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RESUMO

KANASHIRO, Marcio Yoshiyuki, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2015. Avaliagdo do 6leo de orégano em dietas para lambarik-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae) em diferentes densidades de estocage@rientador: Jener
Alexandre Sampaio Zuanon. Coorientadora: Ana Lucia Salaro.

A densidade de estocagem pode influenciar o crescimento dos peixes, podendo levar a
diminuicdo do bem-estar e comprometer a salde dos animais. Para minimizar os
efeitos adversos de densidades de estocagem inadequadas, tem-se utilizado
promotores de crescimento em suas dietas. Dentre os produtos utilizados na producéo
animal com esse propoésito destacam-se as plantas aromaticas, seus extratos e 0leos
essenciais. Um dos 6leos essenciais com potencial para ser usado como aditivo em
racBes animais é o 6leo de orégano, extraido da planta Origanum vulgare, em funcéo
de suas propriedades antibacteriana, antifangica, antioxidante, anti-inflamatéria, anti-
helmintica e digestiva. Assim, com o presente estudo objetivou-se avaliar o efeito da
densidade de estocagem sobre o desempenho produtivo e o bem estar de lambari-do-
rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), bem como avaliar o potencial do éleo de
orégano como modulador das respostas de estresse. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial com quatro densidades de estocagem e
duas dietas, com quatro repeticdes. Foram avaliadas quatro densidades de estocagem
(0,17; 0,42; 0,58 e 0,75 peixed)Le duas dietas praticas, sendo uma controle, sem
6leo de orégano, e uma contendo 0,5 § &g 6leo de orégano. Os peixes (3,44 +

0,06 g) foram mantidos em aquarios contendo 60L de agua, dotados de aeracao, filtro
biolégico e temperatura controlada por aquecedores e termostatos (27 + 1°C). Os
peixes foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao dia, durante 120
dias. Ao final do periodo experimental foram avaliados o desempenho produtivo, a
gualidade da agua, as respostas de estresse, estresse oxidativo e patologias nas
branquias. A avaliacdo dos efeitos da densidade de estocagem e suplementacdo com
Oleo de orégano na dieta sobre as variaveis estudadas foi realizada por meio de analise
de variancia e de regressao polinomial ao nivel de 5% de probabilidade. Nao houve
interacao significativa entre as densidades de estocagem e a suplementacgéo de 6leo de
orégano na dieta para as variaveis estudas, exceto para amonia toxica. Houve efeito da
densidade sobre o oxigénio dissolvido, pH e nitrito na agua. Para o oxigénio
dissolvido observou-se efeito linear decrescente, para nitrito, efeito linear crescente e

para o pH, efeito quadratico da densidade de estocagem, com valor estimado que

xiii



minimiza essa variavel igual a 0,62 peixé&s Para amonia toxica, observou-se efeito
guadratico da densidade para os peixes alimentados com a dieta controle, com valor
estimado que minimiza essa variavel igual a 0,31 peiXeshquanto que para 0s
peixes alimentados com a dieta suplementada com 6leo de orégano observou-se efeito
linear crescente da densidade. A concentracdo de amodnia toxica na agua dos peixes
alimentados com a dieta controle foi maior que a dos peixes alimentados com a dieta
suplementada com 6leo de orégano, na densidade de 0,75 péieard a glicose

houve efeito quadratico da densidade de estocagem, sendo estimado o valor que
minimiza essa variavel igual a 0,31 peixés Para o cortisol plasmatico houve efeito
guadratico da densidade de estocagem, sendo estimado o valor que maximiza essa
variavel igual a 0,53 peixes'L Para a concentracdo de malondialdeido houve efeito
linear crescente da densidade de estocagem e para a enzima superdxido dismutase
houve efeito quadratico da densidade, com valor estimado que minimiza essa variavel
igual a 0,57 peixes't Para a enzima catalase houve efeito significativo da dieta, com
menor valor para os peixes alimentados com a dieta suplementada com 6leo de
orégano. Para o indice de histopatologia branquial houve efeito linear crescente da
densidade de estocagem. Os resultados de qualidade de agua (aménia toxica) e da
concentracdo de glicose sanguineo indicam que a melhor densidade de estocagem
para essa espécie é de 0,31 peixésDessa forma, pode-se concluir as mais altas
densidades de estocagem utilizadas comprometem o desempenho produtivo, o bem
estar e a integridade branquial de Astyanax altiparanae. O 6leo de orégano ndo atua
como modulador das respostas de estresse, porém, atua no metabolismo do

nitrogénio, com menor excre¢cdo de amonia em Astyanax altiparanae.
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ABSTRACT

KANASHIRO, Mércio Yoshiyuki, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May
2015.Oregano oil assessment in diets for minnows from the lambadie-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae) at different stocking densitiesAdvisor: Jener
Alexandre Sampaio Zuano@o-advisor: Ana Ldcia Salaro.

The stocking density can influence positively or negatively the fish growth and can
lead to decreased welfare and compromise the health of animals. To minimize the
adverse effects of inadequate stocking densities, growth promoters have been used in
their diets. Among the products used in animal production for this purpose there are
the herbs, their extracts and essential oils. One of the essential oils with the potential
to be used as a growth promoter in animal feed is the oregano oil, extracted from the
plant Origanum wulgare, due to its antibacterial, antifungal, antioxidant, anti-
inflammatory, anthelmintic and digestive properties. Thus, the present study aimed to
evaluate the effect of stocking density on growth performance and welfare of the
lambari (Astyanax altiparanae), and to assess the oregano oil's potential as a
modulator of the stress responses. The experimental design was completely
randomized in a factorial design with four stocking densities and two diets, with four
replications. Four stocking densities (0.17; 0.42; 0.58 and 0.75 fishrid two diets

