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RESUMO GERAL

A utilizagdo de imunoestimulantes alternativos na aquicultura, como os 6leos essenciais,
é de grande relevancia, principalmente por atuar beneficamente nas respostas imunes dos peixes
e por apresentar potencial antimicrobiano. Oleos essenciais (OE) de Lippia gracilis e
Cymbopogon citratus apresentaram acdo antimicrobiana in vitro contra espécies de interesse na
piscicultura, como Aeromonas jandaei e Aeromonas hydrophila. Diante disso, o0 presente
trabalho teve como como objetivo avaliar o efeito da incluséo do OE de L. gracilis e C. citratus
na dieta de tambaqui (Colossoma macropomum) sobre o crescimento, respostas hemato-
imunolodgicas antes e apds estimulo com A. jandaei. No capitulo 1, foi realizada reviséo
bibliogréafica sobre a utilizacdo dos OEs como imunoestimulantes, e relatado como os 6leos
atuam melhorando pardmetros fisiolégicos dos peixes. Ja no capitulo 2, foi descrito o estudo in
vivo utilizando a incluséo dos OEs de L. gracilis e C. citratus na dieta de tambaqui. O estudo
foi realizado utilizando delineamento inteiramente casualizado, com 5 tratamentos (T1=0,0 g
kg; T2=5,0 g kg* de OE de L. gracilis; T3= 10,0 g kg™ de OE de L. gracilis; T4=5,0 g kg
de OE de C. citratus; T5= 10,0 g kg de OE de C. citratus) e 4 repeticdes. Os OEs foram
adicionados a racdo comercial (32% PB) e esta foi fornecida aos peixes (n=240), duas vezes
por dia, durante 60 dias. Apds esse periodo, foi realizado o procedimento de biometria e coleta
sanguinea dos peixes para analises hematologicas, bioquimicas e imunolégicas. Com relagédo
aos parametros sanguineos, ndo foi encontrada diferenga estatistica significativa (p<0,05) nos
valores de hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos, hemoglobina corpuscular média, volume
corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Tanto nos parametros
bioquimicos - proteinas totais, aloumina e globulina-, como nos parametros imunoldgicos-
atividade respiratoria de leucécitos e concentracdo de lisozima- ndo houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos com OEs. Entretanto, observou-se uma reducéo significativa
nos valores de aspartato aminotransferase (AST) no tratamento contendo 5 g kg™ de OE de L.
gracilis em relacdo aos demais tratamentos. Apés os 60 dias de alimentacao, os peixes tiveram
o sistema imune estimulado com A. jandaei (108 UFC mL™), mas n&o foi observada nenhuma
mortalidade no periodo de 15 dias, assim como ndo houve efeito sobre a lisozima e atividade
respiratoria de leucécitos. Todavia, as alteracdes em alguns parametros sanguineos 10 dias ap0s
0 estimulo com a bactéria foram registradas: tratamento controle apresentou redugéo
significativa nos valores de volume corpuscular médio (VCM) em relacdo ao tratamento com
5 g kg de OE de L. gracilis, e os valores de proteinas totais dos peixes pertencentes aos

tratamentos controle e 10 g kg de OE de L. gracilis foram significativamente menores em



relacdo ao tratamento com 5 g kg™ de OE de L. gracilis. Em concluséo, a inclusdo dos OEs de
L. gracilis e C. citratus mostraram efeitos ndo-deletérios na salde dos peixes, uma vez que ndo
afetaram negativamente o desempenho zootécnico dos peixes, nem a taxa de sobrevivéncia apds

estimulo com A. jandaei.

Palavras-chave: Aeromonas jandaei, Colossoma macropomum, imunoestimulante, O6leos

essenciais.



ABSTRACT

The use of alternative immunostimulants in aquaculture, such as essential oils, is of great
relevance, mainly because they have a beneficial effect on the immune responses of fish and
because they have antimicrobial potential. Essential oils (EO) from Lippia gracilis and
Cymbopogon citratus showed in vitro antimicrobial activity against species of interest in fish
farming, such as Aeromonas jandaei and Aeromonas hydrophila. Therefore, the present study
aimed to evaluate the effect of including EO from L. gracilis and C. citratus in the diet of
tambaqui (Colossoma macropomum) on growth, hemato-immunological responses before and
after stimulation with A. jandaei. In chapter 1, a bibliographical review was carried out on the
use of EOs as immunostimulant and reported how the oils act by improving the physiological
parameters of the fish. In chapter 2, the in vivo study using the inclusion of L. gracilis and C.
citratus EOs in the tambaqui diet was described. The study was carried out using a completely
randomized design, with 5 treatments (T1= 0.0 g kg*; T2=5.0 g kg* of L. gracilis EO; T3=
10.0 g kg* of EO of L. gracilis; T4=5.0 g kg™* of C. citratus EO; T5=10.0 g kg™ of C. citratus
EO) and 4 repetitions. The EOs were added to the commercial feed (32% CP) and this was
given to the fish (n=240), twice a day, for 60 days. After this period, the procedure of biometrics
and blood collection of the fish was carried out for hematological, biochemical and
immunological analyses. With regard to blood parameters, no statistically significant difference
(p<0.05) was found in the values of hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, mean corpuscular
hemoglobin, mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin concentration. Both
in the biochemical parameters - total proteins, albumin and globulin - and in the immunological
parameters - respiratory activity of leukocytes and concentration of lysozyme - there were no
statistical differences between the treatments with EOs. However, a significant reduction in
aspartate aminotransferase (AST) values was observed in the treatment containing 5 g kg™ of
L. gracilis EO compared to the other treatments. After 60 days of feeding, the fish had their
immune system stimulated with A. jandaei (108 CFU mL™Y), but no mortality was observed in
the 15-day period, as well as there was no effect on lysozyme and respiratory activity of
leukocytes. However, changes in some blood parameters 10 days after the challenge with the
bacteria were recorded: control treatment showed a significant reduction in mean corpuscular
volume (MCV) values in relation to treatment with 5 g kg™ of L. gracilis EO, and the total
protein values of fish belonging to the control treatments and 10 g kg™ of L. gracilis EO were
significantly lower in relation to the treatment with 5 g kg™ of L. gracilis EO. In conclusion,

the inclusion of EOs from L. gracilis and C. citratus showed non-deleterious effects on fish



health, since they did not negatively affect the zootechnical performance of the fish, nor the
survival rate after challenge with A. jandaei.

Keywords: Aeromonas jandaei, Colossoma macropomum, immunostimulant, essential oil.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta grande potencial de expansdo para a piscicultura, e isso se deve
principalmente ao fato de haver caracteristicas favordveis para a criacdo de peixes, como
possuir uma das maiores bacias hidrograficas do mundo, temperaturas amenas que favorecem
a sobrevivéncia de diversas espécies aquaticas, além de um mercado para opescado ja
consolidado (VALENTI etal., 2021). No pais, a piscicultura contribuiu com 84,4% da producao
total da aquicultura em 2021, e as principais espécies cultivadas foram a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) e o tambaqui (Colossoma macropomum), com 63,1% e 16,7%,
respectivamente (IBGE, 2021).

No pais, cerca de 80% da producdo tanto de espécies exaticas, como a tilapia do Nilo, e
nativas, como o tambaqui, séo realizadas em tanques escavados (VALENTI et al., 2021). Esse
sistema de criacdo utiliza altas densidades de estocagem, com o intuito de se obter maior
producdo e atender a alta demanda do mercado consumidor (VALENTI et al., 2021). Todavia,
0s peixes quando estocados em altas densidades e, que unidos a outros fatores, como ma
qualidade da dgua e manejo inadequado, podem aumentar o0s niveis de estresse dos peixes, e
torna-los mais susceptiveis a patdgenos, culminando na morte em massa nos lotes e causando
prejuizos aos produtores (COSTA et al., 2019).

Bactérias patogénicas podem se disseminar nas pisciculturas e causar grandes prejuizos
a producdo, e um dos géneros de bactérias que mais podem ocasionar doengas em peixes é o de
Aeromonas (PEREIRA et al., 2022). Esse género é composto por bactérias Gram-negativas,
anaerdbias facultativas, em forma de bastonetes. Estdo reconhecidas cerca de 36 espécies e
algumas séo capazes de afetar humanos, causando infec¢des gastrointestinais (FERNANDEZ-
BRAVO e FIGUERAS, 2020). As espécies mais conhecidas sdo Aeromonas hydrophilla, A.
salmonicida, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. jandaei.

A utilizacdo de antimicrobianos sintéticos no tratamento de doencas bacterianas tem se
tornado um assunto com amplas discussdes, principalmente devido a capacidade de ocasionar
maior resisténcia nessas especies (EL-SHERBENY; KHORIS; KASSEM, 2022). No estudo de
Gallani et al. (2020) foi observado que cepas de A. hydrophila isoladas de tambaqui em um
surto de septicemia hemorragica em 2016, apresentaram resisténcia a ampicilina, amoxilina,
penicilina, dentre outros antimicrobianos. Todavia, 0 mesmo estudo demonstrou que as cepas
possuiam sensibilidade aos OEs de canela (Cinnamomum zeylanicum) e cravo (Eugenia
caryophyllata). De forma semelhante, da Silva et al. (2022) verificou a acdo dos Oleos

essenciais de Lippia gracilis, Cymbopogon citratus, Aloysia triphylla, Croton cajucara
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(morfotipo vermelho e branco) contra cepas de A. hydrophilla e A. jandaei evidenciando o
potencial de produtos de origem vegetal e a necessidade de buscas por mais produtos
alternativos.

Atualmente uma das praticas utilizadas para minimizar as respostas de estresse dos
peixes de producdo e aumentar a resposta contra patdégenos, consiste na estimulagédo do sistema
imune, com emprego de aditivos alimentares (ELUMALAI et al., 2021; SHOURBELA et al.,
2021). Dentre os aditivos naturais com caracteristicas imunoestimulantes, destacam-se os 6leos
essenciais extraidos de plantas medicinais, que ja possuem resultados bastante promissores
(SHOURBELA et al., 2021), especialmente com OEs obtidos a partir de plantas das familias
Verbenaceae, Alliaceae, Laminaceae e Zingiberaceae (RODRIGUES et al., 2020; MONTEIRO
etal., 2021; CHUNG et al., 2021).

