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Uso de 6leos essenciais como aditivos nutricionais e antimicrobianos em

juvenis de tilapia do Nilo

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo quimica, desempenho, parametros
bioquimicos e hematologicos e o potencial antimicrobiano frente a Aeromonas ssp. dos
6leos essenciais de capim limdo Cymbopogon flexuosus (OECF) e manjericdo Ocimum
basilicum (OEOB) e os seus efeitos como aditivos na dieta de juvenis de tilapias do
Nilo. O estudo foi desenvolvido atraves de ensaios in vitro e in vivo. No ensaio in vitro
foram utilizados 24 isolados de Aeromonas spp. Os peixes foram distribuidos em 20
tanques em sistema com aeragdo constante. No experimento in vivo foram avaliadas
cinco dietas com niveis crescentes dos 6leos essenciais (0; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mL/kg)
e quatro repeticdes. Ao final foi realizada biometria, coleta de sangue, retirada de figado
e intestino, para analise de parametros desempenho, bioguimico e hematoldgico. Os
peixes que restaram em cada tratamento foram desafiados por Aeromonas spp. O a-
citral (50,13%) e R-citral (40,31%) foram os componentes majoritarios do OECF, e
linalol (53,35%) do OEOB. Os testes in vitro mostraram que o OECF apresentou
elevada atividade inibitoria sobre Aeromonas spp., enquanto que o OEOB para a mesma
bactéria apresentou atividade inibitoria moderada. A inclusdo do OECF na dieta reduziu
conversdo alimentar aparente, glicose, triglicérides e lisozima do plasma e glicogénio
hepatico e aumentou sobrevivéncia pré e pds desafio, ganho de peso, taxa de
crescimento, indice hepatossomatico, rendimento de carcaga; proteinas totais,
aminoacidos totais, colesterol e ALT do plasma, ALT hepatica, amilase intestinal e
pardmetros hematoldgicos. Com a inclusdo do OEOB na dieta reduziu conversdo
alimentar aparente, rendimento de carcaca, glicose, triglicérideos e lisozima do plasma e
glicogénio e ALT hepatico e aumentou ganho de peso, taxa de crescimento, proteinas
totais, aminodcidos totais, colesterol e ALT do plasma e hemoglobina. As
concentracfes mais altas do OEOB aumentaram as enzimas digestivas. Conclui-se que
ambos 6leos essenciais sdo promissores como aditivos fitogénicos e podem contribuir
na melhora de desempenho, parametros bioquimicos e hematolégicos, porém na taxa de

sobrevivéncia pds-desafio com Aeromonas spp. somente OECF.

Palavras-chave: bioquimica, capim limdo, desempenho, hematologia, manjericao.
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Use of essential oils as nutritional and antimicrobial additives
in Nile tilapia juveniles

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the chemical composition, performance,
biochemical and hematological parameters and antimicrobial potential against
Aeromonas ssp. for the essential oils of lemongrass Cymbopogon flexuosus (EOCF) and
basil Ocimum basilicum (EOOB) and their effects as additives in the diet of juveniles of
Nile tilapia. The study was developed through in vitro and in vivo assays. In the in vitro
assay, 24 isolates of Aeromonas spp. The fish were distributed in 20 tanks in a system
with constant aeration. In the in vivo experiment, five diets with increasing levels of
essential oils (0, 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mL / kg) and four replicates were evaluated.
Biometrics, blood collection, liver removal and intestine were performed for
performance, biochemical and hematological parameters. The fish that remained in each
treatment were challenged by Aeromonas spp. A-citral (50.13%) and B-citral (40.31%)
were the major components of EOCF, and linalool (53.35%) of EOOB. In vitro tests
showed that EOCF showed high inhibitory activity on Aeromonas spp., whereas EOOB
for the same bacterium showed moderate inhibitory activity. The inclusion of EOCF in
the diet reduced apparent feed conversion, glucose, triglycerides and plasma lysozyme
and hepatic glycogen and increased pre and post challenge survival, weight gain, growth
rate, hepatosomatic index, carcass yield, total proteins, total amino acids, plasma ALT
and cholesterol, ALT hepatic, intestinal amylase and haematological parameters. With
the inclusion of EOOB in the diet reduced apparent feed conversion, carcass Yyield,
glucose, triglycerides and plasma lysozyme and glycogen and ALT hepatic and
increased weight gain, growth rate, total proteins, total amino acids, cholesterol and
ALT of plasma and hemoglobin. Higher concentrations of EOOB increased digestive
enzymes. It is concluded that both essential oils are promising as phytogenic additives
and may contribute to improved performance, biochemical and hematological

parameters, but the post-challenge survival rate with Aeromonas spp. only EOCF.

Key-words: biochemistry, lemon grass, performance, hematology, basil.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

O crescimento da aquicultura mundial tem superado qualquer outro setor de
atividade primaria. A taxa meédia anual de crescimento da aquicultura mundial entre
2000 e 2012 foi de 6,2%, ou seja, a producdo nesse periodo mais do que dobrou,
passando de 32,4 milhdes para 66,6 milhdes de toneladas (FAO, 2014). Este aumento
justifica-se principalmente para atender a demanda da populacdo por alimentos
saudaveis e ricos em nutrientes (BOSMA e VERDEGEM, 2011; CARVALHO et al.,
2011).

O Brasil devera registrar um crescimento de 104% na producdo da pesca e
aquicultura até 2025. Na pesca, segundo o estudo SOFIA (Estado Mundial da Pesca e
Aquicultura), no Brasil, projetam-se um crescimento da producdo de 1,3 milhdo de
toneladas, observados no periodo de 2013 a 2015, para 1,9 milhdo em 2025. O valor
corresponde a 2% dos 11,7 milhdes de toneladas de todo o mundo. O lider é a China,
com 2,2 milhdes de toneladas. (FAO, 2016).

No Brasil, 0 consumo de pescados vem crescendo a cada ano. Aliado a crescente
producdo em cativeiro e ao aumento consideravel na importacdo de pescados, a média
nacional per capita confirma o aumento do consumo dessa proteina pelos brasileiros
(MPA, 2015).

O Brasil € um dos paises com maior potencial para expansdo da aquicultura, pela
sua privilegiada localizacdo global, extensdo territorial e quantidade e qualidade de
agua. O reduzido custo da terra em muitos locais, o clima tropical e a grande producao
de gréos sdo fatores que favorecem a producdo de peixes (OSTRENSKY et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2011).

Nos sistemas intensivos das estacdes de piscicultura, praticas rotineiras, como
biometria, analise patoldgica, implante hormonal e transporte, ou seja, procedimentos
que envolvem a manipulacdo direta dos animais, frequentemente expéem 0s peixes a
uma variedade de fatores estressantes que tém potencial de afetar seu desempenho e
sanidade (CREPALDI et al., 2006). Qualquer estimulo estressante a um peixe causa
mudancas comportamentais e fisiolOgicas, e estas mudancas refletem em diminuicéo da
alimentacéo, atraso no crescimento e mortalidade (IWAMA et al., 1997).

O uso de produtos naturais vem ganhando destaque na sanidade e bem estar
animal, pois sdo fontes promissoras de substancias bioativas contra parasitas e podem

minimizar o estresse gerado pelas atividades rotineiras na piscicultura. As plantas
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medicinais (e seus extratos e 6leos essenciais) vém sendo utilizadas cada vez mais na
aquicultura, recebendo incentivos inclusive da Organizacdo Mundial de Salde, que
recomendou a realizagdo de pesquisas visando o uso da flora com propdsito terapéutico.
Isto se deve a sua eficacia e, principalmente, ao menor nimero de contraindicacGes e
efeitos colaterais, quando comparados aos produtos sintéticos (LORENZI e MATOS,
2008; VALLADAO et al., 2015).

Estudos sobre as propriedades medicinais de extratos e 6leos essenciais (OE) de
plantas nativas tém sido relatados no Brasil, e em muitos outros paises tais como Cuba,
india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e tradicdo na utilizagio
de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifungico (AHMAD e BEG,
2001; DUARTE et al., 2006).

Os OE sdo definidos como compostos secundarios constituidos por principios
ativos metabolizados pelas plantas. Eles possuem diversas propriedades, como: aditivo
nutricional; potencial antimicrobiano, fungico, viral e parasitario e; acdo anestésica.
(FERNANDES JUNIOR et al., 2014).

O manjericdo (Ocimum basilicum) pertence & familia Lamiaceae, ¢ também
conhecido como alfavaca, basilicdo e alfadega, o seu OE é muito utilizado em todo
mundo, por possuir substancias com propriedades antimicrobianas, inseticidas,
nematicidas, fungicidas, antiflamatérias, antioxidantes (WANNISSORN et al., 2005;
CAROVIC- STANKO et al., 2010; SNOUSSI et al., 2016; AVETISYAN et al., 2017) e
anestésica (LIMMA-NETTO et al., 2016).

O capim limdo (Cymbopogum flexuosus) pertence a familia Poacea, originario
da Asia, é conhecido como capim lim&o da india Oriental, recebendo no Brasil 0 nome
de capim cidreira (MAY et al., 2008). Apresenta atividade antimicrobiana
(OUSSALAH et al., 2006; ADUKWU et al., 2012), anestésica (LIMMA-NETTO et al.,
2016) anticancerigena (SHARMA et al., 2009) e carrapaticida (AGNOLIN et al., 2014).

Considerando as propriedades medicinais dos OE, é necessario que se
desenvolvam estudos direcionados, principalmente no que se refere a adicdo desses
compostos na alimentacao de peixes, procurando estabelecer uma concentracdo na dieta,
que proporcione 0 melhor desempenho e 0 aumento da taxa de sobrevivéncia. Estudos
sobre o0 uso dos OE de Ocimum basilicum e Cymbopogum flexuosus como aditivos
nutricionais e antimicrobianos em peixes ainda ndo foram relatados na literatura. Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a composicao quimica, desempenho,

pardmetros bioguimicos e hematologicos, e o potencial antimicrobiano frente a
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Aeromonas ssp. dos 6leos essenciais de capim limdo Cymbopogon flexuosus e
manjericdo Ocimum basilicum e os seus efeitos como aditivos na dieta de juvenis de

tilapias do Nilo.

2.0 REVISAO DE LITERATURA GERAL

Tilapicultura

As tilapias pertencem a ordem Periciformes e a familia Cichlidae, tendo origem
no continente africano e peninsula arabica. As tilapias sdo agrupadas em trés géneros
principais, conforme suas caracteristicas reprodutivas: Oreochromis sp. — no qual as
fémeas realizam a incubacdo oral dos ovos e protegem as larvas; Sarotherodon sp. —
onde os machos ou casal incubam ovos na boca e protegem as larvas e; Tilapia sp. —
onde estdo agrupadas as espécies que desovam em substrato e ndo realizam incubacao
oral e nem protecao das larvas (RODRIGUES et al., 2013).

As pesquisas para a criacdo de tilapia iniciaram no Congo Belga (atual Zaire) no
comegco do século XIX, e a partir de 1924 sua criagdo foi intensificada no Quénia, com
Sua expansdo para outras partes do mundo a partir da Malasia. Sdo conhecidas mais de
70 espécies de tilapias, no entanto, quatro conquistaram maior destaque na aquicultura
mundial, todas pertencentes ao género Oreochromis: tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), tildpia de Mogambique ou tildpia vermelha (Oreochromis mossambicus),
tilapia azul (Oreochromis aureus) e tilapia de Zanzibar (Oreochromis hornorum)
(MELO et al., 2006).

A espécie O. niloticus foi a que melhor se adaptou e destacou no cenario
brasileiro, sendo as linhagens GIFT e Chitralada, as mais produtivas e comercializadas
atualmente (RODRIGUES et al., 2013). A disseminacdo da tildpia do Nilo esta
relacionada com diversas caracteristicas zootécnicas desejaveis, como: grande
rusticidade, resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido, rapida taxa de
crescimento, habito fitoplanctéfogo com tendéncia a onivora, adaptacdo ao
confinamento em diversos niveis de produtividade, facilidade de obtencdo de juvenis,
adaptabilidade aos varios sistemas de criacdo, grande aceitacdo nos mercados de lazer
(ex. pesque-pague) e alimenticio; qualidade nutritiva e organoléptica do seu filé,
resisténcia ao manejo e a variag¢Oes climaticas e boa conversao alimentar (FREITAS et
al., 2009; MEURER et al., 2009).
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A producdo mundial de til&pia tem aumentado em escala linear, sendo superada
apenas pelo cultivo de carpas em ambientes de agua doce. Entretanto, estima-se que em
algumas décadas ela assuma a lideranga devido ao aumento constante da sua producéo
em paises asiaticos, que detém mais de 80% da piscicultura mundial (FAO, 2014; MPA,
2016), onde a China é responsavel por 40% da producdo mundial de til&pia (CAO et al.,
2015).

No Brasil, a tilapia do Nilo é a principal espécie produzida, representando
grande parte da producdo aquicola continental (FURUYA, 2013), se destacando no
ranking mundial entre os sete maiores produtores, com um volume de mais de 250 mil
toneladas, nimero que expressa o crescimento de producao nos ultimos anos, atingindo
130% no periodo de 2008 a 2011 (MPA, 2014).

A maior producdo de tilapias, no Brasil, ocorre em trés polos: regido Nordeste,
Noroeste Paulista e Oeste Paranaense. O pélo do Nordeste abrange os reservatorios do
Rio S&o Francisco, na regido de Paulo Afonso (BA), e os grandes agudes cearenses de
Castanhdo, Oros e Sitio Novo. No Noroeste Paulista compreende a regido de Santa Fé
do Sul e reservatorios do Rio Parana, do Rio Grande e do baixo Rio Tieté. No Oeste do
Parana predominam os tanques escavados. Ha tendéncia de expansao da atividade nos
reservatorios de Furnas e Trés Marias, em Minas Gerais e Serra da Mesa, em Goias
(SUSSEL, 2011). Ha grande demanda de tilapia para o mercado interno, quanto externo,
sendo o Ceard, o principal consumidor do mercado interno e os Estados Unidos do
mercado externo (EMBRAPA, 2007; VICENTE et al., 2014).

Oleos essenciais (OE)

As plantas produzem cerca de 200.000 fitoquimicos ou metabdlitos secundarios
(SHARMA et al., 2013) que ndo parecem ter relacdo direta com o crescimento e
desenvolvimento vegetal (THAIZ e ZEIGER, 2013). Esses metabdlitos secundarios
oferecem vantagens para a manutencdo e desenvolvimento das plantas que o0s
sintetizam, como defesa contra patdégenos e herbivoria, atracdo de polinizadores,
tolerancia a temperaturas extremas e processos de adaptacdo a estresse hidrico ou
deficiéncia de nutrientes e minerais do solo (HAYOUNI et al., 2008; ANDRADE et al.,
2014).

Os OE sdo substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas

(MAZZARRINO et al., 2015) e sdo constituidos por misturas complexas de substancias
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volateis lipofilicas e geralmente odoriferas (BERALDO et al., 2013), sendo chamados
de essenciais, por conta do aroma agradavel e intenso (FREIRE et al., 2014).