were evaluated, being one control without oregano oil and one containing 05 g kg
of oregano oil. Fish (3.44 + 0.06 g) were kept in aquaria containing 60L of water,
equipped with aeration, biological filter and temperature controlled heaters and
thermostats (27 + 1 ° C). Fish were fed to apparent satiation four times a day during
120 days. At the end of the experiment were evaluated the productive performance,
water quality, stress responses, oxidative stress and diseases in the gills by calculating
the gill histopathology index. The assessment of the effects of stocking density and
oregano oil supplementation on the variables studied was performed by analysis of
variance and polynomial regression at 5% probability. There was no significant
interaction between stocking densities and the oregano oil supplementation in the diet
for the studied variables, except for toxic ammonia. There was a significant effect of
density for dissolved oxygen, pH and nitrite in the water. It was observed decreasing
linear effect for dissolved oxygen, increasing linear effect for nitrite, and quadratic
effect for pH, with the estimated value that minimizes this variable equal to 3.62 L
fish. To toxic ammonia was observed quadratic effect the density for fish fed the

control diet, estimated that minimizes this variable equals 0.31 fisivhile for fish
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fed the diet supplemented with oil oregano there was a linear increase in density. The
toxic ammonia content in the water of the fish fed the control diet was higher than
that of fish fed the diet supplemented with oregano oil in the stocking density 0.75
fish L. For glucose, quadratic effects of stocking density was observed, with the
estimated value that minimizes this variable equal to 0.31 fishFor plasma
cortisol, it was observed quadratic effects of stocking density, with the estimated
value that maximizes this variable equal to 0.53 fish [Eor the malondialdehyde
content there was a linear increase of stocking density and the enzyme superoxide
dismutase there was a quadratic effect of stocking density, with the estimated value
that minimizes this variable equal to 0.57 fisfi. [For the enzyme catalase, it was
observed significant effect of diet with lower value for fish fed the diet supplemented
with oregano oil. For the gill histopathology index it was observed increasing linear
effect of stocking density. The results of water quality (toxic ammonia) and blood
glucose level indicates that the best stocking density of this species is 0.31'.fish L
Thus, it can be concluded that high stocking densities used undertake productive
performance, welfare and gill integrity of the Astyanax altiparanae. Oregano oil does
not act as a modulator of stress responses, however, operates on nitrogen metabolism,

with lower ammonia excretion in Astyanax altiparanae.
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AVALIACAO DO OLEO DE OREGANO EM DIETAS PARA
LAMBARIS-DO-RABO-AMARELO (Astyanax altiparanae) EM
DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM

Artigo redigido com base nas normas do perioéguaculture.



Resuma Juvenis de Astyanax altiparanae foram cultivados em quatro
densidades de estocagem (0,17; 0,42; 0,58 e 0,75 pétxesalimentados com

duas dietas, sendo uma controle e uma contendo 0,3 dekgleo de orégano.

Para amonia toxica, observou-se efeito quadratico da densidade para os peixes
alimentados com a dieta controle, sendo o valor que minimiza essa variavel
igual a 0,31 peixest, enquanto que para os peixes alimentados com a dieta
contendo 6leo de orégano observou-se efeito linear crescente da densidade. Na
densidade de 0,75 peixes'la concentracdo de aménia téxica na agua dos
peixes alimentados com a dieta controle foi maior que a dos peixes alimentados
com a dieta contendo 6leo de orégano. Para a glicose houve efeito quadratico da
densidade de estocagem, sendo o valor que minimiza essa variavel igual a 0,31
peixes [!. Para o cortisol plasmatico houve efeito quadratico da densidade,
sendo o valor que maximiza essa variavel igual a 0,53 peiteParaa
concentracdo de malondialdeido houve efeito linear crescente da densidade e
para a enzima superoxido dismutase houve efeito quadratico da densidade,
sendo o valor que minimiza essa variavel igual a 0,57 peixeBdra a enzima
catalase observose menor valor para os peixes alimentados com a dieta
contendo 6leo de orégano. Para o indice de histopatologia branquial houve
efeito linear crescente da densidade. Assim, conclui-se que altas densidades
comprometem o desempenho produtivo, 0 bem estar e a integridade branquial
de Astyanax altiparanae. O 6leo de orégano ndo atua como modulador das
respostas de estresse, porém, atua no metabolismo do nitrogénio, com meno
excrecao de amonia em Astyanax altiparanae.

Palavras-chave: Desempenho produtivo, resposta de estresse, estresse oxidativo
e extratos vegetais.



1. Introducéo

A América do Sul destaca-se por apresentar grande diversidade na
ictiofauna, bem como abundancia de recursos hidricos e clima favoravel ao
cultivo de peixes. Dentre as espécies cultivadas, o lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), uma espécie de agua doce de pequeno porte, apresenta
rapido crescimento, habito alimentar onivoro, maturidade sexual precoce e
producdo de alevinos sem necessidade de inducdo hormonal (Goncalves et al.,
2014; Campelo et al., 2014). Atualmente, a maior parte de sua producdo atende
0 mercado de petiscos e iscas para pesca esportiva (Porto-Foresti et al., 2010).
Entretanto, 0 aumento na produtividade dessa espécie ainda depende de estudos
relacionados com a intensificacdo dos sistemas de producéo.

A intensificacdo dos sistemas produtivos tem possibilitado aumentar a
produtividade ocupando menor espaco fisico, com melhor aproveitamento da
agua e menor impacto ambiental. Entretanto, com a intensificacdo da producao
tém-se observado aumento da ocorréncia de doencgas nos organismos aquaticos
(Costa, 2003; Segner et al., 2012; Souza-Filho & Cerqueira, 2003; Hasan et al.,
2014) em fungdo, principalmente, do estresse decorrente das altas densidades de
estocagem (Ellis et al., 2002; Ashley, 2007; Vazzana et al., 2002; Gornati et al.,
2004; Montero et al., 1999).

