  Ygit et al.
Origanum onites (Oncorhynchus ) L.
; aspectos histopatolégicos (2017)
mykiss) -
hepdtico e renal.
Nao houve melhorias no
Ori / jundia desempenho produtivo e Cararo et
riganum vulgare
& & (Rhamdia sp) sobrevivéncia pos desafio com  al. (2017)
Ichthyophthirius multifiliis.
El-
tilapia-do-Nilo Melhoria no desempenho
. . . . Hawarry
Origanum vulgare (Oreochromis produtivo e na atividade ot al
niloticus) antioxidante. 201 é)

O catfish Lophiosilurus alexandri, também conhecido como pacama, € um peixe de
habito alimentar carnivoro, endémico da Bacia do Rio Sao Francisco (Tendrio et al., 2006;

Sato & Godinho, 2008; Figueiredo et al., 2014). Esta espécie possui alto potencial de
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mercado, sendo muito apreciada pela populacdo local devido a qualidade de sua carne e a
auséncia de espinhos intramusculares (Luz et al., 2008; Luz & Santos, 2008).
Adicionalmente, apresenta caracteristicas favordveis a produgcdo em cativeiro, como:
facilidade de propagacdo artificial (Cardoso, 1992), rusticidade (Sato et al., 2003) e boa
aceitacdo de dietas secas quando condicionados (Salaro et al., 2015).

Assim, com este estudo objetivou-se avaliar os efeitos do 6leo essencial de orégano
para juvenis de pacama (Lophiosilurus alexandri), uma espécie carnivora de dgua doce,
alimentados com dietas contendo farinha de peixe ou farelo de soja. Para alcancar tal
objetivo, o presente estudo foi estruturado na forma de dois artigos cientificos: o Capitulo 1,
denominado: “Efeitos do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) em dietas para o
bagre neotropical Lophiosilurus alexandri’(redigido com base nas normas do periédico
Aquaculture) e o Capitulo 2, denominado: “Efeito do 6leo essencial de orégano (Origanum
vulgare) na bioquimica sérica, atividade antioxidante e histomorfometria hepdtica de juvenis
de Lophiosilurus alexandri > (redigido com base nas normas do periddico Journal of Fish

Biology).
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CAPITULO 1

Efeitos do dleo essencial de orégano (Origanum vulgare) em dietas para o
bagre neotropical Lophiosilurus alexandri

Artigo redigido de acordo com as normas do periddico Aquaculture.
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Efeitos do dleo essencial de orégano (Origanum vulgare) em dietas para o bagre

neotropical Lophiosilurus alexandri

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar o 6leo essencial de orégano (OEO)
como promotor de crescimento para o bagre neotropical Lophiosilurus alexandri. Foram
avaliadas quatro dietas isoproteicas (350 g kg™' de proteina bruta) e bioenergéticas (440 kcal
kg‘1 de energia bruta) contendo 0,0; 1,0; 2,0e 4,0 g kg‘1 de OEO. Juvenis (15,7 + 1,8 g, 9,5
+ 0,45 cm) foram distribuidos em 16 tanques circulares (80 L) com densidade de cinco peixes
por tanque. Ao final de 90 dias, o desempenho produtivo, metabolismo energético,
crescimento muscular, histomorfometria intestinal e a composi¢ao corporal foram avaliadas
por meio de andlise de variancia uma via (ANOVA) e regressao polinomial, com nivel de
significancia de 5%. Os niveis dietéticos de OEO nao interferiram no desempenho produtivo
dos peixes. De acordo com a andlise polinomial, o nivel estimado de 2,08 g kg'! de OEO
leva ao maior nivel de glicose sérica. As concentracdes séricas de colesterol total,
triglicerideos, lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e glicogénio muscular ndo foram afetadas pelos niveis de OEO. De acordo com a
analise polinomial, 1,60 g kg'! de OEO leva & menor concentracdo de glicogénio hepético.
A frequéncia de fibras musculares de menor didmetro (< 20 um) seria maior com o valor
estimado de 2,26 g kg'! de OEO. A frequéncia de fibras musculares intermedidrias (20 — 50)
um diminui linearmente com o aumento dos niveis de OEO na dieta. Peixes alimentados
com diferentes niveis dietéticos de OEO apresentaram a mesma frequéncia de fibras
musculares de maior didmetro (> 50 um). Esses resultados indicam que estes peixes estavam
em crescimento por hiperplasia. A altura, a largura, e a drea de superficie de absorcdo das
vilosidades intestinais ndo foram afetadas pelos niveis de OEO. A composicdo corporal total
ndo foi afetada pelos niveis dietéticos de OEO. Nossos resultados indicam que o OEO atua
como promotor de crescimento para o bagre neotropical Lophiosilurus alexandri ao

estimular o desenvolvimento de novas fibras musculares.

Palavras-chave: pacamd, extrato vegetal, carvacrol, crescimento muscular,

histomorfometria intestinal, fitogénico.
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1. INTRODUCAO

Melhorar a assimilac¢do dos nutrientes das dietas pelos peixes € de grande importancia
para a sustentabilidade econdmica da aquicultura (Francis et al., 2005). Promotores de
crescimento sdo substancias naturais ou sintéticas adicionadas as dietas para melhorar a
eficiéncia do uso de alimentos e o desempenho zootécnico e reprodutivo dos animais
(Andreotti & Nicodemo, 2004). Produtos fitogénicos como 6leos essenciais (OE), podem
ser utilizados na alimentacao animal como promotores de crescimento (Reverter et al. 2014),
sem representar perigo a saide animal e humana (Kalemba & Kunicka, 2003).

Dentre os OE estudados como promotor de crescimento de peixes, o 6leo essencial
de orégano (OEOQO) (Origanum vulgare) é composto principalmente de monoterpenos e
hidrocarbonetos monoterpenos (Teixeira et al., 2013), e tem como principais principios
ativos o carvacrol e o timol (Bampidis et al., 2005, Teixeira et al., 2013). Estes compostos
conferem ao OEO um amplo espectro de acdo antimicrobiana (Santurio et al., 2007) e acao
digestiva (Basmacioglu Malayoglu et al., 2010, Hashemipour et al., 2013). Assim, o OEO
atua no equilibrio da microbiota intestinal (Giannenas et al., 2012) e na melhoria da
capacidade de digestdo intestinal (Platel & Srinivasan, 2000), aumentando a disponibilidade
e absor¢ao dos nutrientes (Windisch et al., 2008).

Outros estudos avaliaram o uso do OEO e demonstraram o efeito promotor de
crescimento em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Seden et al., 2009; Abdel-Latif &
Khalil, 2014; El-Hawarry et al., 2018), bagre de canal (Ictalurus punctatus) (Zheng et al.,
2009), lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) (Ferreira et al., 2014) e truta-arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) (Ahmadifar et al., 2011; Diler et al., 2016). Entretanto, outros
autores nao encontraram relacio entre o uso do OEO ou seus principios ativos e melhorias
no desempenho produtivo de algumas espécies de peixes, como robalo (Dicentrarchus
labrax) (Volpatti et al., 2013), tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Campagnolo et al.,
2013), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Yilmaz et al., 2015) e jundid (Rhamdia sp.)
(Melo et al., 2016, Cararo et al., 2017).