Os OE podem ser formados de 20 a 60 componentes em diferentes
concentragOes, sendo originados a partir do metabolismo da glicose via dois
intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetato (BAKKALI et al., 2008). O
acido chiquimico é precursor de cumarinas, alcaloides (derivados dos aminoacidos
aromaticos), ligninas e fenilpropanoides compostos. J& os derivados do acetato, sdo
amino&cidos alifaticos, alcaloides, terpenoides e esterdides (BRAZ FILHO, 2010).

A composicdo e a atividade, de um 6leo essencial (OE), podem ser modificadas
por varios aspectos, como: modo de extracdo, fatores proprios da planta (SILVA et al.,
2011), ambiente em que ele esta inserido (altitude, composicdo atmosférica, indice
pluviométrico, ritmo circadiano, sazonalidade, radiacdo UV, disponibilidade de agua e
nutrientes no solo, temperatura) e ataque de agentes patogénicos e insetos (herbivoria)
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A producdo de OE pode ocorrer em varios orgaos dos vegetais, como flores,
folhas, frutos, caule e raiz (ANDRADE et al., 2014), e sua extracdo pode ser realizada
por varios métodos: hidrodestilacdo (extracdo com clevenger), destilacdo por arraste de
vapor, extracdo com solventes organicos, enfleurage (uso de solventes vegetais),
maceracgdo, extracdo por CO, supercritico e prensagem a frio (SMITH et al., 2005;
SIMOES et al., 2007).

Os OE possuem diversas atividades tais como, antibacterianas, antioxidante,
antifingicas, antivirais, antiparasitarias, antitoxigénicas, antissepticas, anestésicas
(BARBOSA et al., 2009; FERNANDES JUNIOR et al., 2014) e bioconservagio de
alimentos, visando a eliminacdo e/ou reducdo do numero de micro-organismos
presentes, e consequentemente 0 aumento na sua vida util (TRAJANO et al., 2009;
MILLS et al., 2011; MACHADO et al., 2014; MAZZARRINO et al., 2015).

O mecanismo de acdo antimicrobiana dos OE ainda é pouco conhecido, sabe-se
que por serem hidrofobicos, atravessam facilmente as membranas celulares dos
microrganismos, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracbes em suas
estruturas (MILLEZI et al., 2012), ocasionando extravasamento dos seus contetdos
plasmaticos e consenquentemente morte bacteriana (PATRA e BAEK, 2016).

Os OE sdo mais eficientes frente a bactéria gram-positivas. As bactérias Gram-
negativas possuem uma membrana externa que contem lipossacarideos, que atua como

uma barreira a difusédo dos componentes hidrofobicos dos 6leos essenciais (NAIK et al.,
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2010), o que explica a maior resisténcia destas bactérias (CHAO et al., 2000;
SAKOMURA et al., 2014).

Uso de 6leos essenciais na dieta de peixes

Os beneficios da utilizacdo de OE de plantas na producdo de peixes tém sido
amplamente relatados, mostrando melhora no desempenho zootécnico, resposta imune e
resisténcia bacteriana (ZHENG et al., 2009; VALLADAO et al., 2015; BANDEIRA
JUNIOR et al., 2017).

A utilizacdo de OE na alimenta¢do animal se enquadra na categoria de aditivos
fitogénicos, tendo como requisito basico a ndo toxicidade aos animais (SAKOMURA et
al., 2014), sdo rapidamente metabolizados no organismo, e também sdo biodegradaveis,
ndo deixando residuos contaminantes no ambiente (HUTSON et al., 2012). Neste
sentido, alguns estudos tém demonstrado o potencial de OE na alimentagéo de peixes.

A adicdo do OE de cidrdo (Aloysia triphylla) (2,0 mL/Kg) na dieta de jundia
(Rhamdia quelen) proporcionou no aumento no ganho de peso e na taxa de crescimento
especifico (ZEPPENFELD et al., 2016). Em outro estudo, usando a mesma
concentracdo (2,0 mL/Kg) do OE de A. triphila na dieta de jundid, observou-se maior
resisténcia dos peixes desafiados por Aeromonas hydrophila (SANTOS et al., 2017).

A inclusdo de 0,1; 0,3 e 0,5% do OE de Citrus sinensis na dieta de O.
mossambicus, resultou no aumento significativo do desempenho de parametros
sanguineos e imunidade (lisozima e mieloperoxidase) e resisténcia contra Streptococcus
iniae (ACAR et al., 2015).

A utilizacdo de OE de orégano (0,05%) (Origanum heracleoticum) na dieta de
bagre do canal (Ictalurus punctatus) atuou como promotor de crescimento, aumentou a
atividade antioxidante e a sedimentacdo da proteina muscular, além de reduzir a
mortalidade apds a infeccéo por A. hydrophila (ZHENG et al., 2009).

O uso dos OE de orégano, canela, alecrim e extrato de pimenta (concentragoes
testadas de 0,005; 0,010; 0,015 e 0,020%, respectivamente) na alimentacdo de alevinos
de tilapias do Nilo, ndo influenciaram a taxa de sobrevivéncia, nem toxidez e
proporcionaram seguranca na sua utilizagdo (CAMPAGNOLDO et al., 2013).

A adicdo do OE de erva cidreira (Lippia alba) na racdo nao teve efeito protetor
em jundias submetidos a uma situacdo estressante, pois ndo influiu na maioria dos

parametros medidos. O uso de 0,25 mL/Kg de racdo parece ser mais adequado que 0,50



24

mL/Kg, uma vez que este nivel de inclusdo pode estar relacionado a danos hepéticos
(SOUZA et al., 2015).

A inclusdo do OE de tomilho (20 mg/Kg) (Thymus vulgaris) ndo apresentou
interferéncia sobre o ganho de peso ou alterou a microbiota intestinal da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), mas teve efeito inibitorio em ensaio in vitro (480 mg/L) frente
a isolados bacterianos (Vibrio anguillarum, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
ordalii e Vibrio parahaemolyticus) oriundos de salmonideos infectados (NAVARRETE
et al., 2010).

A suplementacdo em niveis de até 1,0% /kg de racdo do OE de Mentha piperita
demonstrou que o 6leo teve efeitos positivos no aumento da proteina plasmatica de

tambaqui (Colossoma macropomum) (RIBEIRO et al., 2016).

Oleos essenciais de manjericéo e capim liméo

A familia Lamiaceae possui cerca de 200 géneros e aproximadamente 3.500
espécies, varias delas de importancia horticola e ornamental, sendo utilizadas também
na culinaria, na medicina e na industria farmacéutica (SILVA et al., 2005). O género
Ocimum esta representado por mais de 150 espécies e tem uma distribuicdo geografica
por todas as regides de clima tropical e subtropical (MAZUTTI et al., 2006; MARTINS
et al., 2010). O cultivo ¢ difundido por muitos paises, inclusive no Brasil, onde o clima
é favoravel (DANESI et al., 2008). Na Fitoterapia, O. basilicum (Figura 1) € utilizado
contra problemas nas vias respiratorias, infecgdes bacterianas e parasitas intestinais,
além de melhorar a digestdo dos alimentos (LORENZI e MATOS, 2008).

A anélise quimica do manjericdo permite identificar a presenca de taninos,
flavonoides, saponinas, canfora. J& no OE, os principais constituintes quimicos sdo:
timol, metil-chavicol, linalol, eugenol, cineol e pireno (LORENZI e MATOS, 2008). O
OE do manjericdo tem como componente majoritario o linalol, que é amplamente usado
nas industrias de condimentos e cosméticos (BLANK et al., 2007; SILVEIRA et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2013), como anestésico em peixes (BONINK et al., 2016;
LIMMA-NETO et al.,, 2016) e também ¢é antimicrobiano (SOKOVIC e VAN
GRIENSVEM, 2006; GAIO et al., 2015).
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Figural - Exemplar de manjerlcao (OC|mum baS|I|cum)
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Fonte: http://www.plantsystematics.org.

O género Cymbopogon possui mais de 100 espécies nos paises tropicais,
inclusive no Brasil, dentre as quais, aproximadamente 56 sdo aromaticas (LORENZI e
MATQOS, 2008). Dentro deste género encontram-se C. flexuosus (Figura 2) conhecido
como lemongrass e popularmente como capim-limdo da india Oriental (MAY et al.,
2008).

Figura 2 — Exemplar de caplm Ilmao (Cymbopogon flexuosus).
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Fonte: http://info.achs. edu/blogb|d/307151/Lemongrass
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O OE do C. flexuosus tem o citral como constituinte mais abundante (KUMAR
et al., 2009; SILVEIRA et al., 2012), mistura isomérica de neral e geranial (DESAI e
PARIKH, 2012; PRINS et al., 2013). O citral possui atividade antifungica (SILVA et
al., 2008; FERREIRA et al., 2009; YOUSEF, 2013) e antibacteriana (KAKARLA e
GANJEWALA, 2009; ADUKWU et al., 2012; GANJEWALA et al., 2014; AZEVEDO
et al., 2016). O OE C. flexuosus apresentou atividade repelente contra o coledptero
Tribolium castaneum, baixa toxicidade, menos de 20% de concentracdo maxima testada
(1,2 mL/cm®) e periodo de exposicdo (72 h) (CABALLERO-GALLARDO et al., 2012).

Os OE de O. basilicum e C. flexuosus sdo recomendados para sedagédo e
anestesia de tambacu nas concentracfes de 10-25 e 300 pL/L, respectivamente
(LIMMA-NETTO et al., 2016). O OE de C. flexuosus € recomendado na concentracdo
de 25 pL/L para sedacdo e nas concentragGes 150 e 300 pL/L para anestesia de jundia
(SANTOS et al., 2016).
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Composicdo quimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos
essenciais de Cymbopogon flexuosus e Ocimum basilicum

RESUMO

Os 0leos essenciais de plantas apresentam uma variedade de substancias quimicas com
potencial antimicrobiano. Este estudo objetivou identificar e quantificar os constituintes
e avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de capim limao (Cymbopogum
flexuosus - OECF) e manjericdo (Ocimum basilicum - OEOB) frente a 24 isolados de
Aeromonas spp. A composic¢ao quimica dos 6leos essenciais foi determinada através de
GC-MS. No teste in vitro foi determinada a Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
através da tecnica de microdiluicio em caldo. O total de componentes quimicos
identificados em OECF e OEOB foram 96,93 e 95,84%, respectivamente. Os
componentes majoritarios do OECF foram o a-citral (50,13%) e [-citral (40,31%) e do
OEOB foram o linalol (53,35%) e eucaliptol (11,49%). OECF demonstrou atividade
inibitoria elevada (>195,31 pg/mL), enquanto que OEOB apresentou atividade inibitoria
moderada (>781,25 pg/mL) para Aeromonas spp. Conclui-se que ambos os 0leos
essenciais tém potencial para aplicagdo como agentes antimicrobianos, principalmente
OECF.

Palavras-chave: Aeromonas spp., a- € R-citral, concentracdo bactericida minima,

linalol.
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Chemical composition and evaluation of the in vitro antimicrobial activity of the

essential oils of Cymbopogon flexuosus and Ocimum basilicum

ABSTRACT

Plants essential oils have a range variaty of potencial antimicrobial chemical substances.
This study aimed to identify and quantify the constituents and to evaluate the
antimicrobial activity of essencial oils from lemongrass (Cymbopogum flexuosus -
EOCF) and from basil (Ocimum basilicum - EOOB) against 24 isolates of Aeromonas
spp. Essential oils chemical composition was determined by GC-MS. Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) was determined in vitro by broth microdilution
technique. The total chemical components identified in EOCF and EOOB were 96.93
and 95.84%, respectively. The majority components of EOCF were a-citral (50.13%)
and R-citral (40.31%) and of EOOB were linalool (53.35%) and eucalyptol (11.49%).
EOCF showed high inhibitory activity (>195.31 pg / mL), whereas EOOB showed
moderate inhibitory activity (>781.25 ug / mL) for Aeromonas spp. It is concluded that
both essential oils have potential for application as antimicrobial agents, mainly EOCF.

Key-words: Aeromonas spp., a-and B-citral, minimum bactericidal concentration,

linalool
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INTRODUCAO

O controle sanitario tem sido um dos principais problemas nos sistemas
intensivos de producdo de peixes (SALVADOR et al., 2013). As bactérias presentes nos
sistemas de produgdo de organismos aquaticos podem fazer parte da microbiota do
peixe ou podem ser patogénicas para 0 hospedeiro em carater oportunista (MARTINS et
al., 2010). Dentre estas bactérias, temos o género Aeromonas spp. as quais causam
maior impacto a satde dos peixes sendo relacionadas com diferentes sintomas, tais
como: septicemia hemorrdgica, Ulceras na pele, asciste, exoftalmia, opacidade de
cornea, anemia e lesbes no figado e rins (PEEPIM et al., 2016), podendo ser
transmitidas esporadicamente aos seres humanos por meio da agua ou alimentos
contaminados (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003).

A intensificacdo dos sistemas de criacdo de peixes tem promovido o0 uso de
antibioticos de forma descontrolada pelos piscicultores, resultando em desenvolvimento
de resisténcia bacteriana a mdaltiplas drogas (JACOBS e CHENIA, 2007). Isto coloca
em risco toda a cadeia produtiva de pescado, inclusive com danos ao ambiente e a salde
publica (GASTALHO et al., 2014). A resisténcia a determinado antimicrobiano pode
constituir uma propriedade intrinseca de uma espécie bacteriana ou uma capacidade
adquirida (ODEYEMI e AHMAD, 2017). No ambiente aquatico, a troca de genes de
resisténcia € estimulada devido a facil movimentacdo dos micro-organismos e
elementos genéticos moveis como os plasmidios, integrons e transposons (BAQUERO
et al., 2008).

As plantas apresentam uma variedade de substancias quimicas que podem agir
como antimicrobianos (OUSSALAH et al., 2006; GYAWALI e IBRAHIM, 2014), com
0 propésito de diminuir as desvantagens ocasionadas pelo uso crénico de antibidticos
sintéticos (COSTA et al., 2009). Neste sentido, o uso de 6leos essenciais de plantas tem
se mostrado como uma alternativa promissora na aquicultura, visto que sdo de baixo
custo, sdo biodegradaveis e ndo agridem 0 meio ambiente, sdo metabolizados
rapidamente com baixo risco de acumulo nos tecidos e, quando adicionados a dieta,
apresentam menor nimero de contra indicacdes e efeitos colaterais comparados aos
produtos sintéticos (LORENZI e MATOS, 2008; ACAR et al., 2015). Dessa forma,
proporcionam maior seguranga ao consumidor.

Os oleos essenciais sdo substancias derivadas do metabolismo secundario das

plantas e as suas propriedades terapéuticas e organolepticas se devem a presenca de
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monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides, dentre outros compostos volateis
(MAZZARRINO et al., 2015; Bl et al., 2016). O modo de a¢do dos 6leos essenciais
decorre principalmente de sua capacidade de promover a ruptura da membrana
plasméatica do patdgeno, aumentar a permeabilidade ndo especifica que promove o
extravasamento de ions e proteinas intracelulares, inativar sistemas enzimaticos e
destruir ou inativar funcionalmente o material genético, pois 0s agentes antibacterianos
podem interferir na sintese de acidos nucléicos (DEVI et al., 2010; GYAWALI e
IBRAHIM, 2014).

