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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da suplementacdo dietaria com dleo
essencial de Lippia alba sobre os parametros hemato-imunoldgicos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas ao quadro de
inflamagdo aguda induzida por injecdo de carragenina na bexiga
natatdria. Pelo periodo de 45 dias, 96 peixes foram divididos em quatro
tratamentos em triplicata, sendo eles: peixes suplementados com 6dleo
essencial de L. alba (4 mL.kg" de racdo) injetados com carragenina;
peixes suplementados com alcool de cereais injetados com carragenina;
peixes ndo suplementados com Oleo essencial injetados com
carragenina; peixes nao suplementados e nao injetados. Seis horas apos
o estimulo inflamatério, foram analisados os niveis de cortisol sérico,
eritrograma, leucograma e infiltrado inflamatério. Peixes injetados com
carragenina apresentaram o quadro de inflamacgdo aguda, caracterizado
pela maior infiltracdo de neutrofilos e mondcitos. O numero de
neutrofilos circulantes foi maior nos animais suplementados com L. alba
quando comparado aos demais tratamentos (p = 0,004). N&o houve
diferenca nos niveis de cortisol sérico. A suplementacdo com 6leo
essencial de L. alba, para a dose, tempo e forma de administracdo
testadas, ndo apresentou atividade anti-inflamatdria. Por outro lado,
observou-se influéncia da suplementacéo dietaria sobre o nimero total
de neutréfilos apds o quadro de aerocistite, destacando sua caracteristica
imunomoduladora.

Palavras-chave: Aquicultura, Oreochromis niloticus, fitoterapicos,
hematologia, inflamacéo.






ABSTRACT

The present study evaluate the dietary supplementation with essential oil
of Lippia alba on the hemato-immunological parameters of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) submitted to acute inflammation induced by
carrageenin injection in the swim bladder. For a period of 45 days, 96
fish were divided in four treatments in triplicate, as follows: fish
supplemented with essential oil of L. alba (4 mL.kg™ dry ration)
injected with carrageenin; fish supplemented with cereal alcohol
injected with carrageenin; fish non-supplemented with essential oil
injected with carrageenin; fish non-supplemented and non-injected.
Cortisol levels, erythrogram, leukogram and the inflammatory infiltrate
were analyzed six hours after inflammatory stimulus. Fish injected with
carrageenin showed acute inflammatory reaction characterized by higher
infiltrate of neutrophils and monocytes. The circulating neutrophils
number was higher in fish supplemented with L. alba when compared to
other treatments (p = 0.004). No difference in cortisol levels was found.
For dose, time and administration form tested, the supplementation with
essential oil of L. alba did not present anti-inflammatory activity. On the
other hand, it was observed influence of dietary supplementation on the
neutrophils number after induced aerocystitis highlighting its
immunomodulation characteristic.

Keywords: Aquaculture, Oreochromis niloticus, phytotherapics,
hematology, inflammation.
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INTRODUCAO GERAL

Producédo aquicola

Concomitante ao crescimento do setor produtivo, cresce
também a necessidade do correto manejo dos sistemas de cultivos, seja
do ambiente aquatico ou cuidados inerentes a sanidade animal. Fatores
gue vdo desde o manejo zootécnico como densidades de estocagem;
manejo alimentar; monitoramento dos parametros de qualidade da agua,
até problemas estruturais como o sistema de drenagem dos tanques que
influenciam na proliferagdo de patégenos no ambiente (MARTINS,
2004a). Além disso, problemas no cultivo acarretam em estresse
fisiol6gico nos animais cultivados, quebrando o equilibrio da triade
hospedeiro-patégeno-ambiente, aumentando a susceptibilidade de
hospedeiros a agentes etiolégicos como a ocorréncia de patdgenos
oportunistas, naturalmente presentes no animal e no ambiente de cultivo
(PAVANELLI et al., 2013; MARTINS, 2004a; LIZAMA et al., 2007).

A capacidade de se livrar de corpos estranhos, microrganismos
e tecidos danificados é essencial para a sobrevivéncia do organismo. A
inflamacé&o caracteriza-se como um processo protetor do organismo para
tais situagdes, seja quanto a sinalizacdo e eliminacdo da causa como
bactérias, toxinas, ou do resultado (ex. tecidos necrosados) dessas
injurias. A inflamacdo é uma reacdo complexa do organismo em
resposta a injdrias provenientes das mais variadas causas, tendo como
resultado alteracfes quimicas e morfoldgicas, especialmente dos vasos
sanguineos e das células imunocompetentes, presentes na circulacdo
(KUMAR et al., 2010).

Segundo Martins et al. (2001), o estudo da inflamagédo e de
possiveis estratégias para seu controle é de importancia para producao
aquicola, uma vez que tais estudos podem ser utilizados como suporte
cientifico ao manejo de animais cultivados, ja que estdo em constante
contato com agentes e substancias que podem provocar um quadro
inflamatdrio.