Isso indica que outros fatores, tais como dose administrada, fase de desenvolvimento
e caracteristicas intrinsecas de cada espécie, podem influenciar o sucesso do OEO como
promotor de crescimento para peixes (Campagnolo et al., 2013; Yilmaz et al., 2015). Além
disso, existem poucos estudos avaliando o crescimento muscular e as alteracdes

morfoldgicas nos orgaos de peixes alimentados com dietas com niveis de OEO.
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O bagre Lophiosilurus alexandri é um peixe carnivoro neotropical, endémico da
bacia do rio Sdo Francisco, Brasil (Gongalves Junior et al., 2019). Esta espécie tem alto
potencial de mercado, sendo muito apreciada pela qualidade de sua carne com auséncia de
espinhos intramusculares (Luz & Santos, 2008; Sant'Ana et al., 2017). Além disso, apresenta
caracteristicas favordveis a produgdo em cativeiro, como facilidade de propagacao artificial
(Costa et al., 2015; Gongalves Junior et al., 2019), rusticidade (Sato et al., 2003) e boa
aceitacdo de dietas secas quando condicionadas (Salaro et al., 2015).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes niveis de inclusdao de OEO

como promotor de crescimento para o bagre Lophiosilurus alexandri.
2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Nutricdo de Peixes I da Universidade
Federal de Vicosa - UFV, Brasil, sendo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais

de Producao, processo n°® 56/2017.

2.1 Delineamento e dietas experimentais

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e trés
repeticdes. Os tratamentos consistiram de dietas isoproteicas (350g kg™! de proteina bruta) e
isoenergéticas (440kcal kg™!' de energia bruta) formuladas para conter 0,0; 1,0; 2,0 e 4,0g kg
! de OEO (tabela 3). A composi¢io quimica do OEO foi avaliada por meio de cromatografia
gasosa de alta resolucao (tabela 4).

Para preparar as dietas experimentais, os macronutrientes foram moidos em um
moinho tipo martelo (TRF-400 Trapp, Jaragud do Sul, SC) com telas de 0,5 mm e em
seguida. misturados aos micronutrientes. Para incorporacdo do OEO, este foi misturado ao
6leo de soja. A mistura foi peletizada em moedor de carne (Filizola, P-22, Brasil), seca em
estufa a 30°C (Marconi, MAO35, Sao Paulo, Brasil) por 36 horas e triturada em moinho

manual (Botimetal, Bilac, Brasil) para obtencdo de peletes de cinco milimetros.
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Tabela 3. Composicao e andlise quimica das dietas experimentais.

OEO (gkg")

Ingredientes (g kg™!)

0,00 1,00 2,00 4,00
Farelo de soja 195,00 195,00 195,00 195,00
Farinha de peixe 400,00 400,00 400,00 400,00
Fuba de milho 175,20 175,20 175,20 175,20
Farelo de trigo 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo essencial de orégano’ 0,00 1,00 2,00 4,00
Caulin 20,00 19,00 18,00 16,00
Celulose 20,00 20,00 20,00 20,00
Lisina 4,00 4,00 4,00 4,00
Metionina 5,50 5,50 5,50 5,50
Oleo de soja 70,00 70,00 70,00 70,00
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal 5,00 5,00 5,00 5,00
Premix mineral e vitaminico? 5,00 5,00 5,00 5,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20
Andlises quimicas®
Matéria seca (MS) (%) 91,59 91,21 91,07 92,10
Proteina bruta (% MS) 35,17 35,32 35,17 35,42
Energia Bruta > (Kcal kg™') 4494,0 4439,0 4494,0 4432,0
Energia Bruta:Proteina Bruta (Kcal kg!) 1,27 1,25 1,27 1,25
Extrato etéreo (% MS) 13,60 12,39 14,75 13,27
Cinzas (% MS) 10,89 10,89 11,04 10,80

'Produto comercial éleo essencial de orégano — Origanum vulgare (Mundo dos Oleos LDTA);

Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000UT; Vit. D3; 200.000UI; Vit. E, 12.000mg;
Vit. K3, 2.400mg ;Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac. Félico,
1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg;
Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; Iodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio,
20mg.

3Butilhidroxi tolueno (antioxidante).

4Analisada de acordo com Detmman et al., (2002).

SComposi¢io quimica por meio de andlises laboratoriais (INCT, 2012), realizadas no Laboratério de Analise
de Alimentos do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.
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Tabela 4. Composicao quimica do OEO.

Composi¢io quimica' g 100g!
Carvacrol 630,0
Timol 47,0
p-cimeno 128,0
y-terpineno 84,0
a-pineno 16,0
Cis-sabineno hidrato 16,0
B-cariofileno 14,0
Mirceno 14,0
a-Terpineno 11,0
Sabineno 8,0
Canfeno 7,0
a-thujeno 0,4
1,8-cineol 0,3

Meétodo de andlise: cromatografia gasosa de alta resolucdo (HP 5890, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA).
Coluna: 25 m x 0.25 mm BP1 (SGE). Temperaturas: Coluna: 60°C (3 min), 3 °C/min até 200°C. Injetor: 250 C
Split: 1/200. Detector FID: 250°C. Volume de inje¢@o: 1 pL (0.5% concentra¢do de 0,5% de cloroférmio).

2.2 Peixes e condicoes de cultivo

Juvenis de L. alexandri (15,7 £ 1,8 g; peso médio + DP) foram pesados em balanca de
precisdo (modelo MB45, Toledo® 0,01 g, Bernardo do Campo, SP) e medidos (9,5 + 0,45 cm
comprimento médio = DP) em paquimetro digital. Os animais (n = 60) foram aleatoriamente
distribuidos em 12 tanques circulares (80L) com densidade de cinco peixes por tanque. Os
tanques foram mantidos em sistema de recirculacdo (1,5 L min™') com filtros bioldgico,
mecanico e ultravioleta, aeracao continua e sistema de aquecimento controlado por termostato
e aquecedores.

Durante o periodo experimental a temperatura da 4gua permaneceu em 26,18 + 0,13 °C
(termOmetro de merctirio). O oxigénio dissolvido manteve-se em 5,36 + 0,5 mg L' (analisador
automdtico de oxigénio YSI-550a, Life Science, Greene, EUA). A amoénia téxica foi medida
em 0,0 £ 0,01 mg L' (kits de andlise Labcon®, Florianépolis, Brasil), usando a equac@o:

amonia toxica = amonia total / (1 + 10 ~ ((0, 0902-pH) + (2730 / 237,2 + T°C))). O fotoperiodo
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foi ajustado para 12 horas por lampadas fluorescentes (60W) controladas por temporizador
analdgico.

Os peixes foram alimentados manualmente as 8:00 da manha e as 17:00 da tarde, até a
aparente saciedade por 90 dias. A 4dgua foi substituida em 25% todos os dias para retirada das

fezes.