Compostos naturais, como 0s 6leos essenciais, sdo importantes aliados na atualidade,
e na area de producdo animal vem ganhando espaco, permitindo a utilizacéo de protocolos de
carater sustentavel para o tratamento de enfermidades (DAWOOD et al., 2021). Desse modo,
0 presente trabalho objetivou apresentar como primeiro capitulo uma revisao bibliogréfica
sobre a utilizacdo de imunoestimulantes naturais na piscicultura e, no capitulo 2, um ensaio in
vivo com tambaquis alimentados com racdo adicionada de 6leos essenciais de L. gracilis e de
C. citratus, visando determinar os efeitos sobre o desempenho produtivo, parametros hemato-

imunolégicos e sobrevivéncia dos peixes apds estimulo com A. jandaei.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da incluséo do 6leo essencial de Lippia gracilis e Cymbopogon citratus
na dieta de tambaqui (Colossoma macropomum) sobre o crescimento, respostas hemato-

imunoldgicas antes e ap6s estimulo com Aeromonas jandaei.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os parametros de desempenho zootécnico de C. macropomum alimentados
com dietas contendo os 6leos essenciais de L. gracilis e C. citratus;

Avaliar os parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos de tambaquis que
receberam a suplementacdo dietaria dos Gleos essenciais de L. gracilis e C. citratus apos
periodo de alimentacdo e ap6s estimulo bacteriano;

Avaliar a sobrevivéncia de C. macropomum inoculados experimentalmente com dose-
estimulo (108 UFC/mL) da bactéria A. jandaei.
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HIPOTESES

Os Gleos essenciais de Lippia gracilis e Cymbopogon citratus influenciam no maior
desempenho do tambaqui.

Os 6leos essenciais de L. gracilis e C. citratus atuam na modulacdo das respostas
hemato-imunoldgicas de tambaqui sem causar danos hepaticos.

Tambaquis alimentados com dietas contendo 5,0 g kg* dos 0Oleos essenciais de L.
gracilis e C. citratus por 60 dias, apresentam maior estimulo do sistema imune

comparados ao tratamento controle, ap6s inoculacéo da bactéria A. jandaei.
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Capitulo 1

Oleos essenciais como imunoestimulante: efeito sobre desempenho e satide dos peixes

Artigo elaborado conforme as normas da Aquaculture
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Resumo

A busca por alternativas que melhorem a salde e a producdo de peixes vem crescendo ao longo
dos anos. Uma alternativa promissora € a utilizacdo dos 6leos essenciais (OEs) como aditivo na
dieta dos peixes, principalmente porque eles sdo biodegradaveis e por isso, menos tdxicos ao
ambiente. Os OEs atuam aumentando a resposta imune, consequentemente melhorando o
estado de salde dos peixes, permitindo que os mesmos possam ter melhor desempenho
zootécnico e resisténcia a doencas. Varias pesquisas mostram os beneficios dos OEs sobre
aspectos fisioldgicos dos peixes, logo, essa revisao aborda os efeitos dos 6leos essenciais sobre
parametros zootécnicos, hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos dos peixes, mostrando o

efeito imunoestimulante dessas substancias.

Palavras-chave: aditivos, hematologia, pardmetros imunoldgicos, piscicultura, produtos
naturais.

Abstract

The search for alternatives that improve the health and production of fish has been growing
over the years. A promising alternative is the use of essential oils (OEs) as an additive in the
fish diet, mainly because they are biodegradable and therefore less toxic to the environment.
The EOs act by increasing the immune response, consequently improving the health status of
the fish, allowing them to have better zootechnical performance and disease resistance. Several
studies show the benefits of EOs on physiological aspects of fish, so this review addresses the
effects of essential oils on zootechnical, hematological, biochemical and immunological

parameters of fish, showing the immunostimulant effect of these substances.

Keywords: additives, hematology, immunological parameters, fish-farming, natural products.

1. Introducéo
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A aquicultura € um dos seguimentos do setor priméario que mais se desenvolve na
atualidade. De acordo com a FAO (2020), a producgéo aquicola mundial cresceu cerca de 5,3%
ao ano entre 2001 e 2018, com uma producéo estimada em 178 milhGes de toneladas em 2020
(FAO, 2022). Além disso, a taxa de consumo de peixes foi maior que outras proteinas de origem
animal, tornando a aquicultura uma grande fonte de renda e alimento para a populacao (Hilsdorf
et al., 2022). No Brasil, a producéo total da aquicultura foi cerca de 643 mil toneladas, com a
producdo de peixes ocupando 85,7% desse total, principalmente devido a producéo de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) produzida majoritariamente na regido sul e sudeste, e 0
tambaqui (Colossoma macropomum) com maior cultivo na regido norte. Entre outras espécies
criadas no pais encontra-se a carpa comum (Cyprinus carpio L.) cultivada principalmente no
sul e o hibrido tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus mesopotamicus) com maior
producdo na regido centro-oeste (IBGE, 2020).

Na busca por maiores lucros tém sido adotados sistemas intensivos de criagao de peixes,
com uso de altas densidades de estocagem, aeragdo constante, uso de ragdes adequadas para
cada fase de criacdo, e renovacdo de agua (Valenti et al., 2021; Hilsdorf et al., 2022). Nesses
sistemas, quando ndo ha o emprego de boas praticas de manejo pode ocorrer uma condicdo de
estresse, com possibilidade de desencadear diversos problemas sanitarios, uma vez que essa
condicdo torna os peixes mais susceptiveis a surtos de mortalidade por patdgenos, sendo
necessaria a utilizacdo de alternativas que possam diminuir perdas na aquicultura (da Costa et
al., 2019; Lietal., 2021).

E comum a utilizacdo de antimicrobianos sintéticos e quimioterapicos para tratar
doencas na piscicultura, no entanto, ha uma busca pela diminuicdo da utilizacdo desses
farmacos, ja que podem causar prejuizos ao meio ambiente, aos animais e aos consumidores,
principalmente devido a selecdo de bactérias mais resistentes (Deekshit et al., 2023). Outro fator
¢ a auséncia de produtos atimicrobianos autorizados para uso na piscicultura indicados para
determinadas espécies, como 0s peixes nativos (Barcellos, 2022). Esses fatores tornam
necessaria a busca por alternativas que tragam bons resultados para a piscicultura e que possam
ser menos nocivas de forma geral (Edeh e Nsofor, 2023).

A utilizacdo de aditivos naturais que estimulam o sistema imunoldgico dos peixes é
bem-vista, pois podem reduzir mortalidades e o uso de quimioterapicos apds surtos de doencas
(Zhu, 2020). Assim, muitos pesquisadores tém enfatizado o uso de 6leos essenciais (OES) de
diferentes plantas na piscicultura, principalmente devido as suas atividades antimicrobianas,
antioxidantes e imunoestimulantes (Tavares-Dias, 2018; Chagas et al., 2020; Chung et al.,

2021a; da Silva et al., 2022). Estudos mostram o efeito positivo dos OEs sobre diversos
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parametros fisioldgicos dos peixes, como por exemplo no desempenho zootécnico, pois podem
estimular enzimas envolvidas na digestdo (Copatti et al., 2022), além de melhorar a absor¢ao
de nutrientes (Valladdo et al., 2017; Abdel-Latif et al., 2020a), bem como sobre a salde,
influenciando no aumento da resisténcia contra patdgenos. Além disso, os OEs séo
biodegradaveis, o que favorece seu uso na pratica da aquicultura sustentavel (Mohamed et al.,
2021; Miura et al., 2021).

Essa revisdo de literatura busca mostrar a acdo imunoestimulante dos OEs para 0s

peixes, com énfase em parametros zootécnicos, hematologicos, bioquimicos e imunologicos.

2. Oleos essenciais

2.1 Caracteristicas dos 6leos essenciais

A utilizacdo dos OEs ja acontece ha 5.000 anos, ao qual o isolamento desse componente
da plantas aromaticas era obtido para utilizagdo na producdo de perfumes, remédios e para dar
aroma e sabor aos alimentos (Mucha e Witkowska, 2021). Atualmente, encontra-se OEs em
diferentes produtos como conservante de alimentos, em diferentes cosméticos (Brut, 2020;
Schmidt, 2020; Jugreet et al., 2020) e também como farmaco utilizado em tratamentos como,
dermatites, como antiviral, aléem de ser usado na aromaterapia (Harris, 2020).

Os OEs sao constituidos por compostos fendlicos, polifendis, polipeptidios, alcaloides
(Garcia-Marquez et al., 2021), e principalmente por terpenos e terpendides. Estes sdo
responsaveis pela caracteristica aromatica das plantas, sendo 0s monoterpenos e 0s
sesquiterpenos 0s compostos principais, constituindo cerca de 80% dos 6leos. Sdo esses
compostos que atuam na funcao antimicrobiana, antioxidante e imunoestimulante dos OEs (Cui
et al., 2019; Masyita et al., 2022). O efeito dos OEs ocorre principalmente pela sinergia entre
0s compostos majoritarios e/ou pela acao dos constituintes presentes em menor quantidade nos
OEs (Garcia-Marquez et al., 2021). Tem-se observado que os constituintes dos OEs, variam de
acordo com o estudo. As variagdes compreendem: origem da planta, clima e solo da regiéo,
periodo de colheita, parte da planta coletada para extracdo do OE, condi¢Ges de armazenamento,
forma de extracdo (Madhupriya et al., 2018). Ressalta-se a importancia de se determinar a
composi¢do quimica dos OEs por cromatografia gasosa e espectrometria de massas, quando
utilizados em ensaios bioldgicos (Chagas et al., 2020). O método mais comun de obter os OEs
baseado em 21 artigos analisados é através da hidrodestilagdo. Outro método utilizado é por
arraste a vapor, podendo ser utilizado diferentes partes das plantas, como raiz, folha, caule e
sementes (Tavares-Dias, 2018; Ribeiro et al., 2018; Monteiro et al., 2021).
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2.2 Modo de administracéo para organismos aquaticos

Existem varios métodos de administracdo de produtos visando a recuperacdo dos peixes
doentes em ambientes cultivados, assim como existem meétodos quando o objetivo é a
imunoestimulagéo. As substancias advindas das plantas como os OEs e extratos vegetais podem
ser administradas aos peixes, através da dieta, como aditivos alimentares, injetaveis ou por
banhos terapéuticos (Elumalai et al., 2020). Para escolha da via de administragdo mais
adequada, deve-se considerar a finalidade, o tipo de criacdo e a espécie cultivada (Gabriel,
2019). Na Tabela 1, é possivel observar as vantagens e desvantagens de cada método.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens do modo de administracdo dos imunoestimulantes naturais.

Modo de Vantagens Desvantagens Referéncias
administracao
Aditivo alimentar  Manejo menos Concentracbes ideais ndo  Stevanovic et
estressante, menor custo padronizadas. al. (2018)

de mao de obra, facil
administracdo aos peixes.

Banho terapéutico  Eficaz contra parasitos e Estresse de manejo, elevada Gabriel (2019);
no controle de infeccbes dose do produto. Rodrigues et al.

bacterianas (2020)

Injetavel Eficaz em  prevenir Laboriosa, alto custo de Rodrigues et
doencas virais e producdo,  estresse  de al. (2020);

bacterianas. manejo, pouco recomendado Zhang et al.

em peixes pequenos. (2022)

Os Oleos adicionados a dieta sdo utilizados principalmente como aditivo
imunoestimulante e promotor de crescimento, para melhorar o desempenho e salde dos peixes
(de Souza et al., 2019a; de Souza et al., 2019b). O efeito imunoestimulante dos OEs ocorre
através da melhora das respostas do sistema imune inato, através da ativacao das vias de defesa

(Gupta et al., 2021a), além de servir na profilaxia de diversas doencas (Stratev et al., 2018).