Os Oleos essenciais de capim limdo (Cymbopogon flexuosus - OECF) e
manjericdo (Ocimum basilicum - OEOB) apresentam intensa atividade antimicrobiana,
como relatado em estudos prévios para diferentes espécies (KARKALA e
GANJEWALA, 2009; VALERIANO et al.,, 2012; AHMAD e VILJOEN, 2015;
RADAELLI et al., 2016). Dessa forma, o presente estudo objetivou identificar e
quantificar os constituintes quimicos, bem como avaliar a atividade antimicrobiana de

OECF e OEOB frente a isolados de Aeromonas spp.

MATERIAL E METODOS

Oleos essenciais

Plantas de C. flexuosus e O. basilicum foram cultivadas na cidade Trés Passos no
Sul do Brasil. Ambos os dleos essenciais foram obtidos do Centro de Inovagdo
Tecnoldgica da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNIJUI, RS). A extracdo de cada 6leo essencial ocorreu a partir de folhas frescas da
planta por hidrodestilacdo por 2 h usando o método Clevenger modificado (British
Pharmacopoeia, 2007). Neste método, a destilacdo é recolhida num tubo de vidro
graduado e a fase aquosa é automaticamente reutilizada dentro do baldo de destilag&o.
Apo0s extraidas as amostras dos 0leos essenciais foram mantidas em frascos de vidro
ambar sob refrigeracdo (-4°C) até a realizacao da andlise quimica.

A composicdo quimica dos oOleos essenciais foi realizada na Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil, através de GC-MS
(cromatografia gasosa/espectrometria de massa) segundo Parodi et al. (2014). Os
componentes dos 0Oleos essenciais foram identificados através da comparacao do indice
de retencdo de Kovats e dos espectros de massa em uma biblioteca espectral de massa
(NIST, 2010).
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Teste in vitro (Concentracdo Bactericida Minima - CBM)

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal no Campus Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do
Séo Francisco (UNIVASF), Petrolina no Nordeste do Brasil. Os 24 isolados utilizados
de Aeromonas spp. foram adquiridos da bacterioteca da UNIVASF para testar a acédo
antimicrobiana dos OEOB e OECF. Esses isolados foram obtidos a partir de rim,
tegumento, intestino e lesbes de exemplares de pacama (Lophiosilurus alexandri) e
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Foram pesados 0,25 g de cada 6leo, apds apds prévio calculo das densidades dos
mesmos em seguida diluidos em 5 mL de DMSO e 5 mL de metanol, obtendo-se
solucdes estoques nas concentracdes de 25.000 pug /mL. A técnica de microdiluicdo em
caldo teve como principio as instru¢es contidas no documento M07-A9 (CLSI, 2014),
que consiste na distribuicdo de 200 pL de caldo Mueller-Hinton em placas plasticas
(microplacas de Elisa) estéreis com 96 pocos constituidos de 1 mL cada. A seguir, 200
puL da solugdo estoque do dleo essencial foram acrescidos ao primeiro pogo e, apos
homogeneizacdo, transferidos para o segundo pog¢o e assim sucessivamente, sendo
obtidas as seguintes concentragdes: 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e
97,6 ng/mL.

Na preparacdo do indculo, coldnias obtidas em agar Muller-Hinton (MH) foram
colocadas em tubos de 9,9 mL contendo solucdo salina, objetivando uma suspensao
bacteriana com turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Desta
suspensdo, foram inoculados 10 pL nas placas contendo a diluicdo dos 6leos essenciais
e o diluente (5 mL metanol + 5 mL DMSO). O material obtido foi incubado a 28 °C por
24 h, em condicdes de aerobiose.

Apds 24 h de incubagdo, com auxilio de um replicador, flambado em &lcool
70%, aliquotas foram retiradas das microplacas e semeadas na superficie de placas de
Petri contendo agar MH, sendo incubadas a 28 °C por 24 h.. Apds esse periodo, foi
definida a concentracao bactericida minima (CBM) como a menor concentracdo na qual
0 Oleo essencial causou a morte de 99,9% das células bacterianas em relacdo ao indculo
inicial na superficie do meio de cultura, ou seja, sem crescimento visivel sobre o Agar.
Além do controle positivo (MH caldo e bactéria) e negativo (MH caldo), foi realizada a
atividade antimicrobiana do diluente (metanol, DMSO e bactéria). Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata.
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Os componentes majoritarios de OECF foram a-citral (50,13%) e R-citral
(40,31%) que representaram 90,44% dos constituintes totais (Tabela 1). J& para OEOB,
linalol (53,35%) foi 0 composto majoritario, seguido de eucaliptol (11,49%) (Tabela 2).

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus obtida a
partir da técnica de GC-MS. RIC: indice de Retencdo Calculado; RIL: indice de

Retencéo da Literatura (NIST, 2010; ADAMS, 2009).

Chemical Compound RIC RIL %
Cyclofenchene 878 882 3,02
Camphene 978 969 1,46
cis-Verbenol 1185 1188 2,02
B-citral (Neral) 1243 1242 40,31
a-citral (Geranial) 1273 1270 50,13
Identified Compounds 96,93

Tabela 2. Composi¢do quimica do 06leo essencial de Ocimum basilicum obtida a partir
da técnica de GC-MS. RIC: indice de Retencdo Calculado; RIL: indice de Retencéo da

Literatura (NIST, 2010; ADAMS, 2009).

Chemical Compound RIC RIL %
Sabinene 937 944 1,85
B-Myrcene 982 985 0,96
Eucalyptol 1029 1031 11,49
[-trans-ocimene 1050 1048 1,06
Linalool 1102 1101 53,35
Camphor 1143 1146 0,91
(-)-Bornyl acetate 1287 1284 1,96
p-Eugenol 1359 1356 4,25
B-Elemen 1392 1394 1,29
a-bergamotene 1437 1436 6,58
Germacrene D 1453 1453 0,65
a-amorphene 1481 1490 2,58
d-Guaiene (a-bulnesene) 1506 1505 2,65
y-Cadinene 1515 1514 3,19
T-Cadinol 1642 1640 3,12
Identified Compounds 95,89
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Os resultados dos ensaios in vitro mostraram que dos 24 isolados de Aeromonas
spp., 50% foram sensiveis ao OECF na concentracdo de 195,31 pg/mL, enquanto que 0s
outros 50%, foram sensiveis nas concentragdes de 390,62 a 3.125 pg/mL. Com o uso do
OEOB houve atividade bactericida em 54% dos isolados na concentracdo de 781,25
Hg/mL, e os demais isolados foram sensiveis nas concentragfes de 1.562,5 e 3.125
png/mL. Os isolados s6 foram sensiveis ao diluente (controle, sem OECF e/ou OEOB) a
partir da concentracdo de 1.562,5 ug/mL com pico de atividade nas concentracfes de
3.125 e 6.250 pg/mL. N&o ocorreu nenhuma atividade nas concentragdes de 97,65 e
12.500 pg/mL (Fig. 1), indicando que a atividade antimicrobiana observada foi devida

aos componentes de cada 6leo essencial.

Figura 1. Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos oOleos essenciais de
Cymbopogum flexuosus (OECF) e Ocimum basilicum (OEOB) e do diluente (5 mL

metanol + 5 mL DMSO) frente a isolados de Aeromonas spp. (n = 24).
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DISCUSSAO

A composicao quimica (quantitativa e qualitativa) e a atividade antibacteriana de
um oleo essencial podem ser modificadas por varios aspectos, como: modo de extragéo,
fatores intrimsicos da planta (ex. idade, espécie ou cultivar) (CARVALHO et al., 2006;
SILVA et al., 2011), condi¢cdes ambientais de cultivo e coleta e presenca de agentes
patogénicos e insetos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Apesar disso, 0s compostos
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majoritarios costumam manterem-se constantes, servindo como excelentes marcadores
quimicos (PINTO et al., 2013), embora sua atividade possa ser modulada por
componentes quimicos em menores quantidades (BAKKALI et al., 2008).
Provavelmente a atividade antimicrobiana encontrada nos OECF e OEOB deste estudo
seja atribuida aos seus componentes majoritarios, ambos monoterpenos. A agdo
antimicrobiana dos monoterpenos tem sido explicada pelo efeito toxico na estrutura e
funcdo da membrana celular dos micro-organismos (VALERIANO et al., 2012).

O citral é um monoterpeno formado pela mistura dos isomeros a-citral e R-citral
(NUNES et al., 2005) e componente majoritario do OECF deste estudo. Similarmente,
em estudos prévios foram verificados a-citral e B-citral como componentes majoritarios
em concentragdes proximas ao verificado em OECF deste estudo, variando entre 43,62
e 48,9% e 32,90 e 37,4%, respectivamente (AHMAD E VILIOEN, 2015; AZEVEDO et
al., 2016; SUTILI et al., 2016). O linalol é um monoterpeno alcodlico, sendo o
componente mais abundante em OEOB do presente estudo. Tal resultado é corroborado
por outros estudos que também revelaram a presenca do linalol como componente
majoritario de OEOB, em concentragdes entre 42,1 e 59,19% (ISMAIL, 2006;
VALERIANO et al., 2012; RADAELLI et al., 2016; SNOUSSI et al., 2016).

Os 6leos essenciais sdo compostos hidrofébicos que se difundem facilmente pela
parede celular dos micro-organismos e causam danos a fluidez e permeabilidade, sendo
mais efetivos frente a bactérias Gram-positivas em relacdo as Gram-negativas. Este
altimo grupo, como Aeromonas spp., sdo mais resistentes devido a maior complexidade
da sua membrana plasmatica, que atua como uma barreira a difusdo dos componentes
hidrofdbicos dos dleos essenciais (MILLEZI et al., 2012). Contudo, da maior resisténcia
das bactérias Gram-negativas, os Oleos essenciais OECF e OEOB deste estudo
mostraram atividade antimicrobiana frente a isolados de Aeromonas spp.

Quando um 6leo essencial é capaz de sensibilizar uma grande quantidade de
bactérias a partir de suas menores concentragdes, ele passa a ser considerado de
atividade antibacteriana de moderada a elevada (SARTORATTO et al., 2004). O OECF
apresentou elevada atividade antibacteriana, causando a morte de 50% dos inéculos de
Aeromonas spp. numa concentracdo de 195,31 pg/mL. JA& o OEOB promoveu atividade
bactericida moderada, pois 54% dos isolados foram sensiveis na concentragédo de 781,25
pug/mL.

Observacdes semelhantes foram descritas em estudos prévios: Nabrdalik e Grata

(2016) verificaram atividade antibacteriana de OEOB na concentracdo 4,0% (v/v) ap0s
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4 h frente a isolados de Aeromonas hydrophila; Silva et al. (2016) verificaram que
OEOB apresentou atividade antimicrobiana frente a A. hydrophila com média de CMB
de 0,75%; Ja o Oleo essencial de Cymbopogon citratus apresentou atividade
antimicrobiana com média de CMB de 0,69% frente a Aeromonas spp. (STARLIPER et
al., 2015).

Além da capacidade de inibicdo de Aeromonas spp., OECF e OEOB também
tém demonstrado atividade antibacteriana frente a outras bactérias Gram-negativas. A
utilizacdo de OECF apresentou atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli
(BARROS et al., 2015; AHMAD e VILJOEN, 2015); Salmonella choleraesuis
(BARROS et al., 2015) e Moraxella catarrhalis (AHMAD e VILJOEN, 2015). O uso
de OEOB, por sua vez, foi eficaz frente a E. coli (SARTORATTO et al., 2004;
MARTINS et al., 2010; JOSHI, 2014); S. choleraesuis (SARTORATTO et al., 2004);
Vibrio spp. (SNOUSSI et al., 2016); Enterobacter aerogenes, Serrati marcescens,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae (JOSHI, 2014) e Pseudomonas
aeruginosa (GAIO et al., 2015).

A grande incidéncia de infeccBes causadas por bactérias patogénicas,
principalmente as Gram negativas como Aeromonas spp., aumenta a importancia da
investigacdo da acéo de 6leos essenciais com agdo antimicrobiana. Como visto, OECF e
OEOB possuem grande potencial terapéutico e podem contribuir na reducdo do uso de

antibioticos sintéticos para a producao de peixes.

CONCLUSAO

Os componentes majoritarios de OECF (a-citral e 3-citral) e OEOB (linalol) sdo
similares a estudos prévios e provavelmente foram os principais responsaveis pelos
resultados in vitro deste estudo que comprovaram a agdo antimicrobiana de OECF
(elevada) na concentracdo de 195,31 pg/mL e OEOB (moderada) na concentragdo de
781,25 pg/mL, frente a isolados de Aeromonas spp. Neste sentido, a efetividade
antimicrobiana destes Oleos essenciais pode fomentar perspectivas no sentido de
desenvolver fitoterapicos eficazes para serem usados no tratamento de doencas

infecciosas causadas por micro-organismos em peixes.
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Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus em juvenis de tilapia do Nilo:
desempenho, parametros bioquimicos e hematoldgicos, enzimais intestinais e

resisténcia contra Aeromonas spp.
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Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus em juvenis de tilapia do Nilo:
desempenho, parametros bioguimicos e hematoldgicos, enzimas intestinais e

resisténcia contra Aeromonas spp.

RESUMO

A ocorréncia frequente de doencas bacterianas na piscicultura tem aumentado a busca
de aditivos fitogénicos em substituicdo aos antibidticos promotores de crescimento. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do OGleo essencial de capim liméao
Cymbopogum flexuosus (OECF) como aditivo nutricional e antimicrobiano em juvenis
de tilapias do Nilo. Foram avaliadas cinco dietas (em quadruplicata) com niveis
crescentes de OECF (0; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mL/kg). Os peixes foram distribuidos em
20 aquérios de 90 L durante 45 dias. Ao término do periodo experimental foram
avaliados parametros zootécnicos, bioguimicos, hematoldgicos e desafio com
Aeromonas spp. O aumento da inclusdo do OECF na dieta proporcionou aumento de
ganho de peso, taxa de crescimento, indice hepatossomatico, rendimento de carcaca e
sobrevivéncia e reducdo da conversdo alimentar aparente. De forma geral, as maiores
concentracBes de OECF na dieta aumentaram os niveis de glicose, colesterol, proteinas
totais e aminoacidos totais plasmaticos, ALT plasmatica e hepatica, parametros
hematologicos e amilase, protease e lipase intestinal e reduziram o0s niveis de
triglicerideo e lisozima do plasma e glicogénio hepético. A sobrevivéncia das tilapias do
Nilo desafiadas por Aeromonas spp. aumentou com a inclusdo do OECF na dieta.
Conclui-se que o OECF ¢é promissor como aditivo fitogénico e recomenda-se seu uso na
faixa de 1,0 a 2,0 mL/kg, uma vez que resultou na melhora de desempenho, parametros

bioguimicos e hematoldgicos e taxa de sobrevivéncia ao desafio antimicrobiano.

Palavras-chave: capim limdo, desafio antimicrobiano, lisozima, sobrevivéncia.
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Essential oil of Cymbopogon flexuosus in Nile tilapia juveniles: performance,
biochemical and hematologic parameters, intestinal enzymes and

resistant against Aeromonas spp.