A utilizacdo de densidades de estocagens inadequadas pode levar a
diminuicdo do bem-estar, comprometer a salde, causar reducao no crescimento
e induzir a comportamentos anormais dos peixes como, disputa hierarquica
(Irwin et al., 1999), comportamento grupal para captura de alimento e disputa
por espaco fisico (Pouey et al., 2011; Ellis et al., 2002; Leonardo & Baccarin,
2014). Para minimizar esses efeitos tem-se utilizado promotores de crescimento
nas racdes para melhorar a saude, a tolerancia ao estresse e o desempenho
produtivo dos animais (Mehrim, 2009). Dentre os produtos utilizados na
producdo animal com esse propdésito destacam-se 0s probioticos, prebidticos,
extratos e Oleos essenciais de plantas aromaticas. Um dos 6leos essenciais com
grande potencial para ser utilizado como aditivo é o 6leo de orégano (Fukayama
et al.,, 2004; Ferreira et al., 2014; Zheng et al., 2009), extraido da planta
Origanum wvulgare, em funcdo de suas propriedades antibacteriana, antifungica,

antioxidante, anti-inflamatdéria, anti-helmintica e digestiva (Burt & Reinders,



2003; Sartoratto et al., 2004; Zheng et al., 2009; Azuma et al., 1986; Force et
al., 2000; Cabuk et al., 2003). Suas propriedades sdo atribuidas a presenca dos
fendis carvacrol e timol e dos monoterpene®rpineno e p-cimeno, entre
outros (Bampidis et al., 2005; Zheng et al., 2009).

Assim, com o presente estudo objetivou-se avaliar o efeito da densidade
de estocagem sobre o desempenho produtivo e o bem estar de lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae), bem como avaliar o potencial do 6leo de

orégano como modulador das respostas de estresse.

2. Material e Métodos

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso Animais
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa (UFV),

protocolo n® 31/2012 (anexo I).

2.1. Animais e Condi¢des Experimentais

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo de Peixes do
Setor de Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da Universidade
Federal de Vigosa.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (4x2), com quatro repeticbes. Foram avaliadas quatro densidades de
estocagem (0,17; 0,42; 0,58 e 0,75 peix&sd_duas dietas praticas isoprotéicas
e isoenergéticas, sendo uma controle, sem 6leo de orégano, e uma contendo 0,5
g kg' de 6leo de orégano. O nivel de éleo de orégano utilizado foi estabelecido
com base nos resultados obtidos para a mesma espécie por Ferreira et al. (2014).
O 6leo de orégano (6leo essencial de orégano organico LAYZbbtido a
partir das folhas da planta Origanum vulgare, foi adicionado a dietaetaste
substituicdo ao ingrediente inerte caulim. A composicdo quimica do préduto
mostrada na tabela 1. O 6leo de orégano foi previamente misturado com 6leo de
soja para entao ser misturado aos demais ingredientes. A mistura foi peletizada,
seca em estufa de ventilacdo forcada (30°C por 24h), triturada, peneirada e
armazenada em geladeira.

Juvenis de lambari-do-rabo-amarelo pesando 3,44 + 0,06 g foram
mantidos em 32 aquarios contendo 60L de agua, em sistema estético, dotados de

aeracao, filtros mecanico e biologico e temperatura controlada por aguecedores
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e termostatos (27 + 1°C). Os aquarios foram cobertos com tela de nylon branca
(malha 2 mm) para evitar a fuga dos peixes. O laboratério foi mantido em
fotoperiodo de 12 horas, controlado por um temporizador.

Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente quatro vezes ao
dia (8; 11; 14 e 17 horas). Os aquéarios foram sifonados a cada 15 dias para
retirada de fezes. Ao final de 120 dias de experimento, os animais foram
eutanasiados por excesso de anestésico (6leo de cravo 406) mara coleta
das amostras.

Amostras das dietas-teste foram submetidas a analises quanto a
composicdo quimica. Para determinacda proteina bruta foi utilizado
protocolo descrito por Detmann et al. (2012). Extrato etéreo, matéria seca e
cinzas foram determinadas de acordo com protocolo da AOAC (1990) e energia

bruta obtida em bomba calorimétrica (Tabela 2).

Tabela 1

Composi¢éo quimica do 6leo de orégano fornecida pelo fabricante.
Constituinte g 100g"
a-thujeno 0,4
o-pineno 1,6
canfeno 0,7
sabineno 0,8
mirceno 1,4 1,4
o-terpineno 1,1
p-cimeno 12,8
y-terpineno 8,4
1,8 cineol 0,3
hidrato cis sabinen: 1,6
timol 4.7
carvacrol 63,0
[-cariofileno 1,4

Método de analise: Cromatografia Gasosa de Alta Resolugcao. CromatograsoHP G90.
Coluna: BP1 25m x 0,25mm (SGE). Temperaturas: Coluna; 60°C (3A)min, até 200°C.
Injetor: 250°C Split: 1/200. Detector FID: 250°C. Vol. de injecagll(concentracdo 0,5% em
cloroférmio).



Tabela 2

Formulacdo e composicdo quimica das dietas experimentais.

Niveis de 6leo de orégano nas dietas experimentais’jg

Ingrediente 0,0 0,5
Farelo de Soja 612,0 612,0
Glaten de Milho 110,0 110,0
Fubéa de Milho 123,1 123,1
Farelo de Trigo 60,0 60,0
Caulim 0,5 0,0
Oleo de Orégano 0,0 0,5
L - Lisina 0,9 0,9
DL - Metionina 2,3 2,3
Oleo de Soja 45,0 45,0
Fosfato Bicalcico 39,5 39,5
Sal comum 2,5 2,5
Suplemento 4,0 4,0
vitam/min*

BHT? 0,2 0,2
Composicdo quimica das dietas experimentais

Q/Iatéria seca (g Kg 906,2 931,4
)

Energia Bruta 4314,7 4358,3
(kcal kg?)