Adicionalmente, a analise dos parametros sanguineos é de
extrema importancia, tendo em vista que podem ser usados como
indicadores biol6gicos auxiliando no monitoramento do estado sanitario
dos peixes e do ambiente, sendo também ferramenta rapida na
identificacdo do estresse causado aos peixes, seja pelo ambiente e/ou
pelos patdgenos. Tais informacbes podem servir como auxilio na
avaliacdo do estado fisioldégico dos peixes e na padronizacdo das
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condi¢bes ideais para seu cultivo (TAVARES-DIAS et al., 2009).
Entretanto, também deve-se considerar que as condi¢cdes de manejo de
cada fazenda de peixes exercem interferéncia nas variaveis estudadas
(JERONIMO et al., 2011).

Inflamacéo

A caracterizacdo do quadro de inflamacdo aguda em peixes é
dificultosa, uma vez que a cinética celular relatada é vasta e fatores
como espécie, agentes flogégenos e alimentacdo podem afetar
diretamente o conteudo celular do infiltrado inflamatério (BOZZO et al.,
2007).

Em mamiferos o processo inflamatério recebe duas diferentes
classificagcBes que variam de acordo com a sua severidade e tempo de
duracdo, sendo elas inflamagdo aguda: caracterizada pelo répido
desenvolvimento e curto tempo de dura¢do, maior migracéo de células
polimorfonucleares para o local afetado, além dos cinco sinais cardeais:
edema, calor, rubor, dor e perda da funcdo; e inflamagdo cronica:
perturbacdo prolongada, ndo estereotipada, pode surgir como resultado a
ndo resolugdo da inflamacéo aguda e como respostas a injlrias de baixo
grau ou latentes (TIZARD, 2002; SPINOSA et al., 2011).

Além disso, Kumar et al. (2010) enumeraram trés principais
componentes na resposta inflamatéria aguda, sendo eles as alteragdes no
calibre vascular, culminando em um aumento no fluxo sanguineo; as
mudancas estruturais nos microvasos que resultam na saida de proteinas
plasmaticas e leucocitos da circulagdo e; a ativagdo dos leucdcitos que
emigraram da microcirculacdo para o sitio lesado.

Ainda, sobre a cinética da resposta inflamatéria aguda, o
estimulo lesivo desencadeia a producdo de uma série de mediadores
quimicos oriundos de variadas fontes, como os de origem tissular
(aminas vasoativas, citocinas, eicosanoides e fatores de agregacdo
plaquetaria) e os de origem plasmatica (sistema complemento, sistema
das cininas e sistema de coagulagdo) os quais agem primordialmente
sobre eventos vasculares e celulares. Dentre os efeitos causados por
esses mediadores, destaca-se a vasodilatacdo seguida pelo aumento da
permeabilidade vascular, tal fendmeno facilita a passagem de proteinas
plasmaticas dos vasos para o sitio lesado e consequentemente um grande
volume de agua, caracterizando o edema. Sincronico a esse processo
ocorrem os fendbmenos celulares, caracterizados pela marginalizacdo dos
leucécitos e sua posterior migracdo para o sitio lesado. A migracédo
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dessas células para o sitio de inflamacdo ocorre sob a influéncia de
moléculas quiomitaxicas, sendo esse processo denominado de
“diapedese” (TIZARD, 2002; KUMAR et al., 2010; SPINOSA et al.,
2011).

Diversos estudos ja foram realizados visando avaliar a
influéncia dos mais variados fatores sobre a resposta inflamatoria de
peixes, seja ela de origem crbnica ou aguda, como exemplo: a
suplementacdo com vitaminas (BELO et al., 2005; MARTINS et al.,
2008; BELO et al., 2012); probidticos (REQUE et al., 2010; DOTTA et
al, 2011; CASTRO et al., 2014); aminoacidos, minerais e
polissacarideos (FALCO et al., 2012; CASTRO et al., 2014
MACHADO et al., 2015); fitoterapicos (DOTTA, 2013); a densidade de
estocagem (BELO et al., 2005) e o efeito do estresse sobre a resposta
inflamatéria (MARTINS et al., 2004b). Para isso, alguns agentes
flogégenos sdo utilizados, como a carragenina (MATUSHIMA &
MATIANO, 1996; MARTINS et al., 2001; MARTINS et al., 2004b;
MARTINS et al., 2008; MARTINS et al., 2009; DOTTA et al., 2011);
tioglicolato (MARTINS et al., 2001; BOZZO et al., 2007; MARTINS et
al., 2009; MORAES et al., 2013); lipopolissacarideos (LPS) (MARTINS
et al., 2004b; BOZZO et al., 2007; MARTINS et al., 2008; MORAES et
al., 2013); bactérias inativadas (BOZZO et al., 2007; REQUE et al.,
2010; CLAUDIANO et al., 2013; MORAES et al., 2013; CASTRO, et
al., 2014; MACHADO et al., 2015) e laminulas