2.3 Desempenho Produtivo

No final do periodo de 90 dias os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas,
contados e eutanasiados com uma dose letal de anestésico (400 mg L' de 6leo de cravo). Todos
os peixes foram pesados em balanga de precisdao (modelo MB45, Toledo® 0,01g, Bernardo do
Campo, SP) e medidos em paquimetro digital para calcular taxa de sobrevivéncia, ganho de
peso, ganho de comprimento, taxa de crescimento especifico e fator de condi¢do corporal. Para
determinagdo do indice viscerossomatico, indice hepatossomadtico e gordura visceral, foram
pesadas separadamente as visceras (estdmago, intestino, gonadas, coracdo, figado, vesicula

biliar, bexiga natatdria e gordura).

2.4 Metabolismo Energético

Os peixes foram eutanasiados (400 mg L' de 6leo de cravo) e amostras de sangue de
dois animais de cada unidade experimental (n = seis por tratamento) foram coletadas com
seringa heparinizada cortando-se a regido do pedinculo caudal. O sangue foi centrifugado por
15 minutos a 5.000rpm e os niveis plasmaticos de glicose (GLI), colesterol total (COT),
triglicerideos (TRI), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade
(HDL) foram estimados utilizando-se kit colorimétrico Bioclin® (Quibasa - Quimica Basica,
Belo Horizonte, Brasil). As leituras foram realizadas no BS 200 (Clinical Chemistry Analyzer
Mindray®, Shenzhen, China).

Para andlise glicogénica dos tecidos hepédtico (GH) e muscular (GM), amostras (200
mg) foram coletadas e analisadas de acordo com a metodologia proposta por Carroll et al.
(1956). Os tecidos foram dissolvidos em solugdo de hidroxido de potédssio (30% KOH) e
hidrolisados em banho de dgua durante uma hora, com Na>SO4 saturado e dlcool absoluto
adicionado apds o banho. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm (Fanem, Sdo Paulo, Brasil,
modelo 206-R) por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Para a quantificagdo do glicogénio
também foi utilizado o método descrito por Carroll et al. (1956), porém com modificacdes para
leitura em ELISA. O precipitado foi diluido em dgua destilada e depois adicionado antrona. A

solucdo foi colocada em banho-maria durante 10 minutos e depois pipetada em microplacas. A
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leitura foi feita em 620nm. Os padrdes foram feitos com concentragdes conhecidas de glicose,
obtendo-se equacdes de regressdo linear a partir das quais as concentragdes da amostra foram

calculadas. A concentracdo obtida foi expressa em g de glicogénio por 100 g de tecido™ (%).

2.5 Crescimento muscular

Para avaliar o desenvolvimento muscular, apds eutandsia com dose letal de anestésico
(400 mg de 6leo de cravo L), foram coletadas amostras de miisculo de dois peixes por unidade
experimental (n = seis peixes por tratamento). A coleta foi feita na regido central do misculo
dorsal direito do peixe. As amostras foram fixadas em solugdo de formalina (10%) por 12 horas
e desidratadas em série alcodlica crescente para incorporacdo em glicol metacrilato
(Historesin®, Leica, Sdo Paulo, Brasil). Sec¢des semi-seriadas de trés pm de espessura foram
obtidas em micrétomo (Leica RM225, Sdo Paulo, Brasil) e dispostas em lamina histoldgica. As
laminas foram coradas com azul de toluidina e fotodocumentadas em microscépio de luz (Leica
DM750, Sao Paulo, Brasil) acopladas a uma camera (Leica MC170 HD, Sao Paulo, Brasil).
Dez imagens foram obtidas e analisadas usando o software Image Pro-Plus®. O menor didmetro
de 200 fibras musculares por animal foi medido de acordo com o método proposto por
Dubowitz & Brooke (1973) para classificacdo em trés classes distintas (<20 um, 20-50 pum e >
50 um), segundo proposto por Almeida et al. (2008). A frequéncia de fibras musculares foi
expressa como o nimero de fibras de cada classe de didmetro em relagdo ao nimero total de

fibras medidas.

2.6 Histomorfometria intestinal

Para andlise histomorfométrica intestinal foram coletadas amostras de intestino de dois
peixes por unidade experimental (n = seis peixes por tratamento). Isto foi feito coletando-se
aproximadamente cinco milimetros da porcdo anterior do intestino do peixe. Assim como o
musculo, o intestino foi preparado e incorporado ao glicol metacrilato (Historesin®, Leica, Sao
Paulo, Brasil) para obtencdo de cortes com trés pm de espessura em micrétomo (Leica RM225,
Sao Paulo, Brasil). As laminas intestinais foram coradas com hematoxilina/eosina e também
fotodocumentadas sob microscépio de luz (Olympus BX53, Téquio, Japao) acopladas a cimera
(Olympus DP73, Téquio, Japao). Dez imagens foram analisadas no software Image Pro-Plus®.
A altura de cinco vilosidades e uma média de cinco larguras de vilosidades do intestino foram
determinadas por foto. A drea de superficie de absorcdo de cada vilosidade foi calculada de

acordo com a férmula proposta por Kisielinski et al. (2002).
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2.7 Composicao da carcaca

Para determinar a composi¢do da carcaga dos peixes foi utilizado um pool de cinco
peixes por unidade experimental (n = 15 por tratamento). A matéria seca, proteina bruta, matéria
mineral e extrato etéreo foram determinados conforme protocolo descrito por Detmann et al.

(2012).

2.8 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos
erros e o teste de Bartlett para verificar a homogeneidade das variancias usando o software R®
versdo 3.3.2. A avaliacdo do efeito do nivel de OEO na dieta foi realizada através de andlise de

variancia de uma via (ANOVA) e regressao polinomial a 5% de significancia.

3. RESULTADOS
3.1 Desempenho produtivo

Os niveis dietéticos de OEO nao afetaram (P > 0,05) o ganho de peso, ganho de
comprimento, taxa de crescimento especifico, fator de condicao corporal, indice viscerossomatico,

indice hepatossomdtico, gordura visceral e taxa de sobrevivéncia de juvenis de L. alexandri
(Tabela 5).

3.2 Metabolismo energético

Nao houveram diferencas (P > 0,05) entre as concentracdes séricas de colesterol total,
triglicérides, LDL e HDL de L. alexandri alimentados com diferentes niveis de OEO (P > 0,05)
(Tabela 6). No entanto, o nivel dietético de OEO afetou as concentragdes séricas de GLI dos
peixes (P < 0,05). De acordo com a andlise polinomial, estimou-se 2,08 g kg™! de OEO para a
maior concentragdo de glicose sérica (Tabela 6).

O GM também nao foi afetado pelos niveis dietéticos de OEO (P > 0,05) (Tabela 6). No
entanto, os niveis de OEO afetaram as concentracdes de GH nos peixes (P < 0,05). De acordo
com a andlise polinomial, estimou-se 1,60 g kg! de OEO para a menor concentragio de GH

(Tabela 6).