ABSTRACT

The frequent occurrence of bacterial diseases in fish farming has increased the search
for phytogenic additives instead of growth promoting antibiotics. The objective of this
work was to evaluate the effect of lemon grass essential oil Cymbopogum flexuosus
(EOCF) as nutritional and antimicrobial additive in Nile tilapia juveniles. Five diets (in
quadruplicate) with increasing levels of EOCF (0, 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mL/kg) were
evaluated. The fish were distributed in 20 tanks (90-L) for 45 days. At the end of the
experimental period were evaluated, zootechnical, biochemical and hematological
parameters and challenge with Aeromonas spp. The increase in EOCF inclusion in the
diet provided an increase in weight gain, growth rate, hepatosomatic index, carcass
yield and survival and reduction of apparent feed conversion. In general, higher
concentrations of EOCF in the diet increased plasmatic glucose, cholesterol, total
protein and total amino acids, plasma and hepatic ALT, hematological parametrs and
intestinal amylase, protease and lipase, and reduced levels of plasmatic triglyceride and
lysozyme and hepatic glycogen. The survival of Nile tilapia challenged by Aeromonas
spp. increased with the inclusion of EOCF in the diet. It is concluded that EOCF is
promising as a phytogenic additive and it is recommended to use it in the range of 1.0 to
2.0 mL/kg, as it resulted in improved performance, biochemical and hematological

parameters and survival rate to challenge antimicrobial.

Key-words: lemon grass, antimicrobial challenge, lysozyme, survival.
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INTRODUCAO

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das principais espécies de peixes
de &gua doce produzidas no mundo. E embora exemplares de tilapia do Nilo sejam
relativamente resistentes a doencas comparados a outras espécies de peixes, muitos
organismos patogénicos podem infecta-los (RODRIGUES et al., 2013), especialmente
quando se tratar da producdo em sistemas intensivos, a exemplo das bactérias
pertencentes ao género Aeromonas (MARTINS et al., 2008).

Aeromonas spp. sdo consideradas bactérias oportunistas, organismos
patogénicos facultativos e manifestam-se em hospedeiros imunologicamnte delibitados
e/ou atacados por outros agentes etioldgicos, sendo considerados invasores secundarios,
estabelecendo-se juntamente com outras infeccbes ou em decorréncia de estresse e
problemas nutricionais (PAVANELLI et al., 2008). Os sinais clinicos mais comuns da
presenca dessa bactéria na tilapia do Nilo incluem: falta de apetite, ulceracdes na pele,
asciste, exoftalmia, opacidade de cornea, septicemia hemorragica, anemia e lesdes no
figado e rins (CARRASCHI et al., 2011; PEIXOTO et al., 2012).

Para minimizar estes efeitos, € comum a utilizacdo antibidticos sintéticos. No
entanto, o uso incorreto de tais antibi6ticos pelos piscicultores tem sido um dos fatores
de pressdo seletiva para o surgimento de resisténcia bacteriana, apresentando riscos ao
meio ambiente e a saude publica (GASTALHO et al., 2014). Por outro lado, a
piscicultura necessita de produtos economicamente viaveis, que nao causem danos ao
produtor, contribuam com a salde dos animais e ndo poluam o ambiente aquatico
(SCHALCH et al., 2015), além disso promova melhora no desempenho dos peixes ndo
deixando residuos na carne do pescado (GASTALHO et al., 2014).

Neste sentido, podem ser usados agentes antimicrobianos extraidos de plantas,
como 0s 0leos essenciais, uma vez que 0s mesmos se destacam por serem eficientes, de
baixo custo, biodegradaveis e de rapida metaboliza¢do no organismo animal, com baixo
risco de actimulo nos tecidos (MENTEN et al., 2014; VALLADAO et al., 2015).

De acordo com estas caracteristicas, citadas acima, 0s 6leos essenciais podem
ser utilizados como alternativas nutricionais quando adicionados na dieta de peixes,
tendo mostrado resultados positivos, como aumento na sobrevivéncia (ZHENG et al.,
2009; ACAR et al., 2015) e no desempenho produtivo (ZHENG et al., 2009; ACAR et
al., 2015), melhora na digestibilidade, na absorcdo de nutrientes (ZEPPENFELD et al.,
2015) na microbiota intestinal (MAHMOUD et al., 2004; NAVARRETE et al., 2010;
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SUTILI et al., 2016), na imunidade (SAHU et al., 2007; ARDO et al., 2008; ADEL et
al., 2015) e na taxa de sobrevivéncia pés-desafio com Aeromonas (ZHENG et al., 2009;
AMIRKHANI et al., 2015).

Cymbopogon flexuosus (Stapf.) pertence a familia Poacea e é originario da Asia,
sendo denominado comumente como capim limdo (MAY et al., 2008). Estudos prévios
com Oleo essencial de C. flexuosus (OECF) tém demonstrado sua atividade
antimicrobiana (OUSSALAH et al., 2006; AHMAD e VILIOEN, 2015), anestésica
(LIMMA-NETTO et al., 2016; SANTOS et al., 2016), anticancerigena (SHARMA et
al.,, 2009), antifungica (KUMAR et al., 2009), anti-inflamatéria e antioxidante
(SHARMA et al., 2009).

A analise de parametros bioguimicos, hematolégicos e enzimaticos podem
revelar disfuncdes agudas e cronicas, atribuidas a nutricdo, qualidade da agua, presenca
de toxinas e doencas, entre outros fatores (HUBREC et al., 2001), auxiliando no
diagnostico e progndéstico de doencas em peixes (TAVARES-DIAS, 2015).

Considerando as propriedades farmacoldgicas dos 0leos essenciais, € necessario
que se desenvolvam estudos direcionados aos seus efeitos como aditivos na dieta, de
forma que proporcionem melhoria no desempenho, no bem-estar dos peixes. Apesar de
seu potencial terapéutico, estudos sobre o uso de OECF como aditivo nutricional em
peixes ainda ndo foram relatados na literatura. Dessa forma, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito de OECF como aditivo nutricional e antimicrobiano frente a
Aeromonas spp. em juvenis de tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus

As plantas de C. flexuosus foram cultivadas na cidade Trés Passos no Sul Brasil
e 0 OECF foi obtido no Centro de Inovacdo Tecnolodgica da Universidade Regional do
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI, RS).

A extracdo ocorreu a partir de folhas frescas da planta por hidrodestilacdo por 2h
usando o método de Clevenger modificado. Os componentes majoritarios do OECF
foram a-citral (50,13%) e 3-citral (40,31%) (Capitulo 1).

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Animais do
Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (n° 14/2014).
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Manejo Experimental

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo do Campus de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (UNIVASF),
Petrolina-PE. Utilizou-se 20 unidades experimentais em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticOes. As unidades experimentais
foram 20 aquérios de 90 L, com biofiltros e aeracdo constante, em sistema sem
recirculacdo, onde foram acondicionados 6 juvenis de tilapia do Nilo por aquério (5,63
+ 0,18 g; 6,37 = 0,03 cm) provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e
Aquicultura de Bebedouro — 32 Superintendéncia Regional da CODEVASF (Companhia
de Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e do Parnaiba). Os peixes foram
aclimatados por um periodo de dez dias. O delineamento foi inteiramente casualizado
com cinco tratamentos e quatro repetigdes.

Utilizou-se o programa Software SuperCrac para formulagéo das dietas. Foram
produzidas cinco dietas (isoprotéicas, isoenergéticas e com o mesmo nivel de fibra
bruta), o tratamento controle (sem adicdo de OECF) e quatro dietas com incluséo de
diferentes concentragdes de OECF (0,25; 0,50; 1,0 ou 2,0 mL/Kg de dieta). O 6leo
essencial das dietas experimentais foi adicionado juntamente com Oleo de soja. As
analises bromatoldgicas foram realizadas no CBO Analises Laboratoriais. Os
ingredientes (Tabela 1) foram pesados e homogeneizados manualmente, essa mistura foi
peletizada e depois seca em estufa de circulacdo forcada a 35 °C durante 24 h. Os
peletes foram fracionados em didmetros compativeis com o tamanho da boca dos peixes
e armazenados sob refrigeragdo a -20 °C em recipientes de vidro com tampas
herméticas. O arracoamento foi feito trés vezes ao dia (8:00, 12:00 e 16:00 h) a nivel de
5% do peso vivo dos peixes por 45 dias. As biometrias foram realizadas em 30% dos
animais a cada 15 dias para adequagéo da quantidade de ragéo ofertada.

A limpeza das unidades experimentais foi feita uma vez ao dia por meio de um
sifonamento de 25% da agua dos aquarios para a retirada das fezes e eventuais sobras de
racdo. As varidveis fisico-quimicas da agua pH (pHmetro Waterproof, HI 98130),
temperatura (termémetro digital Incoterm) e oxigénio dissolvido (oximetro Linelab DO
Eco) foram monitoradas diariamente e a amodnia total (kit da Alfatecnoquimica,
Floriandpolis, SC) semanalmente. Durante todo o periodo as variaveis apresentaram-se
dentro dos valores exigidos para tilapias do Nilo, conforme Faria et al. (2013):
temperatura (25,9 + 0,14 °C), pH (6,3 = 0,22), oxigénio dissolvido (6,0 £ 0,18 mg
OD/L) e amonia total (0,05 + 0,01 mg NH3/L).
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Tabela 1 — Composicdo percentual da dieta controle utilizada para alimentagdo de

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ingredientes Composicao (%)
Farelo de Soja 52,0
Fuba de Milho 25,5
Farinha de Trigo 10,0
Farinha de Peixe 9,75
Oleo de Soja 0,83
Sal Comum 0,50
Fosfato Bicalcio 0,50
Premix* 0,50
Vitamina C 0,20
Propionato de Calcio 0,20
BHT 0,02
Total 100
Energia Bruta (Kcal/Kg) 4.072
Proteina Bruta (%) 36,90
Extrato Etéreo (%) 3,02
Célcio 0,89
P (Fosforo disponivel) 0,77
Lisina total 1,89
Metionina total 0,54

Premix mineral e vitaminico (Supremais, Campinas-SP): Composicao por quilo de produto: Vit. A =
1.200.000 UlI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; ac. Félico (folic acid) = 120
mg; pantotenato de calcio (calcium pantothenate) = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina 24.000 mg;
Fe =10.000 mg; Cu = 600 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; | = 20 mg.

Parametros Zootécnicos

Ao término dos 45 dias de experimento com as dietas experimentais, foram
avaliadas as seguintes variaveis de desempenho zootécnico: ganho de peso médio
(GPM), taxa de crescimento especifico (TCE), conversdo alimentar aparente (CAA),
indice hepatossomético (IHS), rendimento de carcaca (RC) e sobrevivéncia (S),
calculadas de acordo com as equag0es abaixo.
GPM = Peso Final (g) — Peso Inicial (g);
TCE = 100 x (In Peso final — In Peso inicial)/tempo de duragdo do experimento (dias).
In = logaritmo neperiano;
CAA = Consumo de racéo (g)/Ganho de Peso (g);
IHS = 100 x (Peso do Figado (g)/ Peso Final (g)); em que IHS é o indice
hepatossomatico;
RC (%) = [Peso da Carcaga (g)/ Peso Final (g)] x 100;

S (%) = [(n° final peixes x 100) / n° peixes inicial].
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Coleta de Amostras

Ao término do periodo experimental de 45 dias foram amostrados
aleatoriamente oito animais de cada tratamento para coleta de amostras de sangue,
figado e intestino, que foram usados nas determinacdes bioquimicas e hematoldgicas.
Coletou-se 1 mL de sangue por puncdo da veia caudal, utilizando-se seringas
heparinizadas. Apds a coleta de sangue, imediatamente foi realizada a analise da glicose
por meio de fitas reagentes em glicosimetro digital ACCU-CHEK Performa Roche
Diagnosis. Posteriormente o sangue foi submetido a uma centrifugacdo de 5.000 rpm
por 5 min para a separac¢ao do plasma. O plasma foi mantido sob refrigeracéo a -20°C
para a analise no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Campus de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco.

Em seguida os animais foram eutanaziados (sec¢do medular) para retirada do
intestino (enzimas lipase, protease e amilase) e figado (ALT, glicogénio e indice

hepatossomatico).

Determinagdes Bioguimicas

Usou-se Kits da Labtest para determinagdes de colesterol, triglicerideos,
proteinas totais, glicogénio hepatico e enzima alanina aminotransferase (ALT)
plasmatica e hepatica. O teor de aminoacidos livres no plasma foi determinado segundo
metodologia de Copley (1941), utilizou-se um padrdo de glicina 1 mm, tendo
ninhindrina 0,1 em alcool isopropilico como substrato, e as leituras foram realizadas em
espectrofotébmetro (Bel 2000 UV) em comprimento de onda de 570 nm.

Para determinar a atividade da ALT, amostras de figado (100 mg) foram
homogeneizados em tampdo (10 mM fosfato/20 mM tris-pH 7,0) utilizando
homogeneizado mecanico (Marconi MAQ039). Posteriormente, essas amostras foram
centrifugadas a 4°C por trés minutos a 600 x g, e o sobrenadante foi submetido a uma
nova centrifugacdo (centrifuga Labnet Centrifuge 24D ) por oito minutos a 6000 x g.
Posteriormente, utilizou-se 0 sobrenadante para 0s ensaios enzimaticos da ALT, sendo
determinada da sua atividade por meio colorimétrico (reagentes Labtest) e a leitura foi
realizada em espectrofotometro (Bel 2000 UV) em comprimento de onda de 545 nm.

Para determinacdo do glicogénio hepatico, as amostras de figado foram pesadas
na propor¢do de 0,50 a 0,60 g e em seguida transferidas para tubos de ensaio. Neste
tubo foram adicionados 1,0 mL de KOH (6 N) e incubado por 2 minutos em banho-
maria a 100 °C. Depois de dissolvido os tecidos, 100 pL deste extrato foi transferido
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para um tubo e adicionado 250 pL de etanol e 100 pL de K,SO, 10% seguidos de
agitacdo. Logo apds, a amostra foi centrifugada (centrifuga Labnet Centrifuge 24D ) a
3.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado por inversdo e
0 precipitado re-suspendido em 2 mL de agua destilada. Ap6s a mistura realizou-se a
transferéncia de 100 pL da amostra, 250 uL de fenol e 1 mL de H,SO, para interromper
a reacdo, posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotdmetro (Bel 2000 UV) a
480 nm.

Determinacao de Enzimas Intestinais

Para determinacdo das enzimas intestinais, amostras de intestino com peso
aproximado de 100 mg foram homogeinizados em tampéo (10 mM fosfato/20 mM tris-
pH 7,0) durante 10 minutos (4 °C) utilizando homogeneizador mecanico (Marconi
MAO039). Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios enziméticos. A atividade da
amilase e lipase intestinal foram mensuradas com os kits comerciais Labstest, sendo
dosada no extrato do tecido intestinal pesado e homogeneizado, sob refrigeracdo, em
tampdo (tris-fosfato-acido fosférico-glicerina). Na determinacdo da atividade
proteolitica alcalina foi utilizada solugdo de caseina 1 % como substrato da reacdo. A
mistura de incubacao foi composta de 250 - 400 ml de azocaseina 1 %, tampéo Tris/HCI
0.1 M (pH 8.0). Apo6s a incubacdo da mistura por 30 minutos a 35 °C, a reacédo foi
interrompida pela adi¢do de 1.0 ml de TCA 15 %, depois foi centrifugada a 1.800 g por
10 minutos (Walter, 1984). Foi utilizada tirosina como padrdo e a unidade de atividade
enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessédria para catalisar a

formacéo de 1 mg de tirosina por minuto.