Proteina Bruta (¢ 357,1 357,4
kg™)

Extrato Etéreo (c 213,2 189,1
kg™)

Cinzas (g kg) 85,4 97,20
Fosforo 7,1 7,1
disponivet

Carvacrof 0,0 0,32
Timol* 0,0 0,02
p-cimend 0,0 0,06
y-terpinend 0,0 0,04

!Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000Ul; Vit.2D8.000UI; Vit.E,

12.000mg; Vit. K3, 2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vi6, B.000mg; Vit. B12,
4.800mg; Ac. Fdlico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C0@8\§; Biotina, 48mg;
Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro, 10.000mg; Cobre0t§; Manganés, 4.000mg;

Zinco, 6.000mg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg.

“Butil hidroxi tolueno (antioxidante);

3valores calculados para tilapia do Nilo conforme (Miranda et al., 2000)

“Valores calculados de acordo com a composicéo quimica do 6éleo de orégano apresémtad

fabricante (Tabela 1).



2.2. Desempenho produtivo
Ao final do experimento os peixes de cada unidade experimental foram

contados e pesados para avaliacdo dos seguintes parametros de desempenho
produtivo:

Taxa de Sobrevivéncia (TS) = namero final de peixes/nimero inicial de peixes

x 100;

Ganho de peso (GP) = peso firgleso inicial;

Biomassa final (BF¥ X peso final dos peixes;

Consumo de racao (CR) = peso da racéao inicpEso da racao final,
Converséao alimentar (CA) = CR/GP;

Taxa de crescimento especifico (TCE), utilizando a equacdo proposta por
Ricker (1979), apresentada a sequir:

_InPF(g) -InPI(9) 100
tempddias) . em que:

TCE

Pl = peso inicial médio dos peixes (Q);
PF = peso final médio dos peixes (g);
E os indices corporais;

Rendimento de carcaca (RC) = peso da carcaca/ peso vivo * 100, (calculado

separadamente para machos e fémeas);

indice viscerossomatico (IVS) = peso das visceras/peso vivo * 100 (calculado
separadamente para machos e fémeas);

indice gonadossomatico (IGS) = peso das gonadas/peso vivo * 100 (calculado
separadamente para machos e fémeas);

indice hepatossomatico (IHS) = peso do figado/peso vivo * 100;

2.3. Respostas de estresse
A anélise da glicemia sanguinea foi realizada por meio de tiras reagente

de glicose, utilizando-se monitor digital Accu-Chek ActiiRoche e o lactato



sanguineo foi mensurado por meio de tiras reagente de lactato, utilizando-se
monitor digital Accutrenl Plus Roche. Para a coleta do sangue foi realizado
corte com bisturi junto ao pedunculo da nadadeira caudal dos peixes, e 0 sangue
foi depositado diretamente nas tiras reagentes de dois peixes para a glicose (n =
8/tratamento) e um peixe para lactato (n = 4/tratamento), de cada unidade
experimental.

A analise do cortisol foi realizada no Laboratorio de Fisiologia e
Reproducdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa, através de imunoensaio quimioluminescente. Para a coleta do sangue
foi realizado corte com bisturi junto ao pedunculo da nadadeira caudal dos
peixes e 0 sangue foi coletado por meio de uma seringa de insulina
heparinizada. Foram utilizados oito peixes de cada unidade experimental para
obtencéo de pool que permitisse a obtencédo de quantidade de amostra suficiente
para a realizacdo das analises (n = 4/tratamento). Apos a coleta, o sangue foi
centrifugado a 2795 g por 10 minutos para a coleta do plasma, que foi
armazenado a -20.

2.4. Estresse oxidativo

As analises de estresse oxidativo foram realizadas no Laboratorio de
Ecofisiologia de Quirépteros do Departamento de Biologia Animal da UFV.

Apés a incisdo na regido opercular em um dos lados da cabeca, as
branquias foram retiradas e fragmentos dos arcos, filamentos e lamelas
branquiais (50 mg/peixe) foram coletadas de dois peixes por unidade
experimental (n = 8/tratamento), conservadas em nitrogénio liquido até o
término das coletas, e mantidas em freezélG80

O tecido branquial foi homogeneizado em tampé&o fosfato 50 mihol L
(pH 7,0) e a suspensdo centrifugada (16100 §Capér 10 minutos). Com o
sobrenadante foram realizadas as analises das enzimas catalase, superoxido
dismutase, glutationa S-tranferase e o produto da peroxidacdo lipidica
malondialdeido.

Para catalase, a atividade enzimatica foi mensurada no sobrenadante e
determinada pela taxa de queda do peréxido de hidrogés@»)(F10 mmol L
') em espectrofotdmetro a 240nm durante 60s (Abei, 1984).

Para superoxido dismutase, a atividade enzimatica foi determinada em

leitor de Elisa em 570 nm (Dieterich et al., 2000) baseado na capacidade desta
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enzima em catalisar a reacdo do superoxigdoe@ peroxido de hidrogénio e,
assim, diminuir a razao de auto-oxidacéo do pirogalol.

Para glutationa S-tranferase, a atividade enzimética foi mensurada
através da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada
pela variacdo da absorbancia em 340 nm por 60s em espectrofotbmetro. A
formacdo do conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) em reacdo nao enzimatica, sendo acelerada pela
atividade da enzima glutationa S-tranferase. Uma unidade (U) de glutationa S-
tranferase equivale a quantidade de enzima que forma 1mol do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingdo molar do
CDNB 340 = 9,6 mM cmi* foi utilizado para os célculos (Habig et al., 1974).

Para a determinacdo do malondialdeido foi adicionado ao sobrenadante a
solucéo de TBARS (acido tricloroacético 15%, 0,375% de &cido tiobarbiturico,
e HCL 0,25 N), os tubos foram mantidos em banho maria por 15 minutos,
resfriados e centrifugados a 699 g por 5 minutos. Em seguida a concentracao de
malondialdeido foi mensurada em espectrofotometria a 535 nm (Buege & Aust,
1978).