2.3 Mecanismo de agao

Os OEs vém sendo utilizados ha muito tempo na medicina tradicional (Zargar et al.,
2019), e mais recentemente como aditivos nas dietas dos animais para maior desempenho e
bem-estar durante a producdo (Singh e Gaikwad, 2020). Devido a comprovada acéao

antimicrobiana, antiparasitaria e imunoestimulante desses Oleos, a utilizacdo deles na
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aquicultura ocorre principalmente com o objetivo de tratar e prevenir a ocorréncia de doengas
(Zhu, 2020).

O mecanismo de acdo dos OEs sobre os microrganismos acontece principalmente pela
caracteristica lipofilica dessas substancias, juntamente com uma cascata de reac6es envolvendo
a célula do patogeno, ou seja, os OEs agem alterando a permeabilidade da membrana da parede
celular bacteriana ou do parasito, ocasionando o extravasamento celular e levando a perda de
ions e falhas nas bombas de prétons (Cui et al., 2019; Dawood et al., 2021). Esses processos
resultam na coagulacdo dos componentes presentes no citoplasma e na quebra das camadas
lipidicas e proteicas dos microrganismos, levando o patdgeno a morte ou a sua inativacdo
(Hassoun e Coban, 2017; Cunha et al., 2018; Cui et al., 2019; Dawood et al., 2021). Ja existem
trabalhos mostrando essas alteracGes em parasitas de peixes, como monogenéticos e,
acantocéfalos (Tavares-Dias, 2018). No trabalho de Gonzales et al. (2020) observou-se que 0
OE de Cymbopogon citratus (capim santo) causou danos e perfuracdes ao tegumento da
Monogenea, além de imobilizacdo total 7 horas apds a exposi¢do do parasita ao OE. Em outra
pesquisa, 0s OEs de Lippia sidoides (alecrim pimenta) e L. origanoides causaram edema,
vacuolizacdo e lise em monogenéticos (Brasil et al., 2019), ja o OE de Aloysia triphylla
ocasionou edema, inchaco no corpo e degeneragdo dos Orgdos reprodutores no
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae (Oliveira et al., 2021).

Em bactérias da espécie Staphylococcus aureus, os OEs de orégano (Origanum vulgare)
(Cui et al., 2019) e gengibre (Zingiber officinale) (Wang et al., 2020) ocasionaram danos a
superficie bacteriana, com vazamento de contetddo intracelular e inibicdo do metabolismo
respiratdrio (Cui et al., 2019). Em relacdo as bactérias de relevancia para piscicultura, Liang et
al. (2022) verificou que o timol (composto presente em diversos OES, como orégano e tomilho
-Thymus vulgaris) atuou na deformacéo da célula bacteriana, separando a membrana plasmatica
da parede celular, com consequente perda de conteldo citoplasmatico, levando a lise da

bactéria.

3. Efeito sobre o desempenho dos peixes

O uso de OEs nas dietas de peixes vem sendo bastante estudado, pois podem atuar da
mesma forma que os prebidticos, modulando a microbiota intestinal, inibindo principalmente a
proliferacdo de organismos patogénicos e favorecendo a multiplicacdo de bactérias benéficas
(Sutili et al., 2018; Dawood et al., 2022). Também podem melhorar a sintese de enzimas
digestivas e aumentam a absorcdo pela mucosa intestinal, como mostrado por Souza et al.

(2019b) e de Souza et al. (2020). Estes autores avaliaram a adi¢cdo dos OEs de Ocimum
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basilicum e A. triphylla, respectivamente, na dieta de tilapia do Nilo, e foi observado que a
incluséo do OE de O. basilicum promoveu maior produgéo da enzima amilase, e a adi¢do da A.
triphylla aumentou a sintese de lipase e protease alcalina. Ja Copatti et al. (2022) avaliaram o
OE de capim limé&o (C. citratus) na dieta do tambaqui e verificaram aumento na sintese da lipase
intestinal com 1,0 e 1,5 mL kg dieta. Como resultado, os OEs podem aprimorar o desempenho
zootécnico dos peixes, pois o efeito estimulante nas secre¢des intestinais influenciam a digestdo
e absorcdo de nutrientes e consequentemente fornecem maior arranjo de aminoacidos para
sintese de proteinas, que poderdo ser depositadas na musculatura dos animais (Sutili et al.,
2018).

O aumento das vilosidades intestinais também j& foi comprovado em peixes que
receberam OEs na dieta, como em tilapia do Nilo alimentada com 250 mg kg do OE de
Malaleuca alternifolia (Valladdo et al., 2017). Da mesma forma, Mohamed et al. (2021)
observaram aumento das vilosidades em tilapias que receberam OE de Citrus sinensis e Citrus
limon na dieta. Vallad&o et al. (2017) e Mohamed et al. (2021) relataram que os OEs podem
ter influenciado uma melhor digestdo e absor¢do dos nutrientes pois vilosidades longas podem
ser associadas a uma Otima salde intestinal. Além disso, os OEs podem melhorar a
palatabilidade da dieta devido, principalmente, aos componentes aromaticos (Valladao et al.,
2017; de Souza et al., 2019a; Zhang et al., 2020).

Trabalhos com OEs que promoveram incremento no desempenho de peixes podem ser
observados na Tabela 2. Shourbela et al. (2021) observaram maior desempenho zootécnico de
tilapias do Nilo na densidade de estocagem de 2,3 kg m, com o emprego de 1 mL de OE de
Origanum vulgare L. (orégano) na dieta. A utilizacdo do OE de Citrus sinensis (casca da laranja
doce) e C. limon (casca do limdo) também se mostraram eficazes em promover aumento do
desempenho em tilapias que receberam diferentes concentracdes desses 6leos.Os peixes deste
estudo apresentaram maior ganho de peso, maior taxa de crescimento especifico, além de

melhora na taxa de conversdo alimentar (Mohamed et al., 2021).



Tabela 2. Efeito dos 6leos essenciais sobre o desempenho zootécnico de algumas espécies de peixes
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Oleo essencial Concentracao P_erlodo d~e Espécie de peixe Efeito sobre o desempenho Referéncias
alimentacao
Cymbopogon 1 Oreochromis Tpeso final; 1GPD; 1TCE; [taxade  Al-Sagheer et al.
citratus 200 € 400 mg kg 12 semanas niloticus conversdo alimentar (TCA) (2018)
. ] Oncorhynchus Zargar et al.
1 . .
Thymus vulgaris 0,5 ml kg 2 meses mykiss M ganho de peso; | TCA; 1TCE. (2019)
o . Oreochromis De Souza et al.
-1 .
Lippia alba 1, 2 ml kg 45 dias niloticus ITCA; 1TCE (20199)
Ocimum 1 . Oreochromis Tpeso final; Tganho de peso; |TCA;  De Souza et al.
basilicum 05,1, 2mlkg 45 dias niloticus 1TCE (2019°)
Origanum
vulgare 0,5, 10, 15,20 % 2 meses Cyprinus carpio  Tpeso final; Tganho de peso; 1TCE; Abde(lélo_ggg)et al.
Ocimum Chung et al
basilicum 2 mlkg? 48 dias Arapaima gigas Tganho de peso; 1TCE; |TCA (20920) '
Aloysia triphylla 1 . Oreochromis _ de Souza et al.
1, 2 ml kg 45 dias niloticus 1 peso final; 1TCE (2020)
Origanum
vulgare 5 g ko'l 45 dias Oreochromis 1Peso final; 1Ganho de peso; de Oliveira et al.
9Ky niloticus }Conversdo alimentar (2020)
Citrus bergamia 0 Oreochromis 1Peso final; 1TCA; Ttaxa de Kesbig et al.
0,5% 8 semanas niloticus crescimento relativo; 1TCE (2020)
Petroselinum Oreochromis Farag et al
crispum 1,0e2,0 ml kg* 60 dias 1Peso final; 1Ganho de peso g '

niloticus

(2021)



Ocimum
gratissimum

Lippia sidoides

Thymus vulgaris

Satureja
hortensis

Tanacetum
balsamita

1%

0,5 ml kg*

0,5, 1e2 % nadieta

1%

100 e 200 mg kg

45 dias

60 dias

60 dias

21 dias

8 semanas

Pseudoplatystom
a reticulatum

Colossoma
macropomum

Cyprinus carpio

Cyprinus carpio

Cyprinus carpio

1Ganho de peso

tPeso final; Tganho de peso; 1TCE

1Peso final; | TCA; 1 Taxa de
sobrevivéncia apos 60 dias de
alimentacéo

1Peso final

TPeso final; 1Ganho de peso; Ttaxa
de crescimento especifico;
| Conversao alimentar
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Silva et al.
(2021)

Copatti et al.
(2022a)

Ghafarifarsani et
al. (2022)

Jalil et al. (2022)

Yousefi et al.
(2023)

GPD: ganho de peso diario; TCA: taxa de conversao alimentar; TCE: taxa de crescimento especifico.
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Existem, no entanto, outros estudos que mostram efeito nulo ou negativo sobre o
desempenho. Souza Silva et al. (2019) avaliaram os efeitos do OE de Mentha piperita na dieta
de tilapia do Nilo e ndo observaram diferencas nos parametros de desempenho zootécnico dos
peixes que receberam racao suplementada com o OE e o grupo controle. Chung et al. (2021b)
observaram diminui¢do no ganho de peso e no crescimento especifico de tambaquis que
receberam maiores dosagens (1,0; 1,5 e 2,0 ml kg) do OE de gengibre (Z. officinale) na dieta.
Brum et al. (2017) observaram reducao do peso e do crescimento especifico em tilapias do Nilo,
além do aumento da taxa de conversdo alimentar no grupo que recebeu maiores concentracdes
(1,5%) do oleo de gengibre na dieta, atribuindo esse fato a possivel toxicidade do OE em
grandes concentracfes. Monteiro et al. (2021) ndo observaram efeito sobre o desempenho de
tambaquis que receberam o OE de gengibre (1,25 g kg™ e 5,0 g kg?) na dieta. Diferente dos
trabalhos citados anteriormente, as concentracdes utilizadas podem néo ter sido suficientes para
melhorar o desempenho ou causar toxidade no animal. Adicionalmente, 0 mesmo estudo
mostrou que ndo houve efeito sobre o desempenho dos peixes com a inclusdo dos tratamentos
com OE de L. sidoides (0,625 g kg™t e 1,25 g kg™) e O. gratissimum (1,25 g kg e 5,0 g kg™)

na dieta.