Determinagéo de Lisozima Plasmatica

A lisozima plasmaética foi medida por ensaio turbidimétrico de acordo com Ellis
(2990), utilizando lisozima de ovo de galinha branca (1 mg/lysozyme/mL) como padrdo
com modificagOes parciais. Para garantir que a lise do Micrococcus lysodeikticus foi via
lisozima e ndo via proteinas do sistema complemento, as amostras do plasma foram
submetidas a banho-maria a 56°C por 30 minutos antes da analise da lisozima. Utilizou-
se uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (0,2 mg/mL de fosfato de sodio 0,05 M,
pH 6,2). A solucdo estoque de lisozima padrdo (100 mg/mL) foi diluida 10 vezes em
tampdo fosfato de sdédio (0,05 M; pH 6,2), resultando na concentracdo final de 10

mg/mL (10 pg/plL). Parte da lisozima padrdo tambem foi aquecida para verificar a sua
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atividade com este tratamento e duas curvas (lisozima aquecida e ndo) foram
desenvolvidos. Diferentes volumes de plasma (150; 175; 200; 225; 250 e 275 uL) foram
colocados em tubos de vidro e tampéo fosfato de sodio foi usado para completar 300
mL de volume final. As amostras foram incubadas durante 2 minutos no
espectrofotbmetro (Bel 2000 UV) a 26 °C e 300 pL de suspensdo M.
lysodeikticus (0,2 mg/mL) foi adicionado para completar o volume final de 600
pL. Uma amostra em branco foi preparado utilizando tampdao de fosfato de sédio (600
mL). Diferenga entre turbidez inicial e final foi medida entre 0,5 e 10 minutos a 450 nm
em leitor de placas de Elisa (modelo Expert Plus-UV ASVS).

Os resultados foram expressos usando os valores de densidade dptica de reducédo
para cada volume da amostra em relacdo ao volume da amostra analisada. A equacao de
regressdo linear da curva de calibragdo de lisozima foi utilizada para determinar os

niveis de lisozima no plasma (ug/mL).

Parametros Hematoldgicos

Foi realizado o eritrograma (contagem de eritrocitos, determinacdo do
hematocrito e da taxa de hemoglobina) e calculo dos indices hematimétricos (Volume
Corpuscular Médio — VCM; Hemoglobina Corpuscular Média — HCM e Concentracéo
de Hemoglobina Corpuscular Média — CHCM) segundo Ranzani-Paiva et al. (2013).

Para contagem de eritrocitos preparou-se uma solugdo com 10 pL do plasma + 2
mL de Drabkim, ap6s homogenizacdo, distribui-se com uma pipeta automatica na
camera de Neubauer para leitura em microscépo Optico binocular (Kasvi/Motic modelo:
K112H). A taxa de hemoglobina foi realizada através do método de Collier (1944),
sendo a leitura efetuada em espectrofotdometro (Bel 2000 UV) de absorbancia com
comprimento de onda de 540 nm. A determinacdo do percentual de hematocrito, foi
realizada por centrifugacdo capilar de acordo com Goldenfarb et al. (1971). Os tubos
capilares heparinizados foram preenchidos com amostra de sangue, fechados com um
material apropriado e centrifugados (centrifuga Microspin modelo Spin 1000) a 12.000
X g por 5 minutos, em seguida realizada a leitura.

Os célculos dos indices hematimétricos foram estimados conforme férmulas a
sequir:
VCM = Hematécrito*10/N° de Eritrdcitos (* 10° puL) = fL (fentolitros)
HCM = Taxa de Hemoglobina *10/N° de Eritrocitos = pg (picogramas)
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CHCM = Taxa de concentracdo de Hemoglobina *100/Hematécrito = g/dL
(grama/decilitros)

Desafio in vivo

Aeromonas spp. adquiridas da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal da UNIVASF (Petrolina-PE) foram utilizadas para o desafio dos
peixes (n = 16 por tratamento; n = 4 por repeti¢do). A inoculacédo bacteriana (0,2 mL)
nos juvenis de tilapia do Nilo foi realizada um dia ap6s o término do experimento com
as dietas acrescidas de OECF. O indculo bacteriano foi diluido em solucéo salina estéril
(0,85 g/100 mL) na concentragdo 10° UFC/mL, injetados por via intramuscular
laterodorsal direita. Apds inoculacdo, os peixes foram avaliados (observacdes, seguida
de preenchimento de questiondrio) por 15 dias em relagdo a infecgdes, lesdes e morte, e

foram mantidas as mesmas dietas do periodo experimental.

Andlise Estatistica

Todos os dados séo expressos em média + erro padrdo. A homocedasticidade das
variancias foi testada pelo teste de Levene. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via. O efeito do acréscimo de OECF na dieta foi verificado
através de analise de regressdo (programa Sigma Plot 10.0, Systat Software, San Jose,
CA, USA). O nivel minimo de significancia foi de 95% (P<0,05).

RESULTADOS

Desempenho Zootécnico

Nenhuma mortalidade foi registrada durante a avaliagdo do desempenho de
juvenis de tilapia do Nilo submetidos a dietas com diferentes niveis de inclusdo de
OECF. A inclusdo do OECF na dieta de tilapias do Nilo aumentou GPM, TCE, IHS e
RC e reduziu CAA (Fig. 1).
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Figura 1- Desenvolvimento de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentados com
dietas contendo diferentes concentracfes de Oleo essencial de capim limdo (C.
flexuosus) durante 45 dias (n = 24 por tratamento). GPM = Ganho de Peso Médio; CAA
= Consumo Alimentar Aparente; TCE = Taxa de Crescimento Especifico; IHS = indice
Hepatossomaético; RC = Rendimento de Carcaga. A: y = 10,216 — (1,867x) + (1,030%%);
r? = 0,947. B: y = 2,078 + (0,163x) - (0,119x?); r* = 0,805. C: y = 1,934 - (0,268x) - (-
0,190x%); r’= 0,881. D: y = 92,741 + (8,761x); r’= 0,726. E: y = 1,527 + (0,476); r’=
0,905.
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Parametros Bioquimicos

A adicdo de OECF na dieta diminuiu os niveis de glicose plasmatica (Fig.2A),
enguanto que o glicogénio hepatico (Fig. 2B) aumenta inicialmente e depois reduz com
a maior concentragdo de inclusdo do 0leo essencial. Além disso, verificou-se aumento e
reducdo proporcional dos niveis de colesterol e triglicerideo plasméatico & medida em

que foi aumentada a concentracdo do OECF na dieta (Fig. 2C e D).

Figura 2 — Perfil de metabdlitos de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentados
com dietas contendo diferentes concentragfes de 6leo essencial de capim limdo (C.
flexuosus) durante 45 dias (n = 8 por tratamento). A: y = 90,577 — (93,751x) +
(110,317x%)- (33,910x%); r* = 0,769. B: y = 9,840 + (0,747x) — (0,627x%); r* = 0,697; C:
y =-2,619 + (0,0142x), r* = 0,89. D: y = 2,038 — (0,00677x); r* = 0,61.
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Em geral, os niveis de proteinas totais e aminoacidos totais plasmaticos e ALT
plasmético e hepatico aumentaram com a adi¢do de OECF na dieta de tilapia do Nilo
(Fig. 3).
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Figura 3 — Perfil protéico e enzimatico de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de dleo essencial de capim
limdo (C. flexuosus) durante 45 dias (n = 8 por tratamento). ALT = Alanina
aminotransferase. A: y = 2,221 — (1,268x) + (1,827x%) — (0,597x%); r* = 0,900. B: y =
20,732 + (6,293)x; r* = 0,764. C: y = 2,007 + (3,381x )- (1,292x%); r*= 0,921. D: y =
0,0554 + (0,641x); r* = 0,942.
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Enzimas Digestivas

O maior valor de protease intestinal ocorreu com o nivel de inclusdo de 1,0
mL/Kg do OECF (Fig. 4A). Ja a atividade da amilase intestinal reduziu com a adicéo de
OECF entre 0,25 e 1,0 mL/Kg, mas apresentou o maior valor no tratamento com 2,0
mL/Kg de OECF (Fig. 4B). A lipase intestinal (Fig. 4C) n&o teve alteracdo significativa

com a inclusdo do OECF.
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Figura 4 — Enzimas intestinais de juvenis de tilapias do Nilo (O. niloticus) alimentados
com dietas contendo diferentes concentracdes de dleo essencial de capim limdo (C.
flexuosus) durante 45 dias (n = 8 por tratamento). A: y = 86,485 — (11,084x ) +
(27,360x%) — (10,857x°); r* = 0,998. B: y = 0,318 — (0,203x) + (0,119x%); r* = 0,929. C:
y = 2,514 — (1,365x )+ (2,396x%) — (0,851x°%); r* = 0,822
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Parametros Hematoldgicos

Os valores de hematdcrito, eritrécitos, hemoglobina, VCM, HCM e VHCM
aumentaram proporcionalmente com a adicdo de OECF na dieta de juvenis de tilapia do
Nilo (Fig. 5).
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Figura 5 — Parametros hematoldgicos de juvenis de tilapias do Nilo (O. niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes concentracdes de dleo essencial de capim
limdo (C. flexuosus) durante 45 dias (h = 8 por tratamento). VCM = Volume
Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracao
de Hemoglobina Corpuscular Média. A: y = -4,428 + (0,251x); r* = 0,88. B: y = -6,402
+(2,534x); r* = 0,62. C: y = -4,996 + (0,488x); r* = 0,99. D: y = -4,537 + (0,0718x);
=0,62. E:y = -10,269 + (0,250x); r* = 0,67; E: y = -8,127 + (0,162x); r* = 0,68.
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Lisozima e Sobrevivéncia ao desafio com Aeromonas spp.

Os niveis de lisozima plasmatica e a taxa de sobrevivéncia das tilapias do Nilo
desafiadas por Aeromonas spp. reduziram e aumentaram, respectivamente com a
inclusdo do OECF na dieta (Fig. 6). Apds a inoculacdo de Aeromonas spp. nos peixes
alimentados com dietas sem adicdo (controle) e com adic¢do de 0,25 mL/kg de OECF
verificou-se no segundo dia manchas hemorragicas e no quarto dia ulceracdes e
exoftalmia. Além disso, observou-se no quarto dia manchas hemorragicas em 25 a 50%
dos peixes alimentados com dietas contendo entre 0,50 e 2,0 mL/kg de OECF, seguida
de répida recuperacao.

Figura 6 — Atividade da lisozima e taxa de sobrevivéncia pos-desafio com Aeromonas
spp. de juvenis de tilapias do Nilo (O. niloticus) alimentados com dietas contendo
diferentes concentracdes de 6leo essencial de capim limdo (C. flexuosus) durante 45
dias (n = 8 por tratamento). A: y = 8,313 - (83,333x) + (208,333x?); r* = 0,66. B: y = -
0,544 + (0,0471x); r* = 0,94.
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DISCUSSAO

Desempenho Zootécnico

Um dos principais objetivos da piscicultura € a melhoria do desempenho
produtivo de peixes. A inclusdo de OECF na dieta de tilapia do Nilo resultou em
melhora nos aspectos zootécnicos, o que demonstra a viabilidade de OECF no aumento
da produtividade e lucratividade da tilapicultura. Similarmente, Zeppenfeld et al. (2015)
observaram que a adicdo de 2,0 mL/kg de 6leo essencial de Aloysia triphylla (com citral
de composto majoritario) na dieta de jundia (Rhamdia quelen) melhorou o desempenho.
Em bagre de canal (Ictalurus punctatus) e tilapia do Mocgambique (Oreochromis
mossambicus) alimentados com dietas com inclusdo de 0Oleos essenciais de Oregano
(Origanum heracleoticum) (0,05%) e laranja (Citrus sinensis) (0,1 a 0,5%) (ZHENG et
al.,, 2009; ACAR et al.,, 2015), respectivamente, também ocorreu aumento no

desempenho.

Parametros Bioquimicos

O crescimento de peixes € dependente de ajustes das interacdes metabolicas, as
quais avaliam o estado fisiologico do animal (MELO et al., 2016). A inclusdo do OECF
na dieta de tilapias do Nilo nas suas maiores concentracfes apresentou efeito redutor
dos niveis de glicose plasmatica, porém os peixes ndo ficaram hipoglicémicos, pois 0s
valores ficaram dentro da faixa de referéncia para a espécie (14,1 — 92,1 mg/dL)
(TAVARES-DIAS et al., 2015).

Com a reducdo da glicemia e das reservas de glicogénio, 0s peixes sintetizam
glicose a partir de compostos diferentes dos carboidratos, através da gliconeogénese, o
que leva a oxidacao de aminoacidos e acidos graxos para obtencdo de energia (MELO et
al., 2006). A inclusdo do OECF na dieta de tilapias do Nilo promoveu redugdo de
glicogénio hepatico e dos triglicerideos plasmaticos, sugerindo que os produtos gerados
pelo catabolismo desses metabdlitos foram disponibilizados para peixes como fonte
energética, ocasionando um efeito poupador nas concentracdes das proteinas totais do
plasma. Além disso, produtos resultantes da glicogendlise e lipdlise (ex. Acetil-coA)
podem ter desencadeado o aumento do colesterol do plasma, como verificado neste
estudo. Conforme Melo et al. (2006), o uso dos triglicerideos como energia pode

apresentar ganhos no rendimento da carcaca. Possivelmente os acidos graxos oriundos
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da lipdlise dos triglicerideos neste estudo possam ter sido mobilizados tanto para
producdo de energia, quanto para deposi¢do na carcaca.

Os processos de transaminacdo e desaminacdo tém sido estudados em peixes
como uma ferramenta importante para avaliar a utilizacdo das proteinas e,
consequentemente, dos aminoacidos para a sintese protéica ou catabolismo para
obtencdo de energia (MELO et al., 2016). Segundo Moraes e Almeida et al. (2014), os
aminoacidos ndo podem ser estocados da mesma forma que os carboidratos (ex.
glicogénio) e as gorduras (ex. triglicerideos), portanto serdo disponibilizados para
formar proteinas e/ou oxidados para gerar energia. Possivelmente a adicdo do OECF
tenha estimulado os processos de transaminacdo, glicogendlise, gliconeogénese e
lipolise para manutencdo da homeostase nos peixes investigados. Dessa forma, acredita-
se que a adicdo do OECF na dieta afeta 0 metabolismo energético.