2.5. Analises histopatoldgicas das branquias

Apés a incisdo na regido opercular em um dos lados da cabeca, as
branquias foram retiradas e fragmentos dos arcos, filamentos e lamelas
branquiais foram fixados em solucéo de Bouin por 24 horas, sendo transferidos
posteriormente para alcool 70%. Os fragmentos branquiais foram colocados em
série etandlica crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 30
minutos, procedendo-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica).
Apés a inclusao, foram feitas seccfes semiidas de 3 um de espessura, em
micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045), utilizando-se navalhas de vidro. As
preparacdes foram coradas com azul de toluidina e borato de sédio 1% e
hematoxilina de Mayer e eosina , montadas com Entellan® (Merck).

As analises histopatologicas das branquias foram conduzidas utilizando
imagens digitais capturadas por meio de fotomicroscépio Olympus AX70 TRF,
no Laboratério de Citogenética do Departamento de Biologia Animal (UFV).
Foram observados dez campos aleatérios por repeticdo, nas quais foram

quantificadas as porcentagens de cada patologia encontrada. Com base nesses



dados foi calculado o indice de histopatologia branquial de acordo com a

formula abaixo:

IHB =} % patologias / total de patologias

2.6. Qualidade de 4gua
Quinzenalmente foram aferidos oxigénio dissolvido, por meio de

oximetro, pH, amdnia e nitrito, por meio de kits colorimétricos. A amonia
toxica (NHs) foi calculada com base na formula: aménia toxica = amonia
total/(1+1(©0902-PH*(2730/(273 2+temperaturg)))  Angs g afericdo dos  referidos
parametros de qualidade de agua, os aquérios foram sifonados para a retirada
das fezes.

2.7. Analises estatisticas

A avaliacdo do efeito da densidade de estocagem e da suplementacgéo de
Oleo de orégano na dieta sobre as variaveis de desempenho produtivo, indices
corporais, respostas de estresse, estresse oxidativo, histopatologias branquiais e
qualidade de agua foi realizada por meio de analise de variancia de duas vias
regressao polinomial ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software
SAEG 9.1. Para verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o
teste de Lilliefors. Para verificar a homogeneidade das variancias dos erros entre
os tratamentos foi aplicado o teste de Bartlett. Para escolha do modelo de
regressdo foi considerado a significancia dos coeficientes de regressao, a
magnitude dos coeficientes de determinacao, calculados em funcdo da soma
quadrados da regressdo/soma quadrados de tratamentos, bem como o

comportamento das varidveis em estudo.
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3. Resultados
3.1. Desempenho produtivo

N&o houve interacdo significativa entre densidade de estocagem e
suplementacao de 6leo de orégano na dieta, assim como da densidade e do Gleo
de orégano para as seguintes variaveis de desempenho produtivo: taxa de
sobrevivéncia, consumo de ragéo, rendimento de carcaca de machos e fémeas,
indice viscerossomatico de machos e fémeas e indice gdbnadossomatico de
machos e fémeas (Tabelp 3

Paa ganho de pesetaxa de crescimento especifico houve efeito linear
decrescente da densidade de estocagem. Para a biomassa final, converséo
alimentar e indice hepatossomatico houve efeito linear crescente da densidade
de estocagem (TabelaeF-iguras 1; 2; 3; 4 e 5, respectivamente). Para o indice
hepatossomatico também houve efeito significativo da suplementagcédo de 6leo
de orégano, sendo observado o maior valor para os peixes alimentados com a
dieta controle (Tabela)3

3.2. Respostas de Estresse

N&o houve interagcdo significativa entre densidade de estocagem e a
suplementacdo de Oleo de orégano na dieta para glicose, lactato sanguineos e
para cortisol plasmatico (Tabela 4). Para a glicose houve efeito quadratico da
densidade de estocagem, sendo estimado o valor que minimiza essa variavel
igual a 0,31 peixes t (Fig. 6). Para o cortisol plasméatico houve efeito
quadratico da densidade de estocagem, sendo estimado o valor que maximiza

essa variavel igual a 0,53 peixes (Fig. 7).
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Tabela 3
Desempenho produtivo e indices corporais de Astyanax altiparanae cultivados em diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas
suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e 0,5°g kg

Ollz ;(naist%gg;ngegg %égf cIIIEfeit_o da Densidade de estocag@gsixes ) Efeito dodleo  Controle  Oleo de orégano CV

orégano ensidade 0.17 0.42 0,58 0.75 de orégano (0,0 g kg (0,5 g kg') (%)

TS %) ns ns 93,75 97,00 99,64 98,06 ns 95,88 98,35 5,22
CR(g) ns ns 7,10 6,18 6,25 6,35 ns 6,73 6,21 13,29
GP (g) ns p=0,003 2,23 1,53 1,35 1,07 ns 1,69 1,41 36,72
BF (g) ns p=0,000 52,75 119,87 160,45 198,29 ns 133,42 132,26 13,83
CA® ns p=0,001 3,40 4,45 4,81 6,65 ns 4,63 5,03 29,60
TCE" % dia?) ns p=0,002 0,40 0,30 0,27 0,22 ns 0,32 0,28 28,17
RCf (%) ns ns 66,12 67,54 68,44 66,66 ns 67,38 66,98 4,17
RCm (%) ns ns 79,22 80,20 79,66 80,05 ns 79,80 79,76 1,55
IVST (%) ns ns 20,84 21,52 20,31 21,59 ns 21,07 21,12 11,39
IVSm (%) ns ns 8,17 8,04 8,20 7,93 ns 8,20 7,97 8,90
IGST (%) ns ns 17,05 16,96 15,69 17,20 ns 16,65 16,72 14,80
IGSM (%) ns ns 2,88 3,02 2,77 2,54 ns 2,78 2,83 16,46
IHS® (%) ns p=0,054 0,63 0,72 0,79 0,81 p=0,008 0,76 0,66 13,88