4. Hematologia, bioquimica e pardmetros imunoldgicos dos peixes

A hematologia e bioquimica sordlogica sdo considerados marcadores importantes para
se avaliar a saude e bem-estar dos peixes (Fazio, 2019; de Souza et al., 2019a; Farag et al.,
2021). Quando essas ferramentas sdo utilizadas em conjunto com os parametros imunolégicos,
é possivel identificar o efeito dos OEs no sistema imune inato e na fisiologia dos peixes de
forma geral (Vallejos-Vidal et al., 2017; Rodrigues et al., 2020). Por exemplo, o aumento da
concentracdo de hemoglobina pode indicar um resultado positivo sobre a satide dos peixes, pois
é o componente responsavel pelo transporte de oxigénio, mostrando um possivel aumento no
bem-estar dos animais (de Souza et al., 2019a; Chung et al., 2021b). J& o aumento em outros
indices, como numero total de leucocitos, pode indicar uma melhora nas respostas imunes
celular (Brum et al., 2017; Ebrahimi et al., 2020; Silva et al., 2021), j& que os leucdcitos sdo 0s
principais componentes celulares do sistema inato, sendo responsaveis pela destruicdo de
patdgenos e pela fagocitose (Zhu e Su, 2022). A diminuicdo dos valores, tanto do hematocrito,
hemoglobina e eritrécitos, quanto dos indices hematimétricos, podem indicar efeitos
indesejaveis ao animal, como a anemia ocasionada por infeccOes parasitarias (dos Santos et al.,
2023), e/ou por bactérias (Thuong et al., 2022).

Efeitos nos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de algumas espécies de peixes
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utilizando OEs na dieta também foram descritos (Tabela 3). O aumento nos indices de proteinas
totais, albumina e globulina sdo também indicativos de melhora na resposta imune inata dos
peixes. Além disso, as proteinas estdo envolvidas em fungdes metabolicas do organismo: a
albumina atua como antioxidante e a globulina atua como indicador em processos inflamatorios
(Ghafarifarsani et al., 2022). Avaliar enzimas hepaticas também trazem informacdes relevantes,
pois permitem verificar se ha efeitos deletérios na salde dos peixes. As enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) sdo bons indicadores de danos ao
figado, porque estdo presentes principalmente nos hepatocitos e, quando ha maiores
concentragfes na corrente sanguinea, podem indicar um possivel efeito nocivo ao tecido
hepético (Zargar et al., 2019; Chung et al., 2021a).

Para verificar o efeito dos dleos essenciais como imunoestimulantes, as analises mais
utilizadas sdo os indicadores de atividade fagocitaria, atividade respiratoria dos leucocitos,
atividade da lisozima e do sistema complemento (de Souza et al., 2019a; Zargar et al., 2019;
Abdel-latif et al., 2020b; Priyadarsani et al., 2021). Isso € explicado pela utilizagdo dos
imunoestimulantes com a funcdo de aumentar a regulacdo de parametros imunoldgicos
(celulares e humorais), e de melhorar a resisténcia a patdgenos comuns de peixes de producao
(Vallejos-Vidal et al., 2017; Biller e Chagas, 2022).

A atividade respiratéria dos leucocitos indica o efeito sobre a imunidade inata dos
peixes. Ela € um importante mecanismo de defesa contra patdgenos, e é ativada durante o
processo de fagocitose, ao qual os leucdcitos responsaveis por fagocitar microrganismos
apresentam um maior consumo de oxigénio, consequentemente produzindo maior quantidade
de espécies reativas de oxigénio (EROs) como: anion superdxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (OH"). As EROs sdo toxicas para os patdégenos, levando-os a morte
(Bulfon et al., 2018; Biller e Takahashi, 2018; Gupta et al., 2021b).

A lisozima e o sistema complemento sdo também importantes indicadores de imunidade
inata humoral dos peixes. A lisozima esta presente no soro e muco dos peixes, e possui atividade
contra bactérias, danificando a parede celular bacteriana, atuando na ativacdo dos leucocitos e
macrofagos ou promovendo a fagocitose de microrganismos (Diler et al., 2017; Ahmadifar et
al., 2019). Ja o sistema complemento pode eliminar corpos estranhos em conjunto com
anticorpos ou sozinho, através da identificacdo, opsonizacao e lise do patdgeno. A ativacdo do
complemento permite aumentar as atividades fagociticas. A administracdo de substancias
imunoestimulantes como os OES atuam na ativacdo desses indicadores, como lisozima e
sistema complemento, melhorando as respostas imunes quando na presenca de patdégenos
(Sakai et al., 2021; Vallejos-Vidal et al., 2017). Na Tabela 4 é possivel observar o efeito
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benéfico de diferentes 6leos essenciais sobre os pard@metros imunoldgicos de diversas espécies
de peixe.



Tabela 3. Efeito da suplementacéo de diferentes 6leos essenciais sobre pardmetros hematol6gicos e bioquimicos de peixes.
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- . - . « Dias de Parametros Parametros A
Oleo essencial Especie de peixe Concentracéo . « . o Referéncias
alimentacéo hematoldgicos bioquimicos
. Leucocitos; .
o Oreochromis 0 . f N Proteina Souza Silva et al.
Mentha piperita niloticus 0, 25% 50 dias 1 Trombdcitos olasmatica (2019)
, Oreochromis 0 : o Valladdo et al.
Thymus vulgaris niloticus 1% 15 dias tLeucocitos - (2019)
Ocimum . : . . i 1Proteina totais; Chung et al.
basilicum Arapaima gigas 2mlkg 48 dias + Albumina (2020)
. Hb 1Leucocitos; .
Zingiber Colossoma 1 . ! s ’ Tglicose; | Chung et al.
officinale macropomum 15e2mlkg 60 dias fTromboticos albumina. (2021b)
Zingiber Oreochromis 05,15 1e2 . THct; THb 1Leucocitos; Chung et al.
officinale niloticus ml kgt 60 dias 1 Eritrocitos |Colesterol (20214a)
Ocimum Colossoma 1,25e5,09 . " - Monteiro et al.
gratissimum macropomum kg? 60 dias fTrombécitos (2021)
Lippia Oreochromis 0 . PSR i Alves Jesus et al.
origanoides niloticus 0,125% 30 dias 1 Eritrécitos; JHCM (2021)
NP 1 Albumina; .
Lippia sidoides Colossoma 051 e_%,S 60 dias TErltrocno_s, 1Glicose: 1 Copatti et al.
macropomum ml kg Themoglobina L (2022a)
triglicerideos
Thymus vulgaris Cyprinus carpio 05,1e2% 60 dias 1 Eritrécitos; tHct; tHb fProteinas totais;  Ghafarifarsani et

tAlbumina

al. (2022)



Origanum
vulgare

Cymbopogon
citratus

Mentha piperita

Oreochromis

. 2%
niloticus
Oreochromis 200, 300 e
niloticus 400 mg kgt
Oreochromis sp. 0,5%

60 dias

20 dias

15 dias

tHb; 1 Eritrocitos

THct; |Hb; TEritrdcitos;
1Glébulos brancos e
tromboticos
tHb; 1 Eritrdcitos;
1Glébulos brancos e
tromboticos
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Aly et al. (2022)

Thuong et al.
(2022)

Vo et al., (2023)

Hct: hematocrito; Hb

: concentragdo de hemoglobina



Tabela 4. Efeito dos diferentes 6leos essenciais sobre os pardmetros imunoldgicos e sobrevivéncia dos peixes frente ao desafio com bactérias.

Oleo essencial

Espécie de peixe

Concentragéo testada

Dias de suplementacao

Parametros imunologicos e
sobrevivéncia

Referéncias

Mentha
piperita

Melaleuca
alternifolia

Aloysia
triphylla

Lippia alba

Cymbopogon
flexuosus

Origanum
vulgare

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Rhamdia quelen

Orechromis niloticus

Oreochromis
niloticus

Cyprinus carpio

250 mg kg *

100 e 250 mg kg

2 ml kg

2 ml kg

2 ml kg

5,10, 15, 20 g kg

60 dias

60 dias

21 dias

45 dias

45 dias

8 semanas

T Atividade do sistema
complemento

1 Atividade do sistema
complemento

1 a sobrevivéncia apds
infeccdo com Aeromonas
hydrophila.

TLisozima; maior
sobrevivéncia dos peixes
apos desafio com
Aeromonas spp.

Aumentou a sobrevivéncia
dos peixes ap0s infeccdo
com A. hydrophila

TLisozima sérica; TAF;
11F; Aumento da
resisténcia apds desafio
bacteriano com A.
hydrophila

Valladdo et
al. (2017)

Valladdo et
al. (2017)

dos Santos
etal. (2017)

de Souza et
al. (2019a)

Souza et al.
(2020)

Abdel-Latif
et al.
(2020Db)




Origanum
vulgare

Eugenia spp

Lippia
sidoides

Ocimum
gratissimum

Lippia
sidoides

Cyprinus carpio

Oreochromis
niloticus

Colossoma
macropomum

Pseudoplatystoma
reticulatum

Colossoma
macropomum

500, 1500 e 4500 mg
kg?

1,5% e 3%

0,625e1, 25gkg*

1,5%

05,1,0 1,5 mL kg

8 semanas

4 semanas

60 dias

45 dias

60 dias

TLisozima; 1 a
sobrevivéncia apos
infeccdo com Aeromonas
hydrophila.

TAF; TAtividade
respiratoria de leucocitos;
TLisozima; 1 a resisténcia

ao desafio com

Streptococcus iniae

T Atividade respiratoria dos
leucocitos; Maior
sobrevivéncia ap0s

infeccdo com A. hydrophila

TAtividade Respiratoria de
Leucdcitos; | mortalidade
apos desafio com A.
hydrophila

TLisozima

Zhang et al.
(2020)

Abdelkhalek
et al. (2020)

Monteiro et
al. (2021)

Silva et al.
(2021)

Copatti et
al. (2022a)
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Satureja
hortensis

Origanum
vulgare

Tanacetum
balsamita

Thymus
vulgaris

Nigella satuva

Coriandrum
sativum L.

Cyprinus carpio

Oreochromis
niloticus

Cyprinus carpio

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

1%

2%

100 e 200 mg kg

le2%

le2%

1,15e2%

21 dias

60 dias

8 semanas

28 dias

28 dias

60 dias

TLisozima; 1Sistema
complemento

TF; TLisozima apds 60
dias e ap0s desafio com A.
hydrophila

tLisozima

TLisozima

TLisozima

T Atividade Respiratéria de

Leucocitos; tLisozima; 1 a

resisténcia ao desafio com
Aeromonas hydrophila

Jalil et al.
(2022)

Aly et al.
(2022)

Yousefi et
al. (2023)

Korni et al.
(2023)

Korni et al.
(2023)

Das et al.
(2023)

AF: Atividade Fagocitica; IF: indice Fagocitico
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5. Consideracdes finais

A utilizagdo de 6leos essenciais na dieta animal vem ganhando destaque principalmente
na piscicultura, ao qual é possivel verificar os beneficios sobre as diferentes espécies de peixes.
No entanto, € possivel verificar as diferencas nas dosagens dos oleos aplicadas, sendo
necessaria busca de uma dose ideal (padrdo) para cada espécie de peixe eque possa influenciar
positivamente na producdo e ndo cause danos aos animais. Os diferentes componentes dos
oOleos, os locais de extracdo da planta, e as espécies de peixes influenciam na resposta final.
Atualmente, estudos com os compostos isolados dos dleos essenciais também ja vem ganhando
destaque, mostrando que os estudos nessa area de produtos naturais e biodegradaveis € um
passo importante para uma aquicultura mais sustentavel.