A adicdo do OECF na dieta de exemplares de tilapia do Nilo neste estudo
aumentou a concentracdo de aminoacidos e proteinas do plasma, o que provavelmente
se relacione diretamente com a elevacdo da ALT hepatica. O valor de proteinas totais
deste estudo esta de acordo com os valores de referéncia (2,3-3,7 g/dL) para tilapia do
Nilo (TAVARES-DIAS, 2015). Corroborando com os resultados deste estudo, a adi¢ao
do mix de dois 6leos essenciais (40 pg/mL de tomilho e 60 pg/mL de funcho) na dieta
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) promoveu o aumento das proteinas totais do
plasma (GULEC et al., 2013). Resultado oposto foi relatado por Souza et al. (2015) ao
incluirem 0,25 e 0,50 mL/Kg de Lippia alba na dieta de jundia, o que reduziu a ALT
hepética.

Houve aumento de ALT plasmética em fungdo do acréscimo de OEAT na dieta de
juvenis de tilapia do Nilo, verificada neste estudo, talvez possa estar relacionada a
algum dano hepatico leve, uma vez que no geral ndo afetou na salde e a taxa de
sobrevivéncia dos juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com dietas acrescidas de
OECF. Dessa forma, sugere-se que futuros estudos realizem andlises histologicas em

conjunto com as avaliagdes bioguimicas e de desempenho.

Enzimas Digestivas

A atividade das enzimas digestivas determina a eficiéncia de uma dieta,
otimizando o crescimento e a utilizacdo do alimento pelo animal (MELO et al., 2016).
O aumento nos niveis da amilase disponibiliza glicose para geracdo energia, enquanto

que o aumento da lipase melhora a digestibilidade da gordura, ja& 0 aumento nos niveis
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da protease eleva a digestibilidade dos aminoacidos e reduz a excrecdo de nitrogénio
(DOURADO et al., 2014). No presente estudo, os niveis mais altos de OECF
adicionados a dieta de tilapia do Nilo aumentaram a producdo de enzimas digestivas,
proporcionando melhor aproveitamento dos nutrientes e contribuindo para o
crescimento dos peixes. Assim, sugere-se que a incluséo de 1,0 mL/Kg OECF na dieta,
favorece a absorcdo protéica em detrimento da absorcdo da glicose, pois houve aumento
da proteina plasmatica, aminoacidos, ALT do figado e da protease, e reduziu a glicose

plasmética e a amilase intestinal.

Parametros Hematoldgicos

Os parametros hematologicos refletem 0s processos corporais e servem de
indicadores das condigdes gerais ou distirbios metabdlicos existentes (RANZANI-
PAIVA et al., 2013). A adicdo do OECF na dieta de tilpia do Nilo proporcionou
aumento nos valores de todos os parametros hematoldgicos avaliados neste estudo,
portanto contribuindo para evitar anemia ou reducéo das células vermelhas circulantes
nos peixes.

A elevacdo da concentracdo de hemoglobina e do hematdcrito, bem como dos
demais parametros hematoldgicos avaliados nas tilapias do Nilo alimentados com dietas
contendo 0,25 a 2,0 mL/Kg do OECF, também podem contribuir com o aumento do
suprimento de oxigénio a nivel celular, o que promove bem-estar nos animais. E
possivel que aumento dos valores de hemoglobina neste estudo também apresente
correlacdo com a reducdo dos niveis de glicose e triglicerideos do plasma e glicogénio
hepatico, pois foi necessario um maior aporte de oxigénio para catabolizar esses
substratos para geracdo de energia. O resultado de todos os paramentros hematologicos
deste estudo estd de acordo com os valores de referéncia (hemoglobina: 7,9-14,5 g/dL;
eritrécitos: 1,500-3,760 x10% pL; hematocrito: 21,0-44,0%; VCM: 74,5-160,0 fL;
CHCM: 27,9-54,5 g/dL) para tilapia do Nilo (TAVARES-DIAS, 2015). Similarmente, a
adicdo do oleo essencial de laranja (0,1 a 0,5%) na dieta de tilapias do Mogcambique

proporcionou aumento dos parametros hematoldgicos (ACAR et al., 2015).

Lisozima e Sobrevivéncia ao desafio com Aeromonas spp.
A lisozima plasmatica é utilizada como indicador de respostas imunes nao
especificas em peixes (URBINATI et al., 2014). A adicdo do OECF na dieta de tilapia

do Nilo reduziu os niveis de lisozima plasmatica, o que sugere que 0s peixes ndo foram
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acometidos por doencas durante a avaliacdo de desempenho e ndo ocorreu resposta
imune, uma vez que em situacdo de desafio com Aeromonas spp., 0 aumento da
concentracdo de OECF na dieta aumentou a taxa de sobrevivéncia dos exemplares
submetidos a infecgao.

A inclusdo de dleos essenciais na dieta de peixes tem proporcionado maior
resisténcia e sobrevivéncia pos-desafio por bactérias (ZHENG et al., 2009; WANG et
al., 2015). Similarmente, reducdo da mortalidade em desafio com A. hydrophila também
foi verificada em exemplares de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas
com dietas contendo extrato de alho (0,05; 0,1; 0,5 e; 1,0 g/100 g) (NYA et al., 2009) e
de carpa comum (Cyprinus carpio) alimentadas com dietas contendo 3% do extrato de
epildbio-ericado (Epilobium hirsutum) (PAKRAVAN et al., 2012).

CONCLUSAO

Conclui-se que a inclusdo de 1,0 a 2,0 mL/kg de OECF na dieta de tilapia do
Nilo contribuiu com a melhora no desempenho, parametros bioquimicos e
hematol6gicos, enzimas intestinais e taxa de sobrevivéncia pré e pds-desafio com

Aeromonas spp.
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Oleo essencial de Ocimum basilicum como aditivo nutricional em juvenis de tilapias

do Nilo: crescimento, metabolismo, hematologia e desafio antimicrobiano

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o efeito de dietas contendo diferentes concentracGes de
0leo essencial de manjericdo Ocimum basilicum (OEOB) em juvenis tilapias do Nilo.
Os peixes foram distribuidos em 20 tanques (1000 L). No experimento foram avaliadas
cinco dietas (em quadruplicata) com niveis crescentes do OEOB (0; 0,25; 0,50; 1,0 e;
2,0 mL/kg). Ao final do periodo experimental foi realizada biometria, coleta de sangue,
retirada de figado e intestino, para analise de parametros de desempenho, biogquimicos,
hematoldgicos, enzimas intestinais e sobrevivéncia em desafio com Aeromonas spp. Em
geral, o aumento dos niveis de inclusdo de OEOB na dieta reduziu conversao alimentar
aparente, rendimento de carcaca, glicose e triglicerideos plasmaticos e glicogénio e
ALT hepético e protease intestinal e aumentou ganho de peso, taxa de crescimento e
proteinas totais, aminoacidos totais, colesterol e ALT do plasma, amilase e lipase
intestinal e hemoglobina, hematdcrito e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média. A atividade de lisozima plasmatica pré e pés-desafio aumentou e reduziu com a
adicdo de OEOB na dieta, respectivamente. O desafio com Aeromonas spp. reduziu a
sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo. Conclui-se que 2,0 mL/kg de OEOB na
dieta contribui para melhorar o desempenho, parametros bioguimicos e hematol6gicos
em juvenis de tildpia do Nilo, mas ndo €é eficaz em aumentar a resisténcia

antimicrobiana para Aeromonas spp.

Palavras-chave: Aeromonas ssp., desempenho, enzimas intestinais, hemoglobina,

parametros bioquimicos.
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Ocimum basilicum essential oil as a nutritional additive in Nile tilapia juveniles:

growth, metabolism, hematology and antimicrobial challenge

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of diets containing different concentrations of
essential oil of basil Ocimum basilicum (EOOB) in Nile tilapia juveniles. The fish were
distributed in 20 tanks (1000 L). In the experiment, five diets (in quadruplicate) with
increasing EOOB levels (0; 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mL/kg) were evaluated. At the end
of the experimental period, biometrics, blood collection, liver withdrawal and intestine
were performed to analyze performance parameters, biochemical, hematological,
intestinal enzymes and survival in challenge with Aeromonas spp. In general, increased
inclusion levels of EOOB in the diet reduced apparent feed conversion, carcass yield,
plasma glucose and triglycerides and hepatic glycogen and ALT and intestinal protease
and increased weight gain, growth rate and plasma total protein, total amino acids,
cholesterol and ALT, intestinal amylase and lipase and hemoglobin, hematocrit and
mean corpuscular hemoglobin concentration. Plasma lysozyme activity before and after
challenge increased and decreased with the addition of EOOB in the diet, respectively.
The challenge with Aeromonas spp. reduced the survival of Nile tilapia juveniles. It is
concluded that 2.0 mL/kg EOOB in the diet contributes to improve performance,
biochemical and hematological parameters in Nile tilapia juveniles, but it is not

effective in increasing the antimicrobial resistance for Aeromonas spp.

Key-words: Aeromonas ssp., performance, intestinal enzymes, hemoglobin,

biochemical parameters.
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INTRODUCAO

A produgdo mundial de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem aumentado
em escala linear, sendo superada apenas pelo cultivo de carpas em ambientes de &gua
doce (FAO, 2015). No Brasil, a tilapia do Nilo é a principal espécie produzida,
representando mais de 45% da producéo aquicola continental (MPA, 2014). Nas Gltimas
décadas houve uma intensificacdo dos métodos de cultivo na producédo de tilapia do
Nilo e, em virtude disso, problemas atribuidos a bactérias patogénicas se tornaram mais
frequentes devido ao estresse oriundo das altas densidades de estocagem a que 0s
exemplares sdo submetidos (SALVADOR et al., 2013).

Entre as principais bactérias que acometem peixes, estdo as Aeromonas spp.
(GRIFFIN et al., 2013; VALLADAO et al., 2015). O controle de infeccdes bacterianas
que acometem peixes, como as causadas por Aeromonas spp., tem sido feito na maioria
das vezes com a utilizacdo de antimicrobianos sintéticos, o que gera grande
preocupacdo com a salde do homem e a integridade dos ecossistemas, devido aos
residuos quimicos que podem ficar nos alimentos e na &gua (SHIOGIRI et al., 2015).

O uso de tais antibidticos tornou-se uma pratica rotineira entre os piscicultores,
que geralmente realizam a sua aplicacdo sem um diagnostico preciso do agente causador
da infeccdo e sem obedecer a dose prescrita pelo fabricante e as limitacdes do uso, o que
tem contribuido com o aumento de bactérias patogénicas resistentes (GASTALHO et
al., 2014).

Assim, ha um aumento de interesse por estudos de novos antimicrobianos que
contribuam com a sanidade dos peixes, sem causar prejuizos ao meio ambiente e aos
seres vivos. Neste sentido, agentes fitoterapicos (ex. extratos e 6leos essenciais) vém
ganhando destaque na sanidade animal como fontes promissoras de antimicrobianos e
promotores de crescimento (ZHENG et al., 2009; CITARASU et al., 2010; SUTILI et
al., 2016.), uma vez que apresentam menor numero de contra-indicacfes e efeitos
colaterais, além de minimizar ou ndo causar impactos ambientais devido sua natureza
biodegradavel (SOARES e TAVARES-DIAS, 2013).

A andlise de pardmetros bioquimicos e hematol6gicos pode ser usada como
ferramenta no monitoramento da salde dos peixes, inclusive na avaliacdo de
desempenho e resisténcia a bacterioses, como as causadas por Aeromonas spp. As
varidveis relativas ao eritrograma auxiliam na identificacdo de processos anémicos

(TAVARES-DIAS, 2015), enquanto os parametros bioquimicos e as enzimas digestivas
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sdo importantes para compreender o melhor aproveitamento dos nutrientes pelos peixes.
Através das analises metabdlicas pode-se obter a resposta sobre a dire¢do dos nutrientes
e verificar situacfes indesejaveis no metabolismo, como 0 uso de proteina para
obtencgéo de energia (MELO et al., 2016).

Estudos prévios sobre a utilizagdo de 6leos essenciais na dieta de peixes tém
demonstrado beneficios, como melhora no ganho de peso e na taxa de crescimento
(ZHENG et al, 2009; CITARASU et al., 2010; ACAR et al., 2015), na satde (SACCOL
et al., 2013), no aumento da imunidade (SAHU et al., 2007; ARDO et al., 2008; ADEL
et al., 2015) e ainda na taxa de sobrevivéncia pds-desafio com Aeromonas spp.
(ZHENG et al., 2009; AMIRKHANI et al., 2015).

O oleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum, Lamiaceae) (OEOB)
demonstra grande potencial para a piscicultura, pois possui substancias com
propriedades antimicrobiana (CAROVIC-STANKO et al., 2010; SNOUSSI et al., 2016;
NABRDALIK e GRATA, 2016), fungicida (ZHANG et al., 2009), antioxidante
(SNOUSSI et al., 2016) e anestésica (LIMMA-NETTO et al., 2016). Contudo, ndo
existem estudos com o uso de OEOB na dieta de peixes como aditivo nutricional e
antimicrobiano, embora ha registros de uso de outros produtos de O. basilicum na dieta,
como extrato da folha e da semente que contribuiram com o crescimento de carpa
(Cyprinus carpio) (AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015) e dorada (Sparus arauta)
(EL-DAKAR et al., 2015), respectivamente.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do OEOB
como aditivo nutricional e antimicrobiano frente @ Aeromonas spp. em juvenis de tilapia
do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Oleos Essenciais

As plantas de O. basilicum foram cultivadas na cidade Trés Passos no Sul do
Brasil e o0 OEOB foi obtido no Centro de Inovacdo Tecnoldgica da Universidade
Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI, RS).

A extracdo ocorreu a partir de folhas frescas da planta por hidrodestilagéo por 2h
usando o método Clevenger modificado. A analise da composi¢do quimica do OEOB
deste estudo identificou como componente majoritario, o linalol (53,35%) e eucaliptol
(11,49%) (Capitulo 1).
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O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Animais do
Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (n° 14/2014).

Manejo Experimental

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo do Campus de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF), Petrolina-PE,
durante 45 dias. Utilizou-se 20 unidades experimentais e delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. As unidades experimentais
foram 20 caixas d’agua de 1000 L, com aeragdo constante, onde foram acondicionados
20 juvenis de til&pia do Nilo por caixa (12,13 + 0,11 g; 7,89 + 0,06 cm) provenientes do
Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de Bebedouro -CODEVASF
(Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Séo Francisco e do Parnaiba). Os peixes
foram aclimatados por um periodo de dez dias. O delineamento foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticoes.

Utilizou-se o programa Software SuperCrac para formulacdo das dietas. Foram
produzidas cinco dietas (isoprotéicas, isoenergéticas e com o mesmo nivel de fibra
bruta), o tratamento controle (sem adigdo de OEOB) e quatro dietas com incluséo de
diferentes concentragdes de OEOB (0,25; 0,50; 1,0 ou 2,0 mL/Kg de dieta). O dleo
essencial das dietas experimentais foi adicionado juntamente com o0leo de soja. As
analises bromatoldgicas foram realizadas no CBO Analises Laboratoriais.