[4)



€1

TS - taxa de sobrevivéncia, GRconsumo de ragdo, GPganho de peso, BF Biomassa final, CA- conversdo alimentar, TCEtaxa de crescimento especifico, RCf e
RCm- rendimento de carcaca fémea e macho, respectivamente, IVSf e 4ViBdice viscerossomatico fémea e macho, respectivamente, IGSf e 1G8dice
gbnadossomatico fémea e macho, respectivamente; latce hepatossomatico

CV - coeficiente de variacao

ns— nao significativo pelo teste F (p>0,05)

! Efeito linear: Y= -1,9697x + 2,4911 (R2 = 0,96)

2 Efeito linear: Y= 252,13x + 11,818 (R? = 0,99)

3 Efeito linear: Y=5,2311x + 2,3153 {R 0,91)

*Efeito linear: Y= -0,3057x + 0,4467 {R 0,98)

®Efeito linear: Y= 0,2328x + 0,602 {R= 0,92)
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Fig. 1. Ganho de peso de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de
estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e
0,5 g kg).
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Fig. 2. Taxa de crescimento especifico de Astyanax altiparanae em diferentes
densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ry
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Fig. 3. Biomassa final de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de
estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e
0,5 g kg).
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Fig. 4. Conversao alimentar de Astyanax altiparanae em diferentes densidades
de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6éleo de orégano (0,0

e 0,5 g kd).
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Fig. 5. Indice hepatossomaético de Astyanax altiparanae em diferentes

densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0 e 0.§kg™).
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Tabela 4
Respostas de estresse de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ky

Efeito da interacao

Densidade de estocag@seixes [

dorsiadeoGun Giotads, | PTEECSOINTY  ehtododen comle Oengerismno
GLI* (mg.dLy ns p=0,027 62,13 60,50 66,86 75,38 ns 69,24 63,19 14,95
LAC (mmol.LY ns ns 3,69 2,50 3,48 3,26 ns 3,19 3,27 29,69
COR (ng.mLY) ns p=0,004 120,43 192,32 185,13 170,50 ns 176,77 157,42 22,91

GLI - glicose, LAC- lactato, COR- cortisol

CV - coeficiente de variacdo

ns— nao significativo pelo teste F (p>0,05)

! Efeito quadrético: Y= 80,732x 50,66x + 68,246 (R= 0,99)

2 Efeito quadratico: Y = -540,88x 577,48 + 39,218 (R= 0,97)

LT
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Fig. 6. Glicose sanguinea de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de
estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e
0,5 g kgb).
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Fig. 7. Cortisol plasmético de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de
estocagermalimentados com dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e
0,5 g kgh).
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3.3. Estresse oxidativo

N&o houve interacéo significativa entre a densidade de estocagem e a
suplementacédo de 6leo de orégano na dieta (Tabela 5). Para a concentracdo de
malondialdeido houve efeito linear crescente da densidade de estocagem (Fig.
8) e para a enzima superoxido dismutase houve efeito quadratico da densidade
(Fig. 9), com valor estimado que minimiza essa variavel igual a 0,57 pélxes L
Para as enzimas catalase e glutationa-S-transferase nao houve efeito
significativo da densidade. Para a enzima catalase houve efeito significativo da
dieta, com menor valor para os peixes alimentados com a dieta suplementada

com 6leo de orégano (Tabelp 5

3.4. Histopatologia branquial

N&o houve interacdo significativa entre a densidade de estocagem e a
suplementacdo de Oleo de orégano na dieta (Tabela 6). Para o indice de
histopatologia das brénquias houve efeito linear crescente da densidade de
estocagem (Fig. 10), sendo que as lesbes mais comuns foram hipertrofia e
hiperplasia do epitélio, deformacdo da lamela primaria, fusdo e desorganizacéo
da lamela secundaria, vacuolizacdo degenerativa e necrose e degeneracdes
celulares. Entretanto, ndo houve efeito da suplementacdo do 6leo de orégano
sobre o indice de histopatologia branquial (Tabgla 6
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Tabela 5
Estresse oxidativo nas branquias de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas con
6leo de orégano (0,0 e 0,5 g'jg

Efeito da interacao Efeito da Densidade de estocagssixes [ Efeito do . 3
densidade e Oleo de . 6leo de (g:oontkrg?)le Ole(g Sdekglgeganc CV %)
orégano ensidade 9,17 0,42 0,58 0,75 orégano = =9
MDA (nmol g% ns p=0,021 0,1096 0,0868 0,08861 0,0898 ns 0,0905 0,0969 74,54
CAT (umol miri‘g?) ns ns 0,0002 0,0003 0,0007 0,0005 p=0,000 0,0004 0,0005 39,20
GLU (umol miritg?) ns ns 1,9298 1,1406 1,1026 1,5760 ns 1,6705 1,19723 56,21
“SOD (U SOD nmot g?) ns p=0,021 0,0128 0,0161 0,0114 0,0095 ns 0,0206 0,0051 16,56

MDA — malondialdeido, CAT catalase, GLU- glutationa S- transferase, SOB superdxido dismutase
CV - coeficiente de variacdo

ns— nao significativo pelo teste F (p>0,05)

! Efeito linear: Y= 0,0008x + 0,0000054R 0,63)

2 Efeito quadratico: Y = 0,1467x 0,1666 + 0,1332 (R= 0,96)

Tabela 6
indice de histopatologia branquial (IHB) em Astyanax altiparanae em diferentes densidades de estocagem, alimentgigss com di
suplementadas com 6leo de orégano (0,0 e 0,5'g kg

Efeito da interacéo Densidade de estocagessixes L)