A utilizacdo de 6leos essenciais como destacado pode ser benéfico para as mais diversas
ocasifes, tanto para tratar doencas, intoxica¢Ges, como para melhorar o desempenho e

imunidade dos peixes
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Resumo

A busca por aditivos naturais com caracteristicas imunoestimulantes na aquicultura vem
aumentando.Um exemplo sdo alguns éleos essenciais (OEs) que melhoram as respostas imunes
dos peixes contra doencas e ajudam a reduzir a utilizacdo de antibidticos. Para os OEs de Lippia.
gracilis e Cymbopogon citratus ja é comprovada atividade antimicrobiana in vitro sobre
bactérias do género Aeromonas. Assim, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da
incluséo dos OEs de L. gracilis e Ccitratus na dieta de tambaqui (Colossoma macropomum)
sobre 0 crescimento, respostas hemato-imunoldgicas antes e apos inoculagdo de 108 UFC/mL
de Aeromonas jandaei. Foram utilizados 5 tratamentos (T1= 0,0 g kg*; T2=5,0 g kg™* de OE
de L. gracilis; T3= 10,0 g kg de OE de L. gracilis; T4= 5,0 g kg* de OE de C. citratus; T5=
10,0 g kg de OE de C. citratus) com 4 repetigdes, em delineamento inteiramente casualizado.
Os OEs foram adicionados a ra¢do comercial (32% PB), fornecida aos peixes (n=240) duas
vezes por dia, durante 60 dias. Em seguida, foram realizadas biometria e coleta sanguinea dos
peixes para analises hematoldgicas, bioquimicas e imunolégicas. Para os dados paramétricos
foi aplicado a analise de variancia (one-way) e para os dados ndo paramatricos foi aplicado o
teste de kruskall wallis. Com relacdo aos parametros avaliados, ndo foi encontrada diferenca
estatistica significativa (p<0,05) nos valores de desempenho zootécnico, nos indices

hematoldgicos (hematocrito, hemoglobina, eritrécitos, hemoglobina corpuscular média,
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volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média), nos parametros
bioquimicos (proteinas totais, albumina e globulina) e nos parametros imunoldgicos, como
atividade respiratoria de leucdcitos e concentracdo de lisozima entre os tratamentos com OEs
apos 60 dias de alimentagdo. Entretanto, observou-se uma reducéo significativa nos valores de
aspartato aminotransferase (AST) no tratamento contendo 5 g kg de OE de L. gracilis em
relacdo aos demais tratamentos. Foi inoculada a bactéria A. jandaei nos peixes de todos 0s
tratamentos, sem mortalidades no periodo de 15 dias. Todavia, observou-se alteracbes em
alguns parametros sanguineos 10 dias apds a estimulacdo com a bactéria: o tratamento controle
apresentou reducdo significativa nos valores de volume corpuscular médio (VCM) em relacao
ao tratamento com 5 g kg™ de OE de L. gracilis, e os valores de proteinas totais dos peixes
pertencentes aos tratamentos controle e 10 g kg™ de OE de L. gracilis foram significativamente
menores em relagdo ao tratamento com 5 g kg™ de OE de L. gracilis . Portanto, a inclusdo dos
6leos essenciais de L. gracilis e C. citratus mostrou efeitos ndo-deletérios a satde dos peixes,
uma vez que 0s mesmos ndo afetaram negativamente o desempenho zootécnico dos peixes, nem
a taxa de sobrevivéncia, mesmo apos inoculacdo de A. jandaei.

Palavras chaves: Aeromonas jandaei, Colossoma macropomum, imunoestimulante, 6leos

essenciais.

Abstract

The search for natural additives with immunostimulating characteristics in aquaculture has been
increasing. An example is some essential oils (OEs) that improve the immune responses of fish
against diseases and help to reduce the use of antibiotics. For Lippia gracilis and Cymbopogon
citratus OEs in vitro antimicrobial activity against bacteria of the genus Aeromonas has already
been proven. Thus, the present study aimed to evaluate the effect of including EOs from L.
gracilis and C. citratus in the diet of tambaqui (Colossoma macropomum) on growth, hemato-
immunological responses before and after inoculation of 108 CFU/mL of Aeromonas jandaei.
Five treatments were used (T1= 0.0 g kg of L. gracilis EO; T2=5.0 g kg™* of L. gracilis EO;
T3=10.0 g kg of L. gracilis EO; T4=5 .0 g kg! of C. citratus EO; T5= 10.0 g kg™ of C.
citratus EO) with 4 replications, in a completely randomized design. The EOs were added to
the commercial feed (32% CP), given to the fish (n=240) twice a day, for 60 days. Then,
biometry and blood collection of the fish were performed for hematological, biochemical and
immunological analyses. For parametric data, analysis of variance (one-way) was applied and
for non-parametric data, the Kruskall Wallis test was applied. Regarding the evaluated

parameters, no statistically significant difference (p<0.05) was found in the zootechnical
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performance values, in the hematological indices (hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, mean
corpuscular hemoglobin, mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin
concentration), on biochemical parameters (total proteins, albumin and globulin) and on
immunological parameters such as respiratory activity of leukocytes and lysozyme
concentration between treatments with EOs after 60 days of feeding. However, a significant
reduction in aspartate aminotransferase (AST) values was observed in the treatment containing
5 g kg of L. gracilis EO compared to the other treatments. The bacteria A. jandaei was
inoculated in the fish of all treatments, without mortalities in the period of 15 days. However,
changes were observed in some blood parameters 10 days after stimulation with the bacteria:
the control treatment showed a significant reduction in mean corpuscular volume (MCV) values
in relation to the treatment with 5 g kg™* of L. gracilis EO, and the total protein values of fish
belonging to the control treatments and 10 g kg™ of L. gracilis EO were significantly lower in
relation to the treatment with 5 g kg of L. gracilis EO. Therefore, the inclusion of essential
oils from L. gracilis and C. citratus showed non-deleterious effects on the health of the fish,
since they did not negatively affect the zootechnical performance of the fish, nor the survival

rate, even after inoculation of A. jandaei

Keywords: Aeromonas jandaei, Colossoma macropomum, immunostimulant, essential oil.

1. Introducdo

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie de peixe nativa mais produzida no
Brasil com 94 mil toneladas, e a regido Norte é detentora de 71% da producdo total (IBGE,
2021). Essa espécie apresenta caracteristicas desejaveis para a criacdo, como rapido
crescimento, disponibilidade de alevinos ao longo do ano, tolerancia a baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido na agua, boa aceitacdo pelos consumidores, alto valor nutricional de sua
carne, entre outros (Hilsdorf et al., 2022). Entretanto, as doencas bacterianas, como as causadas
por bactérias do género Aeromonas, representam um entrave na criagdo do tambaqui (Gallani
et al., 2020; Mielke et al., 2022). Neste contexto, a busca por novos produtos que possam atuar
como imunoestimulante torna-se primordial, de forma a contribuir para melhorar as condig¢oes
de saude dos peixes, influenciando positivamente na producao da aquicultura.

A utilizacdo de aditivos alimentares como imunoestimulantes tem se tornado uma opgéo
viavel para a melhoria na producédo de peixes (Abarike et al., 2019). Essas substancias servem

para aumentar a resisténcia dos animais as mais variadas doencas, sejam elas bacterianas, virais
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ou fungicas, devido ativacdo dos mecanismos de defesa (Awad e Awaad, 2017). Diversos
compostos considerados seguros ecologicamente e que atuam melhorando as respostas
imunologicas estdo sendo estudados (Almarri et al., 2023). Dentre os aditivos mais utilizados,
encontram-se aqueles obtidos de plantas, como os 6leos essenciais e extratos vegetais. O uso
de produtos naturais com caracteristicas imunoestimulante na piscicultura tem como objetivo
tornar a producdo mais sustentavel (Abarike et al., 2019), principalmente pela reducéo da
utilizacdo produtos sintéticos para o controle de doencas, como o0s antibioticos (Limbu et al.,
2021; Edeh et al., 2023).

Além disso, estudos com 6leos essenciais como aditivos imunoestimulantes mostram
efeitos benéficos sobre a salde e o desempenho zootécnico em algumas espécies de peixes,
como observado com os OE de gengibre (Zingiber officinale) que aumentou o nimero de
leucocitos, hemoglobina e trombdcitos em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Chung et
al., 2021) e Ocimum basilicum que promoveu aumento no ganho de peso, peso final, taxa de
crescimento especifico, assim como na atividade da lisozima apos infeccdo com Aeromonas.
hydrophila (de Souza et al., 2019) também em tilapia do Nilo. Em tambaquis, o uso de Lippia
sidoides promoveu aumento da atividade respiratoria de leucocitos apos desafio com A.
hydrophila (Monteiro et al., 2021) e aumento da lisozima (Copatti et al., 2022a), enquanto que
0 OE de Cymbopogon citratus aumentou o ganho de peso, proteinas totais e sobrevivéncia apos
desafio com A. hydrophila (Copatti et al.,2022b). Em tambatinga (Colossoma macropomum X
Piaractus brachypomus) o OE de Lippia grata promoveu aumento do desempenho zootécnco
dos peixes (Costa et al., 2022).

Dentre as varias espécies de plantas estudadas, L. gracilis e C. citratus se destacam
como promissoras para uso na criacdo de peixes. A espécie L. gracilis (Verbenaceae) é
conhecida como alecrim da chapada, ocorre em diversos paises. No Brasil, é nativa da caatinga
na regidao nordeste, mas pode ser encontrada também na regido norte (dos Santos et al., 2019).
J& a espécie C. citratus, pertencente a familia Poaceae, é conhecida como capim liméo ou capim
santo, e se desenvolve principalmente em regides tropicais e subtropicais (da Silva et al., 2020).
Os OEs de ambas as espécies apresentam caracteristicas imunoestimulantes para a tilapia do
Nilo (Al Sagheer et al., 2018), anti-helminticas para tambaqui (Gonzales et al., 2020; Oliveira
et al., 2021) e antimicrobianas (Cardoso-Junior et al., 2021; da Silva et al., 2022). Com relagéo
a esta Ultima caracteristica, o efeito foi relatado em experimentos in vitro com bactérias de
potencial patogénico para peixes, como as do género Aeromonas (da Silva et al., 2022; Felix e
Silva et al., 2022).

Estudos recentes mostram que as bactérias A. jandaei e A. hydrophilla podem ser



48

patogénicas para o tambaqui, sendo relatados algumas alteragcfes comportamentais e sinais
clinicos decorrentes desta infeccdo, como natacdo erratica, letargia, escurecimento da pele,
lesGes ulcerativas, além de hemorragia e mortalidade (Gallani et al., 2020; Mielke et al., 2022).
As duas bactérias causaram infec¢do aguda associada a septicemia por Aeromonas maveis
(SAM) no tambaqui (Gallani et al., 2020; Mielke et al., 2022), e essa é uma doenca de grande
relevancia na aquicultura, por causar perdas bilionérias na producdo de peixes (Dien et al.,
2023).

Desse modo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inclusdo dos 6leos essenciais
de L. gracilis e C. citratus na dieta do tambaqui (C. macropomum) sobre o crescimento,

respostas hemato-imunoldgicas antes e apds estimulo com A. jandaei.