3.3 Crescimento muscular

A frequéncia de fibras musculares pequenas (<20 um) foi afetada pelos niveis dietéticos
de OEO (P < 0,05). De acordo com a analise polinomial, estimou-se 2,26 g kg™' de OEO para

a maior frequéncia dessas fibras (Tabela 7). A frequéncia de fibras musculares intermedidrias

(20 - 50 um) diminuiu linearmente com o aumento dos niveis dietéticos de OEO (P < 0,05)
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(Tabela 5). A frequéncia de fibras musculares grandes (> 50 um) nao foi afetada pelos niveis

dietéticos de OEO (P > 0,05) (Tabela 7).

3.4 Histomorfometria intestinal

A altura, a largura e a drea de superficie de absor¢cdo das vilosidades intestinais de L.
alexandri ndo foram afetadas (P > 0,05) pelo nivel de OEO na dieta (Tabela 8).

3.5 Composicao quimica da carcaca

A matéria seca, proteina bruta, matéria mineral e o extrato etéreo da carcaca de L.

alexandri ndo foram afetados pelos niveis OEO na dieta (P > 0,05) (Tabela 9).

Tabela 5. Desempenho produtivo de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados com dietas

contendo diferentes niveis de OEO.

o OEO (gkg" p-
Variaveis

0,0 1,0 2,0 4,0 value

GP (») 39,15+8,75  44,17+7,84 4098 +563 4296+101 0,71
GC (cm) 442072  486+083  4,62+053  462+007 0,79
TCE (% diay ~ 137+0,17  147+0,15  142+011  146+0,02 0,71
K 0,02£0,00  0,02£0,00  002+0,00 002000 039
IVS (%) 831£0,64  855+0,11  817+0,73  8,06+0,70 0,69
THS (%) 1,56 0,05  1,58+005  1,60£008  1,64+007 0,39
GV () 0,82+0,16  0,86+0,16  080+026 088020 0094
TS (%) 100,00 £0,00 100,00+ 0,00 100,00 £ 0,00 100,00 £0,00 1,00

Ganho de peso (GP) = peso final - peso inicial; Ganho de comprimento (GC) = comprimento final - comprimento
inicial; Taxa de crescimento especifico (TCE) = [(In peso final - In peso inicial)/ tempo (dias)] x100; Fator de
condicdo corporal (K) = peso final/ comprimento final®; Indice viscerossomatico (IVS) = (peso visceras/ peso final)
x 100; Indice hepatossomatico (IHS) = (peso do figado/ peso final) x 100;

Gordura visceral (GV) = (peso gordura visceral/ peso final) x 100; Taxa de sobrevivéncia (TS) = (n° peixes final/n°
peixes inicial) x 100;

Valores apresentados como médias + CV (n = 20).
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Tabela 6. Valores médios dos parametros energéticos de juvenis de Lophiosilurus alexandri

alimentados com dietas contendo diferentes niveis de OEO.

o OEO (gkg" p-
Variaveis

0,0 1,0 2,0 4,0 valor
GLI (mg L)' 2,50£0,58  450£129  350+058  3,00+£141 0,05
COT (mgdL") 4950 £238 67,50+ 13,40 56,50 + 18,93  53,25+538 0,22
TRI (g L") 18175’,%%1 215,75 + 6,18 18126”2954i 2372’,735; 0,20
LDL (mg L) 450+1,73  650+129  800£469  7,00+141 034
HDL (mg L) 9,506,224  18,00£577 1500£648  925+330 0,12
GM (mg100mg™)  0,74+£037  0,77+033 057 +0.21 0,84+0,44 0,29
GH (mg 100 mg'y 43,72 £28,16 36271871 27.67+995 64,00+33,56 0,01

Y =-0,30x> + 1,25x +2,78 (R? = 0,54);
%Y =5,79x% — 18,55x + 44,99 (R = 0,95);
Valores apresentados como médias + CV (n = 8).

Tabela 7. Frequéncia das trés classes de diametro de fibras musculares de juvenis de

Lophiosilurus alexandri alimentados com dietas contendo diferentes niveis de OEO.

OEO (gkgh

n P-
Diametro 1
0,0 1,0 2.0 4.0 valor
<20 um (%) 17,83 +6,79 19,75 + 2,38 32,17 £ 1,89 20,33 + 3,40 0,00
20-50 um (%)?> 64,25 +6,31 56,17 £5,77 60,50 + 1,32 53,75 £ 3,63 0,04
> 50 um (%) 18,83 + 4,96 24,08 + 6,04 14,17 + 3,39 2425 + 378 0,23

Y =-2,49x% + 11,23x + 15,97 (R? = 0,66);
2Y =-2,11x + 62,36 (R?>= 0,60);
Valores apresentados como médias + CV (n = 8).
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Tabela 8. Histomorfometria intestinal de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados com

dietas contendo diferentes niveis de OEO.

o OEO (gkg" P-
Variaveis
0,0 1,0 2,0 4,0 valor
o 612,35 + 576,38 + 641,51 + 619,68 +
Altura vilosidade (um) 12,36 77.44 20.15 27.02 0,34
o 48,40 + 45,40 + 52,01 + 46,55 +
Ijargura vilosidade (um) 2.95 3.16 334 3.53 0,14
Area de superficie de 49,20 + 50,89 + 49,41 + 53,76 + 0.34
absor¢do (um?) 2,56 4,69 1,91 2,82 ’

Area de superficie de absorciio = (Altura vilosidade x Largura vilosidade) / (Largura violosidade? /2);
Valores apresentados como médias + CV (n = 8).

Tabela 9. Composi¢ao corporal de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados com dietas

contendo diferentes niveis de OEO.

OEO (gkg" P-
0,0 1,0 2,0 4,0 valor
Matéria seca (%) 94,08 +0,46 93,63 +0,54 94,12 +0,67 94,01 £0,79 0,69
Protefna Bruta (% MS) 55,72 £3,49 53,34 +£245 56,57 £3,05 56,02+1,01 0,50
Cinzas (% MS) 18,41 £024 1991+1,32 18,81 +0,83 1839+149 0,21
Extrato etéreo (% MS) 17,91 £0,84 19,62 +0,54 18,02 +1,39 18,84 +153 0,18

Valores apresentados como médias = CV (n =4).

4. DISCUSSAO

No presente estudo juvenis do bagre neotropical L. alexandri alimentados com dietas
contendo cerca de 2,0 g kg'! de OEO apresentaram melhorias no crescimento muscular,
indicando, portanto, maior potencial de crescimento em relacdo aos peixes dos demais
tratamentos. Embora n3o tenham sido constatados efeitos do OEO sobre o desempenho
produtivo e capacidade de absor¢@o intestinal dos peixes, no geral os peixes apresentaram
crescimento e sobrevivéncia satisfatorios. Sabemos que fatores tais como, a dose, o tempo de
administracao do 6leo, a fase de desenvolvimento do peixe e a duracdo do periodo experimental
podem influenciar nas respostas de desempenho dos animais. No presente trabalho os peixes

receberam a dieta com OEO por apenas 90 dias, o que pode ter contribuido para que os
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parametros de desempenho produtivo e capacidade de absorcdo intestinal ndo tenham
apresentado diferencas significativas.