. ; Efeito da Efeito do 6leo de Controle Oleo de orégano
densidade e 6leo d ) . ’ M CV %)
orégano densidade 0,17 0,42 0,58 0.75 orégano (0,0 gkg") (0,59kg)
IHB ns p=0,006 33,88 41,70 44,02 50,00 ns 42,23 42,57 19,36

IHB - indice de histopatologia branquial
CV - coeficiente de variacdns— néo significativo pelo teste F (p>0,05)
! Efeito linear: Y= 26,815x + 29,529 {R 0,98)
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Fig. 8. Malondialeido nas branquias de Astyanax altiparanae em diferentes
densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ry
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Fig. 9. Superdxido dismutase nas branquias de Astyanax altiparanae em
diferentes densidade, alimentados com dietas suplementadas com 6éleo de
orégano (0,0 e 0,5kg™).
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Fig. 10.indice de histopatologia branquial (IHB) de Astyanax altiparanae em
diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com
6leo de orégano (0,0 e 0,5 g'ig
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3.5. Qualidade de Agua

N&o houve interacéo significativa entre as densidades de estocagem e a
suplementacdo de 6leo de orégano na dieta para o oxigénio dissolvido, pH e
nitrito na agua, porém, houve efeito da densidade sobre o oxigénio dissolvido
pH e nitrito na agua (Tabela 7). Para o oxigénio dissolvido observou-se efeito
linear decrescente (Fig. 11), para nitrito, efeito linear crescente (Fig. 12) e para
0 pH, efeito quadratico (Fig. 13) sendo que 0,62 peixédolL a densidade
estimada para 0 menos pH.

Para amonia toxica houve interacdo significativa entre densidade de
estocagem e a suplementacéo de Oleo de orégano na dieta, bem como efeito da
densidade de estocagem e do 6leo de orégano na dieta (Tabela 7). Para os peixes
alimentados com a dieta controle observou-se efeito quadratico da densidade,
com valor estimado que minimiza essa variavel igual a 0,31 peix@sid. 14),
enguanto que para os peixes alimentados com a dieta suplementada com 6leo de
orégano observou-se efeito linear crescente da densidade sobre a aménia toxica
(Fig. 15). A concentragcdo de amonia toxica na dgua dos peixes alimentados com
a dieta controle foi maior que a dos peixes alimentados com a dieta

suplementada com 6leo de orégano, na densidade de 0,75 pe{{ebela 8).

23



Tabela 7
Parametros de 4gua no cultivo de Astyanax altiparanae em diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com &

de orégano (0,0 e 0,5 g kg

Efeito da interacéo . Densidade de estocag@ssixes [ Efeito do . ;
. . Efeito da . Controle Oleo de orégano CV
densidade e 6leo de densidade Oleo de 009 kd) 059 kd) %)
orégano 0,17 0,42 0,58 0,75 orégano ' ’
O, (mg LY ns p=0,006 6,58 6,21 6,17 5,90 ns 6,30 6,13 5,47
NI (ppm) ns p=0,000 0,02 0,19 0,37 0,39 ns 0,26 0,22 44,88
pH® ns p=0,000 6,90 6,30 6,26 6,25 ns 6,43 6,42 2,02
AT (mg LY p=0,008 p=0,000  0,00069 0,00101 0,00161 0,00286 p=0,002 0,0018 0,0013 28,59

AT — ambnia téxica, Nt nitrito, G, — oxigénio dissolvido, T - temperatura
CV - coeficiente de variacdo

ns— nao significativo pelo teste F (p>0,05)

! Efeito linear: Y= -1,1011x + 6,7423 (R2 = 0,96)

2 Efeito linear: Y= 0,6823x - 0,0866 (R2 = 0,95)

3 Efeito quadratico: Y= 3,429%x 4,2265x + 7,5102 (R2 = 0,99)
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Tabela 8

Amadnia tdxica na agua de cultivo de Astyanax altiparanae cultivados em
diferentes densidades, alimentados com dietas suplementadas com 0leo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ry

Densidade Dieta Control€ (0,0 g kg) Orégand (0,5 g k)
0,17 0,00096 0,00042
0,42 0,00114 0,00088
0,58 0,00156 0,00167
0,75 0,00363 0,00210
p=0,0000 p=0,0028

Médias em cada linha, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste Flao nivel
5% de probabilidade.

! Amédniacontole= 0,0142% - 0,0087x + 0,0021 (R2 = 0,97)

2 AMONiasieo de orégans= 0,00%x - 0,0002 (R2 = 0,86)

8,00 - O =-1,1011x + 6,742
Rz = 14
7.00 - 0,956
476,00 - }\—I\A}\{
(@] i
£ 5,00
o 4,00 -
@
S 3,00 -
3 2,00
1,00 -
0,00 . . ; .
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Densidade de estocagem (peixestL

Fig. 11.0xigénio dissolvido na agua de cultivo de Astyanax altiparanae em
diferentes densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas
com 6leo de orégano (0,0 e 0,5 g'kg
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Fig. 12.Nitrito na dgua de cultivo de Astyanax altiparanae em diferentes
densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6éleo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ky
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Fig 13.pH na agua de cultivo de Astyanax altiparanae em diferentes
densidades de estocagem, alimentados com dietas suplementadas com 6éleo de
orégano (0,0 e 0,5 g Ky
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Fig 14. Amonia toxica na agua de cultivo de Astyanax altiparanae em
diferentes densidades e alimentados com dieta sem 6leo de orégano.
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Fig 15. Amonia toxica na agua de cultivo de Astyanax altiparanae em
diferentes densidades e alimentados com dieta com 6leo de orégano.