2. Material e métodos

2.1 Animais

Os juvenis de tambaqui (57,1 + 0,8 g; 15,0 + 0,07 cm) foram adquiridos em uma fazenda
localizada no municipio de Rio Preto da Eva (estado do Amazonas, Brasil) e transferidos para
0 setor de piscicultura da Embrapa Amazo6nia Ocidental (Manaus, Amazonas, Brasil). L& foram
acondicionados e aclimatados em caixas de agua de 1000 L, com aera¢do constante, sistema de
recirculacdo e aquecimento de agua. Os peixes foram alimentados com racdo comercial
(MULTIFOS, 32% proteina bruta, pellet - 4 mm ) até a saciedade aparente, duas vezes ao dia.

Durante o periodo de aclimatacdo os parametros da qualidade de agua foram
mensurados diariamente, cujos valores foram: oxigénio dissolvido (7,27 + 0,02 mg L?) e
temperatura (29,2 £ 0,03 °C) com auxilio de oximetro digital (mYSI Pro20, YSI Inc., USA),
pH (6,89 + 0,04) com uso de pHmetro digital (YSI F-1100, YSI Inc., 50 USA), alcalinidade
(3,9 +0,14 mg L) e dureza (15,8 + 2,7 mg L) calculados por titulagdo, e aménia (0,5 + 0,1
mg L) total determinada pelo método de endofenol, de acordo com APHA (1998).

O procedimento experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental, sob o protocolo N° 03/2022.

2.2 Oleos essenciais

Os OEs de L. gracilis e C. citratus foram obtidos pelo processo de hidrodestilagdo, com
o auxilio do aparelho tipo Clevenger. O material vegetal empregado na extracao foram as folhas
obtidas de plantas adultas cultivadas no setor de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia

Ocidental (Manaus, Amazonas). Amostras desses OEs foram utilizadas para caracterizacdo de
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sua composic¢ao quimica por cromatografia gasosa e espectrometria de massas. Os principais
componentes identificados foram carvacrol (42,2%), p-cimeno (11,2%) e y-terpineno (10,7%)
no OE de L. gracilis, e geranial (45,7%), neral (33,9%) e mirceno (6,6%) no OE de C. citratus,

conforme descrito por da Silva et al. (2022).

2.3 Dietas experimentais

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados com as dietas-teste que
consistiram de racdo comercial (32% PB) com incorporagdo de OEs através do processo de
revestimento com polimero etilcelulose, para evitar lixiviacdo do 6leo essencial para agua
(Cordeiro et al., 2022). Em resumo, para cada quilograma de racdo, os OEs e a etilcelulose
(concentracéo de 0,75%) foram diluidos em 100 mL de alcool. Em seguida, as solucGes foram
aspergidas na dieta. No tratamento controle foram aspergidos somente a solucao de etilcelulose.
As dietas-teste foram secas a 25° C por 24 h, embaladas e mantidas sob refrigeracéo (4°C).
Posteriormente foram fornecidas duas vezes ao dia, com base na biomassa (3% do peso vivo),

durante 60 dias.

2.4 Desenho experimental

Juvenis de tambaqui (n = 240, 57,1 + 0,8 g; 15,0 £ 0,07 cm) foram distribuidos
aleatoriamente em 20 tanques de 1000 L (n = 12 por tanque), compondo cinco tratamentos, com
quatro repeticOes. Os tratamentos consistiram em: T1=0 g kg * (controle); T2 = 5,0 g kg do
OE de L. gracilis na dieta; T3 = 10,0 g kg™ do OE de L. gracilis na dieta; T4 = 5,0 g kg™ do
OE de C. citratus na dieta; T5 = 10,0 g kg do OE de C. citratus na dieta. As concentracoes
dos OEs seguiram recomendacdo de Monteiro et al. (2021) e da Silva et al. (2022).

Os peixes foram alimentados com base na biomassa estocada (3% do peso vivo dia),
duas vezes ao dia (8 a.m. e 4 p.m.), durante 60 dias. Apds esse periodo, 0s peixes passaram pelo
procedimento de biometria e coleta de sangue para determinacdo dos parametros zootécnicos,
hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos. Apos 60 dias de alimentacdo, os peixes foram
inoculados com A. jandaei (108 UFC mL™) e a mortalidade foi acompanhada por um periodo
de 15 dias.

Durante o periodo experimental os valores registrados para os parametros da qualidade
de agua foram: oxigénio dissolvido (6,99 + 0,40 mg L), temperatura (30,0 + 0,44 °C), pH
(5,55 * 0,14), alcalinidade (3,6 + 0,31 mg L), dureza (27,4 + 2,1 mg L) e amdnia (0,9 + 0,06
mg L?)



50

2.5 Parametro de desempenho

Apo6s 60 dias de alimentacdo, os pardmetros de desempenho zootécnico de C.
macropomum foram calculados de acordo com Costa et al. (2022), a saber: peso inicial Pl (g);
peso final PF (g); comprimento final CF (cm); ganho de peso total GP (g) = peso final - peso
inicial; conversdo alimentar (CA)= consumo de ragdo/ganho de peso; fator de condicéo FC =
100*(peso final) / (comprimento final)®; taxa de crescimento especifico (%) = (In (peso final) —
In (peso inicial)) / dias de alimentacdo*100; sobrevivéncia S (%) = (numero final de peixes /

namero inicial de peixes) * 100.

2.6 Coleta sanguinea, analises hematoldgicas e bioquimicas

As coletas sanguineas foram realizadas ao final dos 60 dias de alimentagdo e apos 10
dias da inoculagdo bacteriana. Para isso, 0s peixes (n=12 por tratamento) foram anestesiados
com 100 mg L de benzocaina (Gomes et al., 2001) e o sangue ( cerca de 1,5 mL) foi coletado
por puncdo da veia caudal, utilizando seringas estéreis. Metade do sangue coletado foi
armazenado em microtubos de 2 mL contendo anticoagulante (heparina — 100 pL) para
realizacdo das analises hematoldgicas. A outra parte do sangue foi adicionada em microtubos
sem heparina, para a obtencéo de soro a fim de se realizar as analises bioquimicas, enzimaticas
e imunoldgicas. As analises hematoldgicas realizadas foram: hematécrito (Hct, %), pela
centrifugacdo do sangue em tubos capilares e leitura em escala padronizada; hemoglobina (Hb,
g dL?) determinada pelo método da ciano-metahemoglobina segundo Collier (1944); e a
contagem de eritrécitos (RBC, 108 células pL™), realizada em cadmara de Neubauer apds
diluicdo do sangue em solucdo de formol citrato (Natt e Herrick, 1952). As constantes
corpusculares determinadas foram: volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina
corpuscular média (HCM, pg) e concentracdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM, %),
segundo Ranzani-Paiva et al. (2013). Quanto aos parametros bioquimicos, foram determinados
os niveis de proteinas totais (g dL) pelo método de biureto e, albumina (g dL) pelo método
de verde de bromocresol, utilizando-se kits comerciais (Labtest®) em ambos os casos. Ja a
globulina foi determinada pela seguinte formula: globulina = proteinas totais — albumina. A
analise enzimatica da aspartato aminotransferase (AST, U L) e alanina aminotransferase
(ALT, U L) foram realizadas em modo cinético utilizando kits comerciais (Labtest®),

seguindo as recomendacdes do fabricante.
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2.7 Atividade respiratoria de leucocitos

A determinacdo da atividade respiratéria de leucocitos foi realizada seguindo Biller-
Takahashi et al. (2013). Resumidamente, 0,1 mL de sangue coletado com anticoagulante foi
adicionado a 0,1 mL de nitroblue tetrazolium (NBT) a 0,2%. A solucdo foi homogeneizada e
incubada por 30 minutos, a 25 °C. Em seguida, 50 uL. da suspensao resultante foi adicionada a
1,0 mL de dimetilformamida (DMF) e centrifugada a 2.500 x g por 5 min. A solugé&o final foi

lida em espectrofotdmetro a 540 nm.

2.8 Andlise de lisozima

A lisozima foi determinada seguindo a metodologia de Abreu et al. (2009) e Ellis (1990).
Em resumo, foi preparada uma solugéo estoque utilizando a lisozima (Sigma®, Canada) da clara
de ovo de galinha (1 mg mL™) como padréo, e uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus
(0,2 mg mL* de tampéo fosfato de sddio 0,05 M pH 6,2). Para a solucéo de trabalho de lisozima
(1 pug pL™?) foi realizada a diluigdo da solugdo estoque dez vezes com tampé&o fosfato de sddio
(NaH2POg; 0,05 M; pH 6,2). Em cubetas plésticas de 1 mL, foram adicionadas diferentes
concentragdes de solugdo de lisozima padrdo (1 pg pL™?) (50 pL, 80 pL, 100 pL, 160 pL, 200
pL) e o volume foi completado para 300 pL com tampao fosfato de sodio (0,05 M; pH 6,2). A
mistura foi levada ao espectrofotbmetro (Beckman DU-70S) e incubada, por dois minutos a
26°C. Apos isso, foi adicionado 300 pL da suspenséo de M. lysodeikticus (0,2 mg ml™) a mistura
e a amostra foi lida em 450 nm para a obtencéo da curva de calibragcdo. As amostras de soro
foram aquecidas em banho-maria, a 56 °C por 30 minutos, para inativar as proteinas do sistema
complemento e certificar que a lise de M. lysodeikticus ocorreu exclusivamente pela acdo da
lisozima. Um volume de 175 pL de soro foram dispensados em tubos de ensaio contendo 125
uL de tampdo fosfato de sdédio. Essas amostras foram incubadas por dois minutos no
espectrofotdmetro a 26 °C e, entdo, foram adicionados 300 pL de suspensdo de M. lysodeikticus
(0,2 mg mL1). A diferenca entre a turbidez inicial e final (reducdo da densidade 6ptica (DO)
foi medida entre 0,5 e 5 minutos a 450 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de
reducdo de DO para cada volume de amostra versus volume de amostra analisado (pL). A
equacdo de regressdo linear da curva de calibracdo da lisozima foi utilizada para determinar

seus niveis séricos (ug mL™).

2.9 Estimulacéo da resposta imune com Aeromonas jandaei

No Laboratorio de Piscicultura da Embrapa Amazé6nia Ocidental (Manaus, AM), a cepa
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AM-70 de A. jandaei foi cultivada em &gar Triptona Soja (TSA - Kasvi, Espanha) e incubada
a 28 °C por 24 h. Colbnias foram diluidas em solucdo salina estéril para obtencdo
daconcentracdo de 0,5 na escala de McFarland ou 108 UFC mL™.

Ap0s os 60 dias de alimentacédo, 36 peixes de cada tratamento (n=9 por tanque) foram
coletados, anestesiados com benzocaina (100 mg L™) e 100 pL de A. jandaei foram inoculados
por via intraperitoneal. Em seguida os peixes foram devolvidos aos tanques de acordo com o
tratamento. A sobrevivéncia dos peixes foi acompanhada por 15 dias, mas ap0s os primeiros 10

dias, foi realizada a coleta sanguinea (n=3 por tanque) para analise dos parametros sanguineos.