Diferentemente de outros vertebrados, o crescimento em peixes envolve tanto
hiperplasia quanto hipertrofia de fibras musculares (Johnston, 1999; Mommsen, 2001), sendo
as taxas de desenvolvimento fortemente regulados pela intensidade e duracio destes processos
(Zimmerman & Lowery, 1999; Mommsen, 2001; Valente et al., 2013). Fibras com didmetro
menor que 20 um representam fibras recrutadas por hiperplasia e as que excedem esse diametro
sdo geralmente fibras que cresceram por hipertrofia (Weatherley et al., 1988, Rowlerson et al.,
1995). Logo, a maior frequéncia de fibras musculares de menor didmetro em juvenis de L.
alexandri alimentados com cerca de 2,0 g kg! de OEQ, indica que estes animais estavam em
processo de crescimento por hiperplasia (Michelato et al., 2016).

Sdo escassos os estudos que avaliam os efeitos dos OE sobre o crescimento muscular
de animais de produgdo. Esse efeito pode estar associado a melhor utilizacao dos nutrientes da
dieta nos peixes alimentados com OEO. O OEO pode melhorar a secrecio de enzimas
digestivas, promovendo maior assimila¢do dos nutrientes (Mitsch et al., 2004). Além disso, o
carvacrol e outros compostos fendlicos presentes em sua composi¢ao podem produzir um efeito
anabdlico na musculatura dos animais (Khosravinia et al., 2014).

E frequentemente sugerido que parimetros hematolégicos sdo indicadores tteis de
estresse ou doenga para peixes. Neste estudo foi observado aumento dos niveis séricos de
glicose em peixes alimentados com cerca de 2,08 gkg™! de OEO. A glicose é armazenada como
glicogénio no figado ou como triglicerideos no tecido adiposo e muscular (Enes et al., 2009).
Em situagdes de necessidade, ocorre mobilizacao do glicogénio para a produgado de glicose, a
qual serd enviada para a circulagdo (Webber et al., 1996). O OEO contém flavonoides que
podem se ligar a receptores de insulina, promovendo o uso da glicose armazenada como
glicogénio nos tecidos (Agullo et al., 1997). Logo, sugere-se que estes peixes estavam em
situacdo de maior demanda energética, uma vez que seus musculos estavam em crescimento
por hiperplasia. Isso também explica a menor concentracdo de glicogénio no figado dos peixes
alimentados com dietas contendo cerca de 1,60 g kg'! de OEO.

O OEO se destaca também por melhorar a drea de superficie intestinal (Ferreira et al,
2016), e assim absor¢do de nutrientes pelos peixes (Oetting et al., 2006; Windisch et al., 2008).
Para Petrolli et al., (2012) o desenvolvimento do trato gastrointestinal pela a¢do do carvacrol,
presente no OEOQ, ocorre principalmente sobre a mucosa intestinal dos animais. Isto ocorre por
que o carvacrol atua estimulando os processos de divisdo celular e também modulando a flora

bacteriana, de modo que ocorra diminui¢do na competi¢do por nutrientes entre bactérias e
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animal. Neste estudo, porém, ndo houveram melhorias na mucosa significativas na mucosa
intestinal dos peixes alimentados com o OEO. Isso pode ter ocorrido devido a maior demanda
energética para a producdo de células musculares.

Diversos estudos apontam melhorias no crescimento de peixes alimentados com OEO.
Foram observadas melhorias em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Seden et al., 2009;
Abdel-Latif & Khalil, 2014; El-Hawarry et al., 2018), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(Ahmadifar et al., 2011; Diler et al., 2016), lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)
(Ferreira et al., 2014) e bagre americano (Ictalurus punctatus) (Zheng et al., 2009). Os autores
atribuem essa melhora no desempenho produtivo ao efeito benéfico do OEO sobre a flora
intestinal, a secrecdo de enzimas digestivas e a seu potencial antioxidante. Entretanto, assim
como observado em nosso estudo, o uso do OEO ou seus principios ativos em dietas de peixes
nao promoveu maior desempenho produtivo em tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
(Campagnolo et al., 2013), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Yilmaz et al., 2015) , robalo
(Dicentrarchus labrax) (Volpatti et al., 2013) e jundid (Rhamdia sp.) (Melo et al., 2016).
Portanto estudos que avaliem outros aspectos, como o crescimento muscular e metabolismo
energético de peixes alimentados com OE sao de suma importancia.

Em conclusao, os resultados do presente estudo indicam que a inclusdo dietética de 2,0
g kg'!' de OEO em dietas processadas, melhorou o crescimento muscular em juvenis de L.

alexandri.
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CAPITULO 2

Efeito do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) na bioquimica
sérica, atividade antioxidante e histomorfometria hepatica de juvenis de
Lophiosilurus alexandri

Artigo redigido com base nas normas do periddico Journal of Fish Biology.
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Efeito do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) na bioquimica sérica, atividade
antioxidante e histomorfometria hepatica de juvenis de pacama (Lophiosilurus
alexandri)

RESUMO: Avaliamos os efeitos de 90 dias de suplementacdo dietética com diferentes
niveis de 6leo essencial de orégano (OEO) (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 g kg‘l) sobre a bioquimica
sérica, atividade antioxidante e histomorfometria hepdtica de juvenis de Lophiosilurus
alexandri. Os dados foram analisados por meio de ANOVA e regressdo polinomial ao nivel
de 5 % de probabilidade. O OEO ndo alterou as concentragdes séricas de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotranseferase (ALT), proteina total, ureia e creatinina.
O nivel estimado de 1,28 g kg™! de OEO levou a maior concentragio sérica de gama-glutamil
transferase (GGT) nos peixes. Nao houve efeito do OEO sobre a atividade das enzimas
catalase (CAT), superdxido-dismutase (SOD) e do produto malondealdeido (MDA) no
figado dos peixes. O nivel estimado de 0,87 g kg'! de OEO levou & maior atividade da
glutationa-S-tranferase (GST) no tecido hepético. Nas branquias nao houve efeito do OEO
sobre a atividade da SOD e GST. No entanto, o nivel estimado de 2,5 g kg‘1 levou a menor
atividade da CAT e o de 2,0 g kg™! & maior concentracio de MDA nas branquias dos peixes.
Nao houveram efeitos dos diferentes niveis de OEO sobre a histomorfometria hepatica dos
peixes. Nossos resultados indicam que doses préximas de 1,0 g kg! de OEO melhoram a

capacidade antioxidante de L. alexandri.

Palavras-chave: carnivoro, carvacrol, extrato vegetal, estresse, figado
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1. INTRODUCAO

A adic¢do de 6leos essenciais (OE) em dietas para peixes vem sendo proposta com a
finalidade de melhorar a satde e o estado nutricional dos animais. Os mecanismos de a¢ao
dos OE no organismo dos animais vao desde o controle de patégenos (Luchese, 2009) e
melhora da digestao (Mitsch et al., 2004) e absorc@o dos nutrientes (Ferreira et al., 2016) a
melhoria da atividade antioxidante (Zheng et al., 2009).