4. Discussao

A redugédo no crescimento e na eficiéncia de utilizagéo dos nutrientes da
dieta pelos peixes em funcdo do aumento da densidade de estocagem deve estar
relacionada com a piora na qualidade da agua, principalmente devido ao
aumento na concentracdo de amonia toxica e de nitrito. Apesar da concentracao
letal (CLso) de aménia toxica para o Astyanax altiparanae ser igual 0,66'mg L
(Martinez et al., 2006), em condicOes de exposicao cronica, niveis de amdnia
mais baixos podem ser responsaveis pela piora no desempenho produtivo e pelo
aumento nas patologias branquiais, como observado no presente estudo e por
Lemarie et al. (2004); Li et al. (201éDevaraj et al. (2014). Os maiores niveis
de amoénia toxica observados na dgua dos peixes cultivados em densidades mais
altas estdo coerentes com o aumento do cortisol observado, uma vez que esse
hormbnio aumenta o turnover proteico e a excrecdo de amonia em peixes
(Mommsen et al. 1999).

Os maiores niveis de glicose e cortisol no sangue dos peixes cultivados
em densidades mais altas também podem explicar a reducdo no desempenho
produtivo dos animais. Esses resultados indicam que o aumento na densidade
de estocagem provoca estresse em A altiparanae, causando mobilizacdo das
reservas energéticas, como observado para Scophthalmus rhombus (Herrera et
al.,, 2012) e Dicentrarchus labrax (Poltronieri et al.,, 2009). Entretanto, a
suplementacéo de 6leo de orégano nao resultou em maior resisténcia ao estresse
causado pela densidade de estocagem.

O aumento no peso do figado (IHS) dos peixes cultivados em
densidades mais altas provavelmente esta relacionado com alteracoes
patolégicas, como o acumulo de gordura. Esse efeito possivelmente esta
relacionado com o maior nivel de cortisol plasmatico observado, uma vez que
Targher et al. (2006) sugerem que o figado gorduroso pode ser causado pela
super estimulacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenais, o que levaria a
producdo aumentada de cortisol. Como o cortisol promove reducdo do
glicogénio hepatico em peixes (Vijayan et al., 1991; Vijayan et al., 1897),
aumento no indice hepatossomatico ndo poderia ser explicado pela maior
deposicdo de glicogénio, reforcando a hipotese de acumulo de gordura. O

menor indice hepatossomatico nos peixes alimentados com a dieta
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suplementada com Oleo de orégano indica que o orégano tem atividade
protetora do figado, como observado para ratos (Alam et al., 1999; Aristatile et
al., 2009).

O menor nivel de aménia toxica na agua dos peixes alimentados com a
dieta suplementada com 6leo de orégano deve estar relacionado com sua acao
positiva na deposicao de proteina na carcaca, como observado por Ferreira et al.
(2014) para a mesma espécie, e consequente reducdo na excrecdo de nitrogénio
pelos peixes. Assim, a suplementacao de orégano na dieta permite a utilizacéo
de densidades de estocagem maiores na criacdo de A. altiparanae, uma vez que
a concentracdo de amonia toxica na agua na densidade mais alta (0,75 peixes L
1) foi menor para os peixes alimentados com a dieta suplementada com 6leo de
orégano.

A reducédo do oxigénio dissolvido na 4gua com o aumento na densidade
de estocagem estd coerente com o maior consumo de oxigénio devido a maior
biomassa de peixes respirando. Além disso, a reducdo no pH da agua também
deve estar relacionada com a maior biomassa de peixes respirando, com
aumento na excrecdo de dioxido de carbono (Soarez et al.,, 2008) e,
consequentemente, maior concentracdo endd agua (Santos et al., 2010;
Sammouth et al.,, 2009). Apesar do efeito da densidade sobre o oxigénio
dissolvido e o pH da agua, os valores observados no presente estudo estdo
adequados para o cultivo de peixes (Boyd, 1982)

O aumento nos niveis do produto da peroxidacdo lipica, o
malondialdeido, em fungdo do aumento na densidade de estocagem reflete a
condicdo de estresse a que o0s peixes foram submetidos. Em condi¢cdes de
estresse ocorre aumento no débito cardiaco, na taxa de ventilacdo branquial, na
perfusdo sanguinea das branquias e no metabolismo (Correa et aj., 2006
Wendelaar Bonga, 2011). Nessas condi¢cdes ocorrem perturbacfes no equilibrio
do oxigénio sistémico (Portner, 2001; Poértner & Knust, 2007) e acumulo de
substancias indicadoras de estresse oxidativo (Abele et al;, Blg8&gan et
al., 1998; Heise et al., 2003; Heise et al., 2006; Keller et al., 2004). A reducéo
na atividade da enzima superoxido dismutase indica que o aumento da
densidade também prejudicou os mecanismos de compensacdo enddgenos,
comprometendo as defesas antioxidantes dos peixes. A auséncia de efeito da

dieta (com ou sem Oleo de orégano) sobre o produto da peroxidacao lipidica, o
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malondialdeido, e a menor atividade da enzima catalase nas branquias dos
peixes alimentados com a dieta suplementada com 6leo de orégano mostra que
a atividade antioxidante do orégano (Simitzis et al., 2008; Alma et al., 2003)
permitiu poupar a ativacdo dessa enzima, uma vez que o 6leo de orégano tem
grande capacidade de neutralizar radicais livres (Bozin et al. 2006).

O aumento na densidade de estocagem em sistema estatico promove
aumento na biomassa final, porém ha reducdo no peso médio dos geixes
aumento das respostas de estresse. Como a maior concentragao estimada de
cortisol no plasma dos peixes foi observada na densidade de 0,53 peires L
A altiparanae deve ser cultivado em densidades menores que esse valor. Os
resultados de qualidade de &gua (amobnia téxica) e da concentracdo de glicose
sanguineo indicam que a melhor densidade de estocagem para essa espécie é de
0,31 peixes L.

5. Conclusbes
As mais altas densidades de estocagem utilizadas comprometem o

desempenho produtivo, o bem estar e a integridade branquial de Astyanax
altiparanae.

O o6leo de orégano ndo atua como modulador das respostas de estresse,
porém, atua no metabolismo do nitrogénio, com menor excre¢cdo de amonia em

Astyanax altiparanae.
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