2.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos por meio de meédia + erro padrdo. Todos os dados
inicialmente foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade
de Levene. Para os dados que atenderam aos pressupostos, foi aplicada a analise de variancia
(ANOVA) e teste pos-hoc de Tukey. As variaveis dependentes que ndo atenderam aos
pressupostos foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste pos-hoc de Dunn.
Em ambos os casos foi utilizado o nivel de significancia de 5% para as analises.

3. Resultados

Os peixes alimentados com as dietas suplementadas com OE de L. gracilis e C. citratus
durante 60 dias ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) nos parametros de
desempenho zootécnico (peso final, comprimento final, ganho de peso, conversdo alimentar,
taxa de crescimento especifico, fator de condicdo) avaliados em relacdo ao tratamento controle
(Tabela 1). Durante o periodo experimental de 60 dias ndo houve mortalidade dos peixes nos

diferentes tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho de crescimento (média + erro padrdo) de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) alimentados com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia gracilis e
Cymbopogon citratus na dieta.

Parametros Controle Lippia gracilis Cymbopogon citratus
59 kg? 10 g kgt 59gkg? 10 g kgt
PI(g) 56,23 +1,51* 60,71+1,91* 5548+2,08?% 57,83+2,77% 55,42 £ 0,707

PF(9) 136,99 £ 3,90° 140,96 £5,19 131,88+ 2,76 137,83 +4,55 134,66 +2,06%
a a a
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CF (cm) 19,20 +0,23* 19,60+0,34% 19,10+0,17% 19,42+0,17* 19,18+0,11°
GP (9) 80,75+2,72% 80,26 +3,48% 76,41+1,65% 80,00+1,87% 79,24+190°
CA 1,24 £ 0,042 1,36 +0,03* 1,31+0,056* 1,30+0,04% 1,26+0,03%
TCE (%) 1,48 £ 0,022 1,40+0,02% 1,44+0,04% 145+0,03% 1,48+0,03%
FC 1,91 0,032 1,87+£0,04% 189+0,04% 188+0,02* 191+0,01°
Sobrevivéncia 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00

(%)

PI: Peso Inicial; PF: Peso Final; CF: Comprimento Final; GP: Ganho de Peso; CV: Conversdo Alimentar; TCE: Taxa de Crescimento
especifico; FC: Fator de Condigdo. Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05)

Em relacdo aos parametros hematol6gicos (Tabela 2) ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) nos indices de hematdcrito, hemoglobina e eritrdcitos antes e apds a estimula¢do com
A. jandaei. Para o volume corpuscular médio, observou-se diferenca estatistica (p<0,05) entre
o tratamento contendo 5 g kg™ do OE de L. gracilis e o tratamento controle, na coleta realizada
apos a inoculacdo da bactéria. Ja para a hemoglobina corpuscular média e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em
ambos os periodos (ap6s 60 dias de alimentacdo e 10 dias depois da estimulacdo com A.
jandaei).

Nos parametros bioquimicos (Tabela 2), no tempo de 60 dias, os valores de proteinas
totais, albumina, globulina e alanina aminotransferase (ALT) ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos, ja a concentracdo de aspartato aminotransferase (AST) foi
significativamente menor (p<0,05) no tratamento com 5 g kg™ de L. gracilis em relagdo aos
tratamentos com 10 g kg de L. gracilis e 10 g kg™ de OE de C. citratus. Apos a estimulagéo
com A. jandaei, os valores de proteinas totais apresentaram aumento significativo nos
tratamentos com 5 g kg de L. gracilis e 5 g kg™ de C. citratus em relagdo ao controle, e ao
tratamento com 10 g kg de L. gracilis. Ja os indices de albumina, globulina, ALT e AST néo
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05).

Nas analises imunoldgicas (Tabela 3) ndo foram encontradas diferengas significativas
(p<0,05) na atividade respiratoria de leucdcitos e na concentragédo de lisozima nos dois periodos

avaliados (apds 60 dias e apés estimulagdo com A. jandaei).
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos e biogquimicos (média + erro padrdo) de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com
diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia gracilis e Cymbopogon citratus na dieta antes e ap0s estimulacdo com Aeromonas jandaei.

60 DIAS
Pardmetros Controle Lippia gracilis Cymbopogon citratus
5gkg? 10 g kg™ 5gkg? 10 g kg™
Hct (%) 27,78 £2,83 39,00 + 5,82 32,44 +2,80 30,60 * 3,07 38,54 + 4,26
Hb(g dL ™) 11,00 £ 0,59 11,70+ 1,11 11,90 £ 0,34 11,20 £ 0,54 12,00 £ 0,50
RBC (10°mm™) 2,49 £ 0,45 2,65+0,19 1,75+ 0,14 2,68 0,29 2,55+0,19
VCM (fL) 156,11 + 39,70 148,51 + 16,30 161,13 + 16,60 140,68 + 27,20 142,09 + 25,60
HCM (pg) 57,00 + 8,73 53,50 + 5,73 64,00 + 7,607 42,60 + 4,37 35,80 + 4,19°
CHCM (%) 42,78 + 4,69 36,40 £ 4,01 39,78 + 3,24 39,80 £ 3,55 32,45+ 3,74
PT (gdL™?) 3,26 + 0,29 3,11+0,26 3,95+ 0,27 3,54 £0,20 3,29+£0,13
Albumina (g dL?) 1,13+0,22 1,12 + 0,07 0,95+ 0,09 0,90+0,11 1,12+0,14
Globulinas (g dL™) 2,69 + 0,47 2,19+0,34 3,14 £0,22 2,71+£0,16 2,35+0,15
ALT (ULY 42,50 + 1,58 43,70 + 2,45 41,70 £5,20 43,70 + 4,42 46,20 + 3,53
AST (ULY 122,80 + 6,75% 69,53 + 15,86° 137,52 + 15,07° 95,06 *+ 6,96% 133,72 + 10,40°
APOS DESAFIO
Parametros Controle Lippia gracilis Cymbopogon citratus
59gkg? 10 g kgt 59gkg? 10 g kgt
Hct (%) 24,83 £ 1,52 29,36 + 0,96 29,00 £ 1,95 28,45+ 1,79 31,50 £2,16
Hb(g dL™) 12,50 £ 0,82 12,30 £ 0,81 10,70 £ 0,58 11,50 £ 0,81 13,00 £ 0,84
RBC (106 mm) 2,78+ 0,23 2,15+0,21 2,23+0,18 2,33+£0,25 2,79+0,24
VCM (fL) 88,76 + 5,59° 137,02 + 11,412 127,87 + 10,39% 125,38 +13,63® 132,29 +13,87%®
HCM (pg) 52,50 + 2,32 57,40 £ 4,24 49,00 + 3,44 49,20 + 4,02 49,00 + 3,49
CHCM (%) 51,30 + 3,27 42,50 + 3,08 39,90 £2,82 42,20 + 4,13 41,2 £ 4,40
Pt(g dL ) 1,96 + 0,52° 3,58+0,13° 1,97 +0,37° 3,14 £ 0,38* 2,97 + 0,44¢%¢
Albumina (g dL ™) 1,33+0,09 1,10+0,11 0,98 + 0,06 0,99 £ 0,15 1,05+ 0,09
Globulinas (g dL™) 1,40+ 0,43 2,49+ 0,20 1,68 + 0,24 1,93 £ 0,39 2,27 £ 0,26
ALT (ULY 48,60 + 7,30 48,80 + 6,21 44,10 + 6,58 60,00 £ 7,33 47,00 + 7,50
AST (ULY 121,67 £5,70 119,14 + 19,00 138,40 + 8,88 160,30 + 13,30 100,80 + 25,80

Hct: Hematdcrito; Hb: Hemoglobina; RBC: nlmero de eritrocitos; VCM: volume corpuscular médio; ; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular

Pt: proteinas totais; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05)
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Tabela 3. Pardmetros imunoldgicos (média + erro padrdo) de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) alimentados com diferentes concentracbes do Oleo essencial de Lippia gracilis e
Cymbopogon citratus na dieta antes e apds estimulacdo com Aeromonas jandaei.

60 DIAS

Parametros Controle Lippia gracilis Cymbopogon citratus

5gkg? 10 g kg™ 5gkg? 10 g kg'*
ARL(OD) 0,76 + 0,04 0,74 £ 0,03 0,71 £ 0,05 0,66 £ 0,07 0,77 £0,03
Lis?zima (1g 0,19+0,01 0,19+0,01 0,19+£0,01 0,19+0,01 0,20 £ 0,02
ml™)

APOS DESAFIO

Pardmetros Controle Lippia gracilis Cymbopogon citratus

5gkg? 10 g kg™ 5gkg? 10 g kg'*
ARL(OD) 0,67 £ 0,06 0,74 £0,07 0,63 £ 0,05 0,82 £ 0,04 0,67 £0,07
Lis?zima (Hg 0,18 + 0,02 0,24 + 0,03 0,24 + 0,03 0,20 £ 0,02 0,22 £0,03
ml™)

ARL.: Atividade Respiratoria de Leucdcitos

N&o houve mortalidade dos peixes (Figura 1) apds o periodo de estimulacdo com A.
jandaei.

100 A

75 A

50 4

Sobrevivéncia (%)

25 A

C{mltro\e Lé 5 LGI 10 C é 5 C CI10
g kg-1
Figura 1. Sobrevivéncia de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
alimentados com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia gracilis e
Cymbopogon citratus na dieta apos estimulacdo com Aeromonas jandaei.

4. Discussao

A utilizacdo dos OEs como alternativa natural ao uso de outros quimicos € de grande
relevancia na aquicultura, pois muitos compostos sdo imunoestimulantes, o que permite maior
resisténcia dos peixes as doengas. Como exemplo do carvacrol e timol, presentes no OE de L.
gracilis; citral, presente no OE de C. citratus, os quais lhes conferem caracteristicas
antibacterianas (Cui et al., 2019; da Silva et al., 2022), antioxidantes e imunoestimulantes (Silva
etal., 2021).



56

Neste estudo, a suplementacédo da dieta do tambaqui com os aditivos por 60 dias néo foi
suficiente para melhorar o desempenho zootécnico. Outros estudos com emprego de diferentes
espécies de Lippia mostram resultados semelhantes: a inclusdo do OE de Lippia grata (o-
pineno 24,47%; 1,8-cineol 16,18%), sinonimia de L. gracilis, nas concentracdes de 0,5, 1,0 e
20 ml kg!, durante 60 dias em juvenis de tambatinga (C.macropomum X
P.brachypomus)(Costa et al., 2022), assim como com o OE de L. sidoides (0,625 e 1,25 g kg,
timol - 76,6%) por 60 dias para juvenis de tambaqui (Monteiro et al., 2021). Por outro lado,
estudos com o OE de C. citratus (a-citral 73,56%) mostram resultados diferentes aos relatados
neste estudo, em que foram observados maior ganho de peso e peso final (4,73g) em tambaquis
que receberam 0,25 e 0,50 ml kg™ do OE na dieta por 60 dias (Copatti et al., 2022b), bem como
em tilapias do Nilo (O. niloticus) que receberam 200 e 400 mg kg™ do OE de C. citratus (a-
citral - 31,80%) durante 12 semanas, cujos resultados incluiram aumento no ganho de peso
diério, peso final e taxa de crescimento especifico (Al-Sagheer et al., 2018). Essa variacdo de
respostas no desempenho dos peixes com a utilizagdo dos OEs pode estar relacionada a diversos
fatores, como a variagdo no percentual dos componentes majoritarios dos OEs, da espécie alvo
e fase de crescimento, bem como o tempo e a forma de administracdo do produto (Campagnolo
etal., 2013; da Silva et al., 2022).