Em dieta para peixes, o 6leo essencial de orégano (OEO) se apresenta como um dos
mais promissores aditivos de origem vegetal. O OEO possui compostos como o carvacrol e
o timol (Bamipidis et al., 2005), que sdo capazes de promover melhorias no desempenho
produtivo (Ahmadifar et al., 2011; Diler et al., 2017), na atividade antioxidante (Zheng et
al., 2009; Giannenas et al., 2012) e histologia hepatica (Ferreira et al., 2016) dos peixes. No
entanto ainda sdo poucos os estudos que investigam alteracdes fisioldgicas e histoldgicas em
peixes alimentados com OEO. A andlise bioquimica do sangue (Rodrigues et al., 2018) e a
histologia do figado dos peixes (Frerichs & Roberts 1989; Takashima & Hibiya 1995) sao
boas ferramentas na avaliacdo do estado nutricional e ocorréncia de distirbios metabdlicos
nos peixes.

Além disso, condi¢des de cativeiro podem ser extremamente estressoras para 0s
peixes, principalmente se tratando de espécies de hdbito alimentar carnivoro. O estresse
oxidativo € o desequilibrio entre antioxidantes e espécies reativas, podendo levar a danos
celulares (Agrawal & Sharma, 2010). Para evitar tais danos, as células possuem enzimas
como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa S-transferase (GST)
(Hermes-Lima 2004). O aumento do potencial antioxidante em peixes alimentados com OE
se deve a presenca de compostos ativos que desativam os radicais livres, impedindo os
processos de oxidacdo (Oetting, 2006). Logo, a quantificagdo destas enzimas e do produto
da peroxidagdo lipidica malondealdeido (MDA) cujo acumulo é altamente citotéxico
(Hershko, 1989), também podem ser utilizados para avaliar o fisiologico de estresse dos
peixes alimentados com OE.

O pacama, Lophiosilurus alexandri, peixe da ordem dos Siluriformes € endémico da
bacia do Rio Sdo Francisco. E uma espécie carnivora, de habito sedentério (Tendrio et al.,
2006) e comportamento alimentar noturno (Kitagawa et al., 2015). Esta espécie apresenta
excelente potencial de crescimento, podendo chegar a oito quilos na natureza (Cardoso et

al., 1996). Além disso, esta espécie vem chamando a atencdo de pesquisadores e piscicultores
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pela excelente qualidade de carne, sem espinhos intramusculares, e pelo alto rendimento de
filé (Santos & Luz, 2009).

Assim, com o presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos da inclusao do OEOQ,
sobre a bioquimica sérica, a atividade antioxidante nos tecidos hepatico, branquial e

muscular, e também sobre a histomorfometria hepética de Lophiosilurus alexandri.
2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Peixes I do Setor de
Piscicultura da Universidade Federal de Vigcosa - UFV, Brasil, sendo aprovado pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producio, processo n°® 56/2017.

2.1 Delineamento e dietas experimentais

O experimento foi realizado utilizando-se delineamento inteiramente com quatro
tratamentos e quatro repeti¢des. Os tratamentos consistiram de dietas isoproteicas (350 g kg
! de protefna bruta) e isoenergéticas (440 Kcal kg! de energia bruta), contendo os niveis de

0,0;1,0;2,0e4,0 g kg‘1 de OEO obtido da planta Origanum vulgare (Tabela 10).
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Tabela 10. Composicao e andlise quimica das dietas experimentais.

. . OEO (gkgh

Ingredientes (g kg™!) 0.00 1.00 2.00 4.00
Farelo de soja 195,00 195,00 195,00 195,00
Farinha de peixe 400,00 400,00 400,00 400,00
Fuba de milho 17520 17520 175,20 175,20
Farelo de trigo 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo essencial de orégano1 0,00 0,00 0,00 0,00
Caulin 20,00 20,00 20,00 20,00
Celulose 20,00 20,00 20,00 20,00
Lisina 4,00 4,00 4,00 4,00
Metionina 5,50 5,50 5,50 5,50
Oleo de soja 70,00 70,00 70,00 70,00
Vitamina C 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal 5,00 5,00 5,00 5,00
Premix mineral e vitaminico? 5,00 5,00 5,00 5,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20
Andlises quimicas®

Matéria seca (MS) (%) 91,59 91,21 91,07 92,10
Proteina bruta (% MS) 35,17 35,32 35,17 35,42
Energia Bruta 3 (Kcal kg™) 4494,0 4439,0 4494,0 44320
Energia Bruta:Proteina Bruta (Kcal kg™) 1,27 1,25 1,27 1,25
Extrato etéreo (% MS) 13,60 12,39 14,75 13,27
Cinzas (% MS) 10,89 10,89 11,04 10,80

"Produto comercial éleo essencial de orégano — Origanum vulgare (Mundo dos Oleos LDTA);

2Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000UT; Vit. D3; 200.000UI; Vit. E, 12.000mg;
Vit. K3, 2.400mg ;Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac. Félico,
1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg;
Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; Iodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio,
20mg.

3Butilhidroxi tolueno (antioxidante).

*Analisada de acordo com Detmman et al., (2002).

>Composi¢io quimica por meio de andlises laboratoriais (INCT, 2012), realizadas no Laboratério de Analise
de Alimentos do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.
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Tabela 11. Composi¢ido quimica do OEO.

Composicdo quimica’ g 100g™!
Carvacrol 630,0
Timol 47,0
p-cimeno 128,0
y-terpineno 84,0
a-pineno 16,0
Cis-sabineno hidrato 16,0
B-cariofileno 14,0
Mirceno 14,0
a-Terpineno 11,0
Sabineno 8,0
Canfeno 7,0
a-thujeno 0,4
1,8-cineol 0,3

Meétodo de andlise: cromatografia gasosa de alta resolu¢ao (HP 5890,
Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA). Coluna: 25m x 0.25 mm BP1
(SGE). Temperaturas: Coluna: 60°C (3 min), 3 °C/min até 200°C. Injetor:
250 C Split: 1/200. Detector FID: 250°C. Volume de injecdo: 1 pL (0.5%
concentracdo de 0,5% de cloroférmio).

2.2 Peixes e condicoes de cultivo

Juvenis de L. alexandri (15,7 £1,8 g; 9,5 + 0,45cm) foram distribuidos em 16 tanques
circulares (80L), na densidade de cinco peixes por tanque. Os tanques foram mantidos em
sistema de recirculacdo de dgua (vazdo de 1,5 L min") equipado com filtros biolégico,
mecanico e ultravioleta, aera¢do continua e temperatura de 25,18 + 0,13°C. A amdnia toxica
manteve-se em 0,0 + 0,01 mg L' e foi averiguada por meio de kits de andlise Labcon®, e
oxigénio dissolvido em 5,36 * 0,5 mg L' analisador automatico de oxigénio (YSI-550°,
EUA). O laboratério foi mantido em fotoperiodo de 12h, controlado por timer analdgico.