Os ingredientes (Tabela 1) foram pesados e homogeneizados manualmente, essa
mistura foi peletizada e depois seca em estufa de circulagéo forgcada a 35 °C durante 24
h. Os peletes foram fracionados em diametros compativeis com o tamanho da boca dos
peixes e armazenados sob refrigeracdo a -20 °C em recipientes de vidro com tampas
herméticas. O arracoamento foi feito trés vezes ao dia (8:00, 12:00 e 16:00 h) a nivel de
5% do peso vivo dos peixes por 45 dias. As biometrias foram realizadas em 30% dos
animais a cada 15 dias para adequacdo da quantidade de racdo ofertada.

A limpeza das unidades experimentais foi feita uma vez ao dia por meio de um
sifonamento de 25% da agua dos aquarios para a retirada das fezes e eventuais sobras de
racdo. As variaveis de qualidade de agua pH (pHmetro Waterproof, HI 98130),
temperatura (termdmetro digital Incoterm) e oxigénio dissolvido (oximetro Linelab DO
Eco) foram monitoradas diariamente e amonia total (kit Alfatecnoquimica,
Florianopolis, SC); semanalmente. As variaveis apresentaram-se dentro dos valores

exigidos para tilapias do Nilo, conforme Faria et al. (2013): temperatura (25,9 *
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0,14°C), pH (6,3 £ 0,22), oxigénio dissolvido (6,0 £ 0,18 mg/L O,) e amdnia total (0,05
+ 0,01 mg/L NHs).

Tabela 1 — Composicdo percentual da dieta controle utilizada para alimentacdo de

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ingredientes Composicao (%)
Farelo de Soja 52,0
Fubéa de Milho 25,5
Farinha de Trigo 10,0
Farinha de Peixe 9,75
Oleo de Soja 0,83
Sal Comum 0,50
Fosfato Bicélcio 0,50
Premix* 0,50
Vitamina C 0,20
Propionato de Célcio 0,20
BHT 0,02
Total 100
Energia Bruta (Kcal/Kg) 4.072
Proteina Bruta (%) 36,90
Extrato Etéreo (%) 3,02
Célcio 0,89
P (Fosforo disponivel) 0,77
Lisina total 1,89
Metionina total 0,54

'Premix mineral e vitaminico (Supremais, Campinas-SP): Composic&o por quilo de produto: Vit. A =
1.200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; ac. Folico (folic acid) = 120
mg; pantotenato de célcio (calcium pantothenate) = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina 24.000 mg;
Fe = 10.000 mg; Cu = 600 mg; Mn = 4.000 mg; Zn = 6.000 mg; | = 20 mg.

Parametros Zootécnicos

Ao término dos 45 dias de experimento foram avaliadas as seguintes variaveis
de desempenho zootécnico: ganho de peso médio (GPM), taxa de crescimento
especifico (TCE), conversdo alimentar aparente (CAA), indice hepatossomatico (IHS),
rendimento de carcaca (RC) e sobrevivéncia (S), calculadas de acordo com as equacdes
abaixo.
GPM = Peso Final (g) — Peso Inicial (g);
TCE = 100 x (In Peso final — In Peso inicial)/tempo de duracdo do experimento (dias).
In = logaritmo neperiano;

CAA = Consumo de racéo (g)/Ganho de Peso (g);
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IHS = 100 x (Peso do Figado (g)/ Peso Final (g)); em que IHS é o indice
hepatossomatico;

RC (%) = [Peso da Carcagca (g)/ Peso Final (g)] x 100;

S (%) = [(n° final peixes x 100) / n° peixes inicial].

Coleta de Amostras

Ao término do periodo experimental de 45 dias foram amostrados
aleatoriamente 16 animais de cada tratamento para coleta de amostras de sangue, figado
e intestino, que foram usados nas determinagdes bioquimicas e hematolégicas. Coletou-
se 1 mL de sangue por puncdo da veia caudal, utilizando-se seringas heparinizadas.
Apos coleta de sangue, imediatamente foi realizada a analise da glicose por meio de
fitas reagentes em glicosimetro digital ACCU-CHEK Performa Roche Diagnosis.
Posteriormente o sangue foi submetido a uma centrifugacdo de 5.000 rpm por 5 min
para a separacdo do plasma. O plasma foi mantido sob refrigeracdo a -20 °C para a
analise no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Campus de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco.

Em seguida os animais foram eutanaziados (sec¢do medular) para retirada do
intestino (enzimas lipase, protease e amilase) e figado (ALT, glicogénio e indice

hepatossomatico).

Determinagdes Bioguimicas

Usou-se Kits da Labtest® para determinacfes de colesterol, triglicerideos,
proteinas totais, glicogénio hepatico e enzima alanina aminotransferase (ALT)
plasmatica e hepatica. O teor de aminoacidos livres no plasma foi determinado segundo
metodologia de Copley (1941), utilizou-se um padrdo de glicina 1 mm, tendo
ninhindrina 0,1 em &lcool isopropilico como substrato, e as leituras foram realizadas em
espectrofotémetro (Bel 2000 UV) em comprimento de onda de 570nm.

Para determinar a atividade da ALT, amostras de figado foram homogeneizados,
com peso aproximado de 100 mg em tampédo (10 mM fosfato/20 mM tris-pH 7,0),
utilizando homogeneizado mecanico (Marconi MA039). Posteriormente, essas amostras
foram centrifugadas a 4 °C por trés minutos a 600 x g, e 0 sobrenadante foi submetido a
uma nova centrifugacao (centrifuga Labnet Centrifuge 24D ) por oito minutos a 6000 x

g. Utilizou-se o sobrenadante para os ensaios enzimaticos da ALT. A determinacgéo da
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atividade de ALT foi feita por meio colorimétrico (reagentes Labtest) e a leitura foi
realizada em espectrofotdometro (Bel 2000 UV) em comprimento de onda de 545 nm.

Para determinacdo do glicogénio hepatico, as amostras de figado foram pesadas
na proporgdo de 0,50 a 0,60 g e em seguida transferidas para tubos de ensaio. Neste
tubo foram adicionados 1,0 mL de KOH 6 N e incubado por 1 a 2 minutos em banho-
maria a 100 °C. Depois de dissolvido os tecidos, 100 pL deste extrato foi transferido
para um tubo e adicionado 250 pL de etanol e 100 pL de K,SO4 10% seguidos de
agitacdo. Logo apds, a amostra foi centrifugada (centrifuga Labnet Centrifuge 24D) a
3.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado por inversao e
0 precipitado re-suspendido em 2 mL de agua destilada. Apds a mistura realizou-se a
transferéncia de 100 pL da amostra, 250 puL de fenol e 1 mL de H,SO, para interromper
a reacdo, posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotometro (Bel 2000 UV) a
480 nm.

Determinacdo de Enzimas Intestinais

Para determinagdo das enzimas intestinais, amostras de intestino com peso
aproximado de 100 mg foram homogeinizados em tampé&o (10 mM fosfato/20 mM tris-
pH 7,0) durante 10 minutos (4 °C) utilizando homogeneizador mecanico (Marconi
MAO039). Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios enzimaticos. A atividade da
amilase e lipase intestinal foram mensuradas com os kits comerciais Labstest, sendo
dosada no extrato do tecido intestinal pesado e homogeneizado, sob refrigeragéo, em
tampdo (tris-fosfato-acido fosforico-glicerina). Na determinacdo da atividade
proteolitica alcalina foi utilizada solugdo de caseina 1 % como substrato da reacdo. A
mistura de incubac&o foi composta de 250 - 400 ml de azocaseina 1 %, tampéo Tris/HCI
0.1 M (pH 8.0). Apds a incubagdo da mistura por 30 minutos a 35 °C, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 1.0 ml de TCA 15 %, depois foi centrifugada a 1.800 g por
10 minutos (Walter, 1984). Foi utilizada tirosina como padrdo e a unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para catalisar a

formacéo de 1 mg de tirosina por minuto.

Determinacdo de Lisozima Plasmatica
A lisozima plasmatica foi medida por ensaio turbidimétrico de acordo com Ellis
(1990), utilizando lisozima de ovo de galinha branca (1 mg/lysozyme/mL) como padréo

com modificacBes parciais. Para garantir que a lise do Micrococcus lysodeikticus foi
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via lisozima e ndo via proteinas do sistema complemento, as amostras do plasma foram
submetidas a banho-maria a 56°C por 30 minutos antes da analise da lisozima. Utilizou-
se uma suspensdo de M. lysodeikticus (0,2 mg/mL de fosfato de sdédio 0,05 M, pH
6,2). A solucdo estoque de lisozima padrdo (100 mg/mL) foi diluida 10 vezes em
tampdo fosfato de sdédio (0,05 M; pH 6,2), resultando na concentracdo final de 10
mg/mL (10 pg/uL). Parte da lisozima padrdo também foi aquecida para verificar a sua
atividade com este tratamento e duas curvas (lisozima aquecida e ndo) foram
desenvolvidos. Diferentes volumes de plasma (150; 175; 200; 225; 250 e 275 uL) foram
colocadas em tubos de vidro e tampéo fosfato de sédio foi usado para completar 300
mL de volume final. As amostras foram incubadas durante 2 minutos num
espectrofotdbmetro (Bel 2000 UV) a 26 °C e 300 pL de suspensdo M.
lysodeikticus (0,2 mg/mL) foi adicionado para completar o volume final de 600
pL. Uma amostra em branco foi preparado utilizando tampédo de fosfato de sddio (600
mL). Diferenca entre turbidez inicial e final foi medida entre 0,5 e 10 minutos a 450 nm
em leitor de placas de Elisa (modelo Expert Plus-UV ASVS).

Os resultados foram expressos usando os valores de densidade dptica de redugédo
para cada volume da amostra em relacdo ao volume da amostra analisada. A equacao de
regressdo linear da curva de calibragéo de lisozima foi utilizada para determinar os

niveis de lisozima no plasma (ug/mL).

Parametros Hematoldgicos

Foi realizado o eritrograma (contagem de eritrocitos, determinacdo do
hematdcrito e da taxa de hemoglobina) e célculo dos indices hematimétricos (Volume
Corpuscular Médio — VCM; Hemoglobina Corpuscular Média — HCM e Concentracdo
de Hemoglobina Corpuscular Média — CHCM) segundo Ranzani-Paiva et al. (2013).

Para contagem de eritrocitos preparou-se uma solugdo com 10 pL do plasma + 2
mL de Drabkim, ap6s homogenizacdo, distribui-se com uma pipeta automatica na
camera de Neubauer para leitura em microscopo Optico binocular (Kasvi/Motic modelo:
K112H). A taxa de hemoglobina foi realizada através do método de Collier (1944),
sendo a leitura efetuada em espectrofotdometro (Bel 2000 UV) de absorbancia com
comprimento de onda de 540 nm. A determinacdo do percentual de hematocrito, foi
realizada por centrifugacao capilar de acordo com Goldenfarb et al. (1971). Os tubos
capilares heparinizados foram preenchidos com amostra de sangue, fechados com um

material apropriado e centrifugados (centrifuga Microspin modelo Spin 1000) a 12.000
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X g por 5 minutos, em seguida realizada a leitura. O calculo de CHCM obedeceu a

equacdo: CHCM = Taxa de concentracdo de Hemoglobina*100/Hematocrito = g/dL

Desafio in vivo

Aeromonas spp. adquiridas da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal da UNIVASF (Petrolina-PE) foram utilizadas para o desafio dos
peixes (n = 36 por tratamento; n = 9 por repeticdo). A inoculacédo bacteriana (0,2 mL)
nos juvenis de tilapia do Nilo foi realizada um dia ap6s o término do experimento com
as dietas acrescidas de OEOB. O inéculo bacteriano foi diluido em solugdo salina estéril
(0,85 g/100 mL) na concentragdo 10° UFC/mL, injetados por via intramuscular
laterodorsal direita. Apds inoculacdo, os peixes foram avaliados (observacdes, seguida
de preenchimento de questiondrio) por 15 dias em relagdo a infecgdes, lesdes e morte, e

foram mantidas as mesmas dietas do periodo experimental.

Andlise Estatistica

Todos os dados séo expressos em média + erro padrdo. A homocedasticidade das
variancias foi testada pelo teste de Levene. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via. O efeito do acréscimo de OEOB na dieta foi verificado
através de analise de regressdo (programa Sigma Plot 10.0, Systat Software, San Jose,
CA, USA). O nivel minimo de significancia foi de 95% (P<0,05).

RESULTADOS

Desempenho Zootécnico

A inclusdo do OEOB na dieta de tilapias do Nilo aumentou GPM e TCE (Fig.
1A e B) e reduziu CAA e RC (Fig. 1C e D). IHS néo foi influenciado pela incluséo do
OEOB (Fig. 1E).
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Figura 1- Desenvolvimento de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentados com
dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de manjericdo (O. basilicum)
durante 45 dias (n = 80 por tratamento). GPM = Ganho de Peso Médio TCE = Taxa de
Crescimento Especifico; CAA = Consumo Alimentar Aparente; RC = Rendimento de
Carcaca; IHS = indice Hepatossomatico. A: y = 16,040 + (2,955x); r?=0,930.B:y =
2,152 + (0,291x); r* = 0,957. C: y = 2,706 — (2,800x) + (3,307x?) — (1,087x%); r* =
0,783.D:y=17,142 - 0,198x; r?=0,78. E: sem regressao.
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Parametros Bioquimicos

Os niveis de glicose plasmatica e glicogénio hepatico reduziram
proporcionalmente a medida que foi aumentando a adigdo de OEOB na dieta (Fig. 2A e
B). Os niveis de colesterol plasméatico foram maiores nos tratamentos com as maiores
adicOes de OEOB na dieta (Fig. 2C). Enquanto que o tratamento sem adi¢cdo de OEOB

na dieta apresentou o maior valor de triglicerideo plasmatico (Fig. 2D).

Figura 2 — Perfil de metabdlitos de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) alimentados
com dietas contendo diferentes concentragdes de dleo essencial de manjericdo (O.
basilicum) durante 45 dias (n = 16 por tratamento). A: y = 108,630 — (25,051x); r* =
0,800. B: y = 75,612 - (15,971x); r* = 0,965. C: y = -5,912 + (0,0432x) — (0,0000628x);
r»=0,7. D:y = 30,317 - (0,530x) + (0,00209x?); r* = 0,98.

130

120 - + A
3110 |
R

co
w

~N @
[S =
w

-
o
o
L
o

a
o,

o

o
o
L

~
o
L
(=]

Glicose plasmatica (mg
©
=3
—e—i
Glicogénio hepatico (mg/dL)

s o @ O =
w

w

@
o
.
=~
o

w
o
(]
w

460 210

420 4 {

- = -
w ~ w
o o o

[
D
o
-
e
o

Colesterol plasmatico (mg/dL)
S
=)
Triglecerideo plasmatico(mg/dL)
[+
o

©
=}
—o—
= =

180 -

~
o

140

(<))
o

0,00 0,25 0,50 1,00 2,00 0,00 0,25 0,50 1,00 2,00
Oleo essencial de manjericdo na dieta (mL/kg) Oleo essencial de manjericdo na dieta (mL/kg)

Proteinas totais e ALT do plasma aumentaram (Fig. 3A e C) e a ALT hepatica
reduziu (Fig. 3D) proporcionalmente com a inclusdio do OEOB na dieta. Os

aminoacidos totais plasmaticos reduziram até a inclusdo de 1,0 mL/Kg de OEOB na
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dieta de juvenis de tilapia do Nilo, e apresentaram o maior valor no tratamento de 2,0
mL/Kg de OEOB na dieta (Fig. 3B).