A avaliacdo das condi¢des fisiol6gicas dos peixes através de analises hematoldgicas,
bioquimicas e imunoldgicas ¢ um importante indicador de estado de salde dos peixes em
resposta a alimentacdo, doencas e qualidade da agua (Fazzio et al., 2019; Vo et al., 2022). Com
relacdo aos parametros hematoldgicos dos tambaquis alimentados com os OEs de L. gracilis e
C. citratus observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos ap6s 60 dias
de alimentacdo. De forma semelhante, Monteiro et al. (2021) também ndo observaram
alteracdes nos parametros hematoldgicos de tambaquis alimentados com OE de L. sidoides, O.
gratissimum e Z. officinale durante 60 dias, com excecdo do aumento observado nos
trombacitos de peixes que receberam OE de O. gratissimum (1,25 g kg™ e 5,09 kg 1) na dieta.
Ja em tilapias do Nilo alimentadas com 2 ml kg do OE de L. alba durante 45 dias, foram
observados aumento no hematocrito em relacdo ao tratamento controle, que pode indicar um
aumento na capacidade de transporte de oxigénio, com consequente melhora no metabolismo
dos peixes que receberam o OE (de Souza et al., 2019).

Neste presente estudo, foi observado que, apos a estimulacdo do sistema imune dos
peixes com a A. jandaei, houve uma reducdo nos valores de volume corpuscular médio (VCM)
no tratamento controle comparado ao tratamento de 5 g kg™ OE de L. gracilis. Silva et al. (2021)

avaliaram a inclusdo do carvacrol na dieta de tilapia do Nilo na concentracdo de 40 g kg™
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observaram reducao do hematdcrito e VCM em relagdo ao controle e ao tratamento com 10 g
kg™ de carvacrol. De acordo com os autores, a alta concentragéo dos compostos foi prejudicial,
causando anemia microcitica. Como observado no presente trabalho, também houve uma
reducdo do hematdcrito no tratamento controle apos desafio, porém estatisticamente nao
significativa. Possivelmente, a infecgdo bacteriana pode ter ocasionado anemia nos peixes,
evidenciados pelos valores reduzidos do hematdcrito e VCM.

Os niveis de proteinas totais séricas ndo se alteraram nos 60 dias de alimentacdo. J& na
coleta apos o estimulo bacteriano, houve uma reducdo nos valores de proteinas, no tratamento
controle, e no tratamento com 10 g kg™ de OE de L. gracilis em relacio aos tratamentos com 5
g kg dos OEs de L. gracilis e C. citratus. AlteragGes nos valores de proteinas totais séricas
podem estar relacionadas as circunstancias fisicas e fisioldgicas ao qual o peixe se encontra
(Ebrahimi et al., 2020). Varia¢des nos valores de proteinas totais foram relatados por Copatti et
al. (2022b), que avaliaram o efeito do OE de C. citratus em C. macropomum durante 60 dias.
Os peixes que receberam 1,50 mL kg na dieta, apresentaram maior concentracio de proteinas
em relacdo ao tratamento controle. Ghafarifarsani et al. (2022) observaram que exemplares de
carpa comum (C. carpio) que receberam o OE de tomilho (Thymus vulgaris — timol 45%) na
dieta (0,5, 1 e 2%) por 60 dias também apresentaram o0s niveis de proteinas totais aumentados
em relacdo ao controle. E possivel que a diminuicdo dos niveis de proteina total sérica no
presente estudo, nos tratamentos controle e com 10 g kg™ de OE de L. gracilis apds a inoculagdo
da bactéria, pode ser resultado de uma disfuncao hepatica e renal (Abdel-Tawwab et al., 2020),
causada pela infeccdo bacteriana. J& os outros tratamentos apresentaram valores dentro dos
padrdes de variacdo relatados para a espécie, bem como podendo estar associado a uma melhor
resposta da imunidade inata nos peixes (Ebrahimi et al., 2020; Ghafarifarsani et al., 2022).

No presente estudo, os indices de albumina e globulina ndo foram afetados pela adicéo
dos OEs na dieta nos dois tempos amostrados (ap6s 60 dias e apds estimulacdo com A. jandaei).
Os indices de albumina e globulina também podem ser utilizados para caracterizar a melhora
nas respostas imune inata dos peixes (Ebrahimi et al.,, 2020). A albumina atua como
antioxidante e € responsavel pelo transporte de nutrientes no sangue, ja a globulina atua
principalmente nos processos inflamatorios (Ghafarifarsani et al., 2022).

Para os valores de ALT ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com 0s
OEs e grupo controle nos tempos de 60 dias e apds o estimulo bacteriano, no presente trabalho.
Estes valores estdo proximos aos encontrados por Melo Souza et al. (2021) para tambaquis
sadios. Entretanto, os valores de AST foram mais baixos nos tratamentos com 5 g kg™ do OE

de L. gracilis em comparacdo com 10 g kg de L. gracilis e 10 g kg™ de OE de C. citratus no
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tempo de 60 dias, mas ndo diferiram do controle. De forma semelhante, estudos mostram a
reducdo da atividade da enzima AST em tilapias do Nilo recebendo 0,5 e 1 g kg do OE de
orégano (Origanum vulgare) (carvacrol — 60,2% e timol 2%) na dieta por 8 semanas (Magouz
et al., 2022). Também houve reducdo dos valores de AST em truta arco iris (Oncorhynchus
mykiss) que receberam 0,5 ml kg do OE de T. vulgaris (timol -38,74%, terpineno -33,58%) na
dieta por dois meses em relacéo ao grupo controle (Zargar et al., 2019). As enzimas AST e ALT
sdo encontradas nos hepatocitos e seu nivel no soro sanguineo sao bastantes utilizadas para
verificar danos hepaticos ocasionados por diversos fatores, como infec¢@es (Zargar el at., 2019).
Desta forma, a reducao nos niveis de AST no presente estudo sugerem que o Gleo essencial de
L. gracilis na concentragdo de 5 g kg™ pode ter efeito hepatoprotetor (Ghafarifarsani et al.,
2022; Yousefi et al., 2022).

Em relacdo aos parametros imunoldgicos, ndo foi possivel verificar alteracbes na
concentracdo de lisozima na coleta de 60 dias e apds estimulagdo com A. jandaei. A lisozima é
uma enzima antimicrobiana que ¢ um importante fator de defesa bioldgica da imunidade inata,
tendo mecanismos que destroem a integridade da parede celular bacteriana, levando a morte do
microrganismo (Song et al., 2021). Diversos estudos comprovam que a adicdo dos OEs de
Origanum vulgare, O. basilicum, M. piperita e L. sidoides a dieta, pode aumentar a liberacéo
dessas enzimas, melhorando a imunidade dos peixes, como relatado para carpa comum (Abdel-
Lati et al., 2020), tilapia do Nilo (de Souza et al., 2019) e tambaqui (Ribeiro et al., 2018; Copatti
etal., 2022°). Em adic3o, a atividade respiratoria de leuccitos também é um parametro bastante
utilizado para verificar o efeito da administracdo de imunoestimulantes na imunidade inata
(Monteiro et al., 2021), pois o combate de infeccdes no organismo € realizado por
intermediarios da reducdo de oxigénio (explosao respiratéria) como anion superéxido (02),
peréxido de hidrogénio (H20,), oxigénio singlete (*02) e o radical hidroxila (OH") (Vazirzadeh
et al., 2017; Biller e Takahashi, 2018), que sdo produzidos pelas células fagociticas durante a
fagocitose (Devi et al., 2019). Entretanto, no presente estudo, a adi¢do dos OEs de L. gracilis e
C. citratus ndo afetou a atividade respiratoria de leucocitos apos 60 dias de alimentacao e apds
estimulacdo bacteriana com A. jandaei.

A estimulacdo com A. jandaei, no presente estudo, ndo levou os peixes a mortalidade e
nem a manifestarem sinais clinicos visiveis. As infec¢bes por espécies do género Aeromonas
possuem variadas manifestacoes clinicas, e seus diferentes fatores de viruléncia permitem que
elas possam causar doencas (Fernandez-Bravo e Figueras, 2020). No entanto, alguns fatores
como a baixa densidade nos tanques, a falta de inducéo de estresse e a dosagem utilizada no

presente trabalho podem ter favorecido a ndo instalagcdo da doenca nos peixes do tratamento
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controle (Dong et al., 2017).

5. Conclusdo

A incluséo dos oOleos essenciais de L. gracilis e C. citratus mostraram efeitos nao-
deletérios na saude dos peixes, uma vez que 0s mesmos ndo afetaram negativamente o seu
desempenho zootécnico, nem a sobrevivéncia dos peixes apds inoculacdo com dose-estimulo
(108 UFC/mL) de A. jandaei.

O 6leo essencial de L. gracilis, na dosagem de 5 g kg%, apresentou melhores resultados
para AST e proteinas totais, podendo ser indicado para novos trabalhos. Além disso, faz-se
necessario determinar a melhor via de inoculagdo e concentracdo de Aeromonas sp. para

infectar experimentalmente o tambaqui.
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CONSIDERACOES FINAIS

A procura por produtos alternativos que possam fortalecer o sistema imunolégico dos
peixes vem sendo priorizada, e os estudos utilizando os 6leos essenciais nessa fungao se deve
a sua comprovada acdo imunoestimulante, antimicrobiana e antioxidante. A escolha dos OEs
de Lippia gracilis e Cymbopogon citratus nesse trabalho ocorreu devido aos compostos
principais presentes nesses 6leos, 0s quais ja possuem também comprovada acéo profilatica.
Entretanto, ha poucos trabalhos utilizando os OEs dessas plantas em peixes, principalmente em
tambaqui.

Foi possivel observar que ap06s o estimulo com a bactéria Aeromonas jandaei, 0s peixes
que ndo receberam os OEs de L. gracilis e C. citratus na dieta ficaram mais suscetiveis a
infecgdo, pois apresentaram menores valores de VCM e proteinas totais em relagdo aos peixes
que receberam as menores concentracdes (5 g kg™) dos dleos essenciais de L. gracilis e C.
citratus. Além disso, os 6leos ndo causaram danos hepaticos aos peixes apos o fornecimento
via dieta pelo periodo de 60 dias e nem ap6s a inoculacdo bacteriana. Diante disso, é possivel
verificar o potencial dos tratamentos avaliados neste estudo para construgéo de uma aquicultura

mais sustentavel.
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