Os peixes foram alimentados nos horarios de 8:00 e 17:00 horas até a saciedade visual
aparente, por 90 dias. Diariamente, foram retirados Y4 da dgua dos tanques para sifonagem

das fezes e manutencao da qualidade da 4gua.
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2.3 Bioquimica sérica

Amostra de sangue de um peixe de cada unidade experimental (n = oito por
tratamento) foi obtida por meio de corte com bisturi na regido do pedinculo da nadadeira
caudal dos peixes e o sangue foi coletado em seringa heparinizada (Iml). O sangue foi
centrifugado por 15 minutos a 5000rpm e no plasma determinou-se os niveis de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-glutamil-transpeptidase
(GGT), proteina total, ureia e creatinina, utilizando-se kit colorimétrico Bioclin® (Quibasa
- Quimica Bésica, Belo Horizonte, Brasil). As leituras foram realizadas em equipamento BS
200 (Clinical Chemistry Analyzer Mindray®) no comprimento de onda indicado pelo

fabricante dos Kkits.
2.4 Atividade antioxidante

Amostras de figado e branquias de dois peixes de cada unidade experimental (n = 12
por tratamento) foram homogeneizadas em tampao fosfato (pH 7,4) e centrifugadas a 12000
rpm (4°C) por 10 min. No sobrenadante foram estimadas a atividade das enzimas
antioxidantes e a concentra¢do de metabdlitos provenientes da acdo de espécies reativas de
oxigénio. Foram determinadas a das atividades das enzimas catalase (CAT), pelo método
descrito por Aebi, (1984), superéxido dismutase (SOD), pelo método de Dieterich et al.,
(2000) adaptado para leitor de Elisa a 570 nm e glutationa-S-transferase (GST), pelo método
descrito por Habig (1976). Os resultados obtidos para CAT, SOD e GST foram expressos
em U CAT mg de proteina™’; U SOD mg de protefna™ e umol min! g’!, respectivamente.

O produto malondealdeido (MDA foi quantificado utilizando-se o método descrito
por Buege & Aust (1978). Foi adicionado ao sobrenadante, solucio TBARS (4cido
tricloroacético a 15%, acido tiobarbitirico a 0,375% e HC1 a 0,25 N), em seguida, a mistura
foi colocada em banho-maria (90°C por 15min), resfriada e centrifugada a 10.000 rpm por
10 min. O sobrenadante resultante foi coletado e levado ao espectrofotdmetro a 535 nm para
leitura. Para o cdlculo utilizou-se o coeficiente 1,56. 10° M cm™'. O resultado foi expresso

em uM mg protefna'de proteina.

2.5 Histomorfometria hepatica

Para anélise histomorfométrica do tecido hepatico foram coletados fragmentos de
figado de dois peixes por unidade experimental (n = oito por tratamento), fixados em solucdo

de formalina 10% por 12 horas e em seguida desidratados em uma série alcodlica crescente
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para incorporacao em historesina (Historesin®, Leica, Sao Paulo, SP, Brasil). O material foi
cortado transversalmente de forma semiseriada em micrétomo (Leica RM2255), obtendo-se
cortes de trés um de espessura. Foram dispostos em lamina de vidro histolégico dez cortes
de cada fragmento. O tecido foi corado com hematoxilina e eosina, e a preparacdo fixada
com Entellan®. As laminas foram fotodocumentadas utilizando-se microscopio de luz
(Olympus BX53, Téquio, Japao), com uma camera acoplada (Olympus DP73), e as imagens
analisadas por meio do software ImagePro-Plus®.

Para andlise do tecido hepdtico as imagens foram sobrepostas em uma grade, com
234 pontos, e procedeu-se a contagem dos nucleos, capilares sanguineos e citoplasma
presentes nos pontos de intersec@o de cinco imagens por animal. Os didmetros nucleares dos

hepatdcitos foram estimados através da medida de 100 nicleos por animal.

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o software R versdo 3.3.2, onde foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-WILK. Em seguida foram submetidos a
andlise de variancia de duas vias, e quando apresentado diferenca (p < 0,05), foi realizada

andlise de regressao polinomial.

3. RESULTADOS
3.1 Bioquimica sérica

Os niveis dietéticos de OEO nao afetaram (P > 0,05) as concentragdes séricas de
AST, ALT, proteina total, uréia e creatinina (Tabela 12). Houve apenas alteracao nos
niveis séricos de GGT dos peixes (P < 0,05). De acordo com a anélise polinomial, 1,28 g

kg de OEO levaram a maior concentra¢io sérica de GGT em juvenis de L. alexandri

(Tabela 12).

3.2 Atividade antioxidante

Tecido hepdtico

No figado, ndo houveram efeitos dos niveis de OEO sobre a atividade das enzimas
CAT, SOD e do produto MDA. Houve apenas efeito do OEO sobre a atividade da enzima
GST. De acordo com a andlise polinomial, o nivel de 0,87 g kg”' de OEO levou a maior

atividade desta enzima no tecido hepatico dos peixes (Tabela 13).
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Tecido braquial

Nas branquias, houve efeitos dos niveis dietéticos de OEO na atividade das enzimas
CAT, e também no produto MDA (P < 0,05). De acordo com a andlise polinomial, 2,5 g kg
' de OEO levou a menor atividade da CAT nas branquias dos peixes (Tabela 14). A

concentragio do produto MDA foi maior com o nivel de OEO de 2,0 g kg! (Tabela 14).

3.3 Histomorfometria hepatica

Nao houveram efeitos dos niveis de OEO sobre a histomorfometria dos hepatdcitos

de L. alexandri (Tabela 15).

Tabela 12. Bioquimica sérica de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados com dietas

contendo diferentes niveis de OEO.

OEO (gkg" P-

0,0 1,0 2,0 4,0 valor
AST uidL)  1825+0,96  2425+4,19 24,75+1504 24,75+1223 0,74
ALT (uldLy  7,00£2,94  10,75+£574  7,67+252  875+486 0,65
GOT' wdLhy  7,25+0,50  7,33+0,58  8,00+£141 433252 0,04
TP (¢ ml) 1,60£0,10  1.87+0,07  1,80+020  1,70£020 0,36
URE (mgdL") 14,00£1,15 19,75+732 1225+538 11,00+6,16 0,17
CRE (mgdL")  0,32+0,07  0,36+0,09  042+0,12  035+007 053

Proteina total (PT); ureia (URE); creatinina (CRE);

Y =-0,48x* + 1,26x + 7,09, R? = 0,94;

Valores apresentados como médias + CV (n = 8)

Tabela 13. Atividade antioxidante no figado de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados

com dietas contendo diferentes niveis OEO.

OEO (gkg"

P -

0,0 1,0 2,0 4,0 valor
CAT 24,260 + 28,818 + 30,185 + 33,174 + 0.13
(U CAT mg proteina™) 0,741 3,984 6,445 1,209 ’
SOD 0,181 + 0,222 + 0,255 + 0,189 + 0.14
(U SOD mg proteina™) 0,032 0,042 0,056 0,051 ’
GST! 27,708 + 28,854 + 27,200 + 20,065 + 0.05
(umol min"'g™) 1,566 3,821 3,719 5,306 ’
MDA 0,582 + 0,599 + 0,699 + 0,679 = 015
(uM mg proteina™) 0,110 0,089 0,026 0,041 ’

'Y =0,86x% + 1,51x + 27,84, R* = 0,99;

Valores apresentados como médias + CV (n = 12).
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Tabela 14. Atividade antioxidante nas branquias de juvenis de Lophiosilurus alexandri

alimentados com dietas

OEO (g ke") P
0.0 1,0 2,0 4,0 valor
CAT! 0,457 + 0,416 + 0,301 = 0,333 + 0.04
(U CAT mg proteina™) 0,173 0,145 0,120 0,076 ’
SOD 0,126 + 0,204 + 0,159 + 0,165 + 0.07
(U SOD mg proteina™) 0,032 0,105 0,062 0,048 ’
GST 4,408 + 4,713 + 3,510 + 4,785 + 0.38
(umol min'g!) 1,544 2,080 1,425 2,108 ’
MDA? 2,33 + 2,78 £ 2,03 £ 3,59 + 0.00
(uM mg proteina™) 0,659 0,540 0,492 0,968 ’

'Y =0,01x*- 0,10 x + 0,47, R? = 0,85;
%Y =0,01x% + 0,04x + 0,13, R? = 0,39;
Valores apresentados como médias + CV (n = 12).