Figura 3 — Perfil protéico e enzimético de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes concentracbes de Oleo essencial de
manjericdo (O. basilicum) durante 45 dias (n = 16 por tratamento). ALT = Alanina
Aminotransferase. A: y = 2,728 + 0,272x; r’> = 0,945. B: y = 836,772 - (93,222x) +
(2,597x%); r* = 0,86. C: y = 3,896 + (2,926x); r* = 0,812. D: 15,432 + 5,333x; r* = 0,924
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Enzimas Digestivas

A atividade da protease intestinal foi maior nos tratamentos com baixa inclusao
de OEOB na dieta (0,25 e 0,50 mL/Kg) (Fig. 4A) e a atividade da amilase e lipase
intestinal aumentaram nos tratamentos com maior adi¢cdo de OEOB na dieta (1,0 e/ou 2
mL/Kg) (Fig. 4B e C).
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Figura 4 — Atividade de enzimas intestinais de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes concentracBes de Oleo essencial de
manjericdo (O. basilicum) durante 45 dias (n = 16 por tratamento). A: y = 63,309 +
(64,960x) — (91,301x%) + (29,366x°); r* = 0,995. B: y = 0,368 + (0,291x) — (0,127x%); r°
=0,841. C:y = 1,917 + (0,760x) — (0,300%%); r*= 0,695
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Parametros Hematoldgicos

De forma geral, hematdcrito reduziu com a adigdo do OEOB na dieta (Fig. 5A).
Ja hemoglobina e CHCM aumentaram proporcionalmente com a adi¢do do OEOB na
dieta (Fig. 5B e C).
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Figura 5 — Pardmetros hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus)
alimentados com dietas contendo diferentes concentracBes de Oleo essencial de
manjericdo (O. basilicum) durante 45 dias (n = 16 por tratamento). CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. A: y = -327,214 + (20,151x) -
(0,309%%); r* = 0,75. B: y = -21,255 + (1,994 X); r* = 0,92. C: y = -8,358 + (0,272x); r* =
0,67.
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Lisozima e Sobrevivéncia ao desafio com Aeromonas spp.

A atividade da lisozima pré e pos-desafio aumentaram e reduziram com a adicéo
de OEOB na dieta, respectivamente (Fig. 6A e B). A adicdo do OEOB na dieta de
tildpias do Nilo ndo afetou a taxa de sobrevivéncia pré-desafio, nem proporcionou

melhora na taxa de sobrevivéncia pos-desafio frente a Aeromonas spp. (Fig. 6C e D).

Figura 6 — Atividade da lisozima pré e pos-desafio e taxa de sobrevivéncia pos-desafio
com Aeromonas spp. de juvenis de til&pia do Nilo (O. niloticus) alimentados com dietas
contendo diferentes niveis de adicdo do 6leo essencial de manjericdo (O. basilicum)
durante 45 dias (n = 16 por tratamento). A: y = 23,509 - (421,136x) + (1900,898x?); r* =
0,96. B: y = -2,513 + (51,455x) - (120,696x%); r* = 0,83. C: sem regressdo. D: y = -
145,781 + (13,894x) - (0,420%%) + (0,00408x°); r*= 0,995.
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DISCUSSAO

Desempenho Zootécnico

A inclusdo do OEOB na dieta de tilapia do Nilo demonstrou-se favoravel a
melhora de desempenho, inclusive com maior ganho de peso e menor conversao
alimentar aparente, o que contribui com a reducdo dos custos de producdo. Resultado
similar foi encontrado com a adi¢é@o de 0,5% do 06leo essencial de Ocimum gratissimum
na dieta de tilapia do Nilo, onde também promoveu melhora no ganho de peso e na taxa
de crescimento (BRUM et al., 2017). Por outro lado, a adicdo do 6leo essencial de O.
americanum (0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 g/kg) na dieta de red drum (Sciaenops ocellatus) ndo
influenciou no desempenho de crescimento (SUTILI et al., 2016). Ndo ha estudos
prévios com a inclusdo do 6leo essencial de O. basilicum na dieta de peixes. Mas outras
formas de uso do O. basilicum demonstraram resultados positivos na producdo de
peixes. A adicdo do extrato de folhas do O. basilicum (400 mg/kg) na dieta promoveu
aumento no ganho de peso em carpas (AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015). A
inclusdo de folhas secas e extrato da semente de O. basiculum na dieta (ambos em 2%)
melhoraram a taxa de crescimento de tilapia hibrida (O. niloticus x O. aureus) e dorada,
respectivamente (EL-DAKAR et al., 2008; 2015).

Parametros Bioquimicos

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos de peixes sdo ferramentas
importantes na determinacdo da salde e homeostase do metabolismo (TAVARES-
DIAS, 2015). A reducdo dos niveis de glicose no plasma pode ter ocorrido pelo
consumo dos tecidos, como também pela capacidade de OEOB em reduzir efeitos
estressores na tilapia do Nilo (LIMMA-NETTO et al., no prelo).

Resultados semelhantes foram obtidos com o extrato de O. basilicum adicionado a
dieta (400 mg/kg) de carpa, promovendo reducdo dos niveis de glicose plasmaética
(AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015). Neste estudo, o0 OEOB teve efeito redutor
da glicose plasmatica, os peixes ndo ficaram hipoglicémicos, pois os valores ficaram
dentro da faixa de referéncia para a espécie (14,1 — 92,1 mg/dL) (TAVARES-DIAS et
al., 2015). A adicdo do oleo essencial de outras plantas que apresentam linalol na
composicdo quimica também reduziram a glicose plasmatica: Lippia alba na dieta de
jundia (SACCOL et al., 2013) e tomilho (Thymus vulgaris) na dieta de truta arco-iris
(GULEC et al., 2013).



99

Os animais conseguem obter energia presente no alimento como resultado de
reacOes quimicas do catabolismo de trés substratos: carboidratos, lipidios e proteinas
(LANNA et al., 2014). Com a diminuicdo da glicemia e das reservas de glicogénio, 0s
peixes sintetizam glicose a partir de compostos diferentes dos carboidratos, através da
gliconeogénese, o que leva a oxidacao de amino&cidos e de acidos graxos para obtengédo
de energia (MELO et al., 2006). Apesar das proteinas corporais representarem uma
proporcao significativa de reservas potenciais de energia, sob circunstancias normais
elas ndo séo utilizadas para a producgéo de energia (BAYNES e DOMINICZAK, 2015).

A inclusdo do OEOB na dieta de tilapias do Nilo promoveu reducgdo de glicose
plasmatica, glicogénio hepéatico e triglicerideo plasmatico, sugerindo que esses
metabdlitos foram utilizados como fonte energética, sendo eficientes para atender as
necessidades fisiologicas do animal por energia, mantendo a homeostase e nao
necessitando mobilizar proteinas para essa finalidade. Isto estd de acordo com nossos
resultados, uma vez que os niveis de proteina total, aminoacidos totais e ALT do plasma
aumentaram nas dietas com os maiores niveis de OEOB. A adi¢do de OEOB na dieta de
tilapias do Nilo pode ter proporcionado melhor retencdo e utilizagdo dos nutrientes e,
com isso, ocorreu aumento no ganho de peso e na taxa de crescimento.

Estudos recentes demonstraram que extrato de O. basilicum adicionado a dieta
reduziu glicose e aumentou proteina total do plasma em carpa (400 mg/kg)
(AMIRKHANI e FIROUZBAKHSH, 2015) e reduziu triglicerideos plasméaticos em
truta arco-iris (30 ppm) (ZOLFAGHARI e FIROUZBAKHSH, 2014). A suplementacao
em niveis de até 1,0% de Oleo essencial de Mentha piperita (familia Laminaceae) na
dieta de tambaqui (Colossoma macropomum) causou aumento da proteina total
plasmatica (RIBEIRO et al., 2016).

Neste estudo, os niveis de ALT hepatica reduziram com a inclusdo de OEOB na
dieta de juvenis de tilapia do Nilo. E provavel que isto esteja relacionado com o melhor
estado de saude dos exemplatres, uma vez que ndo comprometeu o desempenho dos
peixes e a taxa de sobrevivéncia pré-desafio. Diferentemente, Souza et al. (2015)
verificaram que ao incluirem 0,25 e 0,50 mL/kg de oOleo essencial de L. Alba (55,26%
de linalol) na dieta de jundias, ocorreu reducdo da ALT plasmatica e aumento da ALT

hepatica.
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Enzimas Digestivas

As enzimas digestivas sdo indutivas, por isso, a flexibilidade fenotipica das
espécies pode permitir ndo sO ajustes necessarios a otimizacdo do uso de nutrientes da
dieta (MORAES e ALMEIDA, 2014), mas também explorar a capacidade adaptativa
dos peixes frente a incluséo de extratos de planta na dieta (BHOSALE et al., 2010).

Os fitoaditivos como dleos essenciais quando inclusos na dieta animal podem
estimular a digestdo por aumento de producdo e secrecdo de enzimas digestivas
(BHOSALE et al., 2010). No presente estudo, verificou-se que o OEOB tem efeito
positivo para 0 aumento de enzimas intestinais, mas com melhores resultados para
protease intestinal com a inclusdo das concentracfes mais baixas de OEOB na dieta e
para amilase e lipase com a inclusdo das concentracdes mais altas de OEOB.
Similarmente, a adi¢do de 2% de extrato de sementes de O. basilicum na dieta de dorada
aumentou as enzimas intestinais lipase e amilase (EL-DAKAR et al., 2015).

Parametros Hematoldgicos

O estudo das respostas hematoldgicas para diferentes dietas pode ser usado para
formular novas estratégias que sejam vidveis na alimentacdo e para avaliar se as
condicOes estabelecidas estdo produzindo espécies saudaveis no cultivo (BICUDO et
al., 2009). E possivel que aumento da hemoglobina neste estudo tenha correla¢do com a
reducdo de glicose, triglicerideos e glicogénio, pois foi necessario maior aporte de
oxigénio para catabolizacdo desses substratos. Os valores de hemoglobina e CHCM
estdo dentro do valor de referéncia (7,9-14,5 g/dL e 27,9-54,5 g/dL, respectivamente)
para tilapia do Nilo, assim como hematdcrito; (21,0-44,0%) (TAVARES-DIAS, 2015).
Similar para o resultado de hemoglobina, mas diferente do resultado de hematdcrito, a
adicdo do 6leo essencial de O. gratissimum (0,5; 1,0 e 1,5%) na dieta de tilapia do Nilo

promoveu aumento na hemoglobina e hematdcrito (BRUM et al., 2017).

Lisozima e Sobrevivéncia ao desafio com Aeromonas spp.

As proteinas séricas incluem varios elementos humorais do sistema imune inato,
como exemplo da lisozima. VVarios compostos a base de plantas promoveram o0 aumento
do nivel de lisozima em peixes (WU et al., 2007; MOHAMAD e ABASALI 2010;
NGUYEN et al., 2016). A lisozima é uma enzima mucolitica excretada por leucécitos e
também é encontrado em uma grande variedade de secrecdo (ex. muco), e em muitos
tecidos (ex. sangue) (URBINATI et al., 2014).
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Neste estudo, a inclusdo de 2,0 mL/kg de OEOB aumentou a atividade da
lisozima plasmaética pré-desafio, o que pode estar correlacionado com a elevacdo da
concentracdo de proteinas totais no plasma. Por outro lado, a atividade da lisozima
plasmética e a taxa de sobrevivéncia pds-desafio com Aeromonas spp. foram reduzidas
nos juvenis de tilapia do Nilo deste estudo. Dessa forma é possivel que OEOB ndo seja
efetivo na resposta imune a Aeromonas spp. ou entdo tal resposta foi influenciada pelo
menor tempo de exposi¢cdo (duas semanas) dos exemplares a bacteriose. Respostas de
ativacdo e de supressdo das respostas inatas ja foram descritas em peixes e estdo
relacionadas ao tipo de estressor e tempos de exposicdo (URBINATI et al., 2014).
Diferentemnete dos resultados do presente estudo, o uso de éleos essenciais de outras
plantas na dieta de peixes melhorou a sobrevivéncia em situacdo de desafio com
Aeromonas spp., tais como a adicdo de 0,05% de 6leo essencial de orégano (O.
heracleoticum) na dieta de bagre de canal (ZHENG et al., 2009) e de 3% de extrato de
alho na dieta de tilapia do Nilo (ALY E MOHAMED, 2010) que resultaram em

aumento da taxa de sobrevivéncia em 60 e 85%, respectivamente.

CONCLUSAO

Conclui-se que a inclusdo de 2,0 mL/kg OEOB na dieta de tildpia do Nilo
melhorou desempenho, parametros bioquimicos e hematolégicos e enzimas intestinais,
contudo ndo foi eficaz em aumentar a taxa de sobrevivéncia dos peixes pds-desafio com

Aeromonas spp.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A utilizacdo de aditivos fitogénicos na producdo animal € uma ferramenta
importante para auxiliar nos avangos para a substituicdo dos antimicrobianos
melhoradores de desempenho (antibioticos sintéticos). O OECF e OEOB apresentaram
potencial antimicrobiano frente a bactérias patogénicas de peixes Aeromonas spp.,
mostrando que podem contribuir na reducdo da resisténcia bacteriana e da carga de
antibidticos usados na piscicultura.

Alguns 6leos essenciais de plantas possuem muliplas acbes em peixes, incluindo
efeitos sobre desempenho, pardmetros biogquimicos e hematologicos, atividade
antimicrobiana, microbiota intestinal e imunidade frente a patdgenos.

A inclusdo de 1,0 a 2,0 mL/kg de OECF na dieta de tilapia do Nilo contribuiu
com a melhora no desempenho, pardmetros bioquimicos e hematoldgicos, enzimas
intestinais e taxa de sobrevivéncia pré e pos-desafio com Aeromonas spp. Quanto ao
OEOB incluséao de 2,0 mL/kg OEOB na dieta de tilapia do Nilo melhorou desempenho,
parametros bioquimicos e hematoldgicos e enzimas intestinais, contudo néo foi eficaz
em aumentar a taxa de sobrevivéncia dos peixes pos-desafio com Aeromonas spp.

Ha inumeras plantas com propriedades antimicrobianas e que ainda ndo foram
exploradas para seu uso em peixes, nesse sentido € importante que as pesquisas sejam
ampliadas, necessitando ainda que ensaios in vivo a campo sejam realizados para se
determinar a utilizacao (concentrac6es) definitiva destes compostos.

Avaliar a inclusdo de um Unico 6leo essencial nas dietas nem sempre pode ter
um efeito semelhante sobre o desempenho de peixes em comparagdo com 0S
antimicrobianos utilizados. Desta maneira, deve-se avaliar misturas de diferentes 6leos
essenciais que podem atuar com efeito sinérgico ou antagdnico.

Os resultados deste estudo contribuem com a aplicacdo e utilizagdo de
fitogénicos, especialmente OECF e OEOB, na producdo de peixes, uma vez que
produtos naturais sdo tidos como seguros, por nao deixarem residuos no organismo e no

ambiente.