Tabela 15. Histomorfometria hepatica de juvenis de Lophiosilurus alexandri alimentados

com dietas contendo diferentes niveis de OEO.

OEO (gkg" P-
0,0 1,0 2,0 4,0 valor

Nicleos (%) 737+0,69 799+122 837+097 7,55+044 0,58
Citoplasma (%) 82,01 +2,56 80,62 +1,35 77,90+2,00 7597+5,60 0,19
Capilares (%) 10,22 £0,16 12,15+1,39 13,58 +120 13,16+0,90 0,06
Bfl‘)metro niicleos 533+0,00 528+028 528+049 549+0,10 0,79

Valores apresentados como médias + CV (n = 8).

4. DISCUSSAO

O presente estudo mostra que a suplementacdo dietética com baixos niveis de OEO
exerceu efeito positivo sobre a atividade antioxidante de juvenis do bagre neotropical, L.
alexandri. Foi observado aumento da atividade da GGT e da GST em peixes alimentados
com niveis de OEO préximos a 1,0 g kg™'. Por outro lado, niveis mais elevados de OEO,
préximos de 2,0 g kg™!, diminufram a atividade da enzima CAT e elevaram as concentragdes
de MDA no tecido branquial dos peixes.

O aumento da atividade da GST no figado dos peixes indica que o OEO

provavelmente atuou melhorando a capacidade antioxidante deste tecido. A GST possui a
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capacidade de promover a associacdo da glutationa (GSH) com metabdlitos potencialmente
perigosos para os seres vivos (Oliveira et al., 2017), tais como agentes quimicos e produtos
da peroxidacdo lipidica (Galleano & Puntarulo, 1995). Portanto, o aumento da atividade
desta enzima indica melhorias na capacidade de metabolizar compostos prejudicais ao
organismo. A GST se liga a estes conjugados e os leva para fora das células, onde sdao
clivados pela acdo da GGT (Suzuki et al., 2001). No presente estudo, peixes alimentados
com cerca de 1,0 g kg'! de OEO também apresentaram maiores concentracdes plasmaticas
de GGT. A elevacgdo dos niveis séricos de GGT pode ser frequentemente relacionada a lesao
hepdtica. No entanto ndo houveram alteracdes nas concentracdes séricas das
aminotrasferases, ALT e AST, comumente utilizadas na identificacdo de lesdes hepdticas
(Kaneko, 2008). Também ndo foram observadas alteracdes na andlise histoldgica do tecido
hepatico dos peixes. Logo, o aumento da concentracio sérica da GGT pode estar relacionado
ao aumento de produtos metabolizados pela acdo da GST nos peixes alimentados com cerca
de 1,0 g kg! de OEO, indicando maior atividade antioxidante e combate a radicais livres
neste tecido.

A atividade antioxidante da maioria dos OEs ¢ atribuida a presenca de compostos
fendlicos, que atuam como eliminadores de radicais (Franz et al., 2010). Em jundid (Rhamdia
quelen) a atividade da GST no figado foi de 30% a 25% maior com a adicio de 0,5 mL kg™
de 6leo essencial de Lippia alba que nos peixes alimentados com 0,25 e 2,0 mL kg™! (Saccol
et al., 2013). A administracao dietética de 6leo essencial de Thymus vulgaris, cujos principios
ativos também sdo o timol e o carvacrol, também aumentou a atividade da GST no figado
da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), sendo o melhor nivel de inclusio 1,0 mg kg™
(Sonmez et al., 2015). O figado é um importante local de desintoxicacdo e, portanto, muito
importante no entendimento do papel das enzimas antioxidantes (Bagnyukova et al., 2005).
Este € o principal 6rgao de sintese de GSH (Deneke & Fanburg, 1989). Assim, as diferencas
observadas nos tecidos analisados podem ser devido a diferentes taxas de geragao de radicais
livres, diferencas na suscetibilidade a danos oxidativos e até a diferentes capacidades
antioxidantes dos tecidos.

No tecido branquial dos peixes, niveis mais elevados de OEO, diminuiram a atividade
da CAT e elevaram as concentracdes de MDA. A CAT converte o peroxido de hidrogénio,
cuja acdo oxidativa pode ser prejudicial a alguns tipos de células, em dgua e oxigénio (Droge,
2002). J& o MDA € um produto da peroxidagdo lipidica, altamente citotoxico para o

organismo (Hershko, 1989). Portanto, estes resultados indicam que peixes alimentados com
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doses mais elevadas de OEO apresentaram diminui¢do da atividade antioxidante e aumento
da peroxidacdo lipidica nas branquias. Isto pode ter sido porque em maior concentragdo, o
OEO pode ter resultado na producdo de subprodutos que interferiram na atividade
antioxidante dos peixes. Além disso, tecidos e 6rgdos tém diferentes taxas de atividade
metabdlica e consumo de oxigénio, sendo seus niveis de antioxidantes diferentes (Saccol et
al., 2013). Portanto, o fato de ter ocorrido altera¢des na atividade antioxidante das branquias
pode estar relacionado ao fato deste Orgdo suportar grande atividade metabdlica,
principalmente frente situagdes estressoras.

S@o poucos os estudos que avaliaram o efeito dos extratos de orégano sobre a
histologia do figado, sendo os resultados destes controversos. Neste estudo, ndo foram
observadas alteracdes entre os peixes alimentados com os diferentes niveis de OEO. Ygit et
al. (2017) avaliando a histologia hepdtica da truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
observaram leve necrose ou degeneracdo em peixes alimentadas com dietas contendo altos
niveis de inclusao de OEO, Origanum onites. Entretanto, em lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), Ferreira et al. (2016), relatou aumento nos percentuais de citoplasma
associado a aumento na deposi¢ao de glicogénio e diminui¢do nos percentuais de nicleos e
capilares sanguineos dos hepatdcitos de peixes alimentados com altos niveis de OEOQ,
Origanum vulgare. Portanto,

Os resultados deste estudo demonstram que os efeitos do OEO variam com a espécie
de peixe e com o nivel de inclusdo utilizado. Além disso, concluimos que a suplementacdo
com 1,0 g kg'! de OEO na dieta de L. alexandri é recomendada por melhorar o potencial

antioxidante dos peixes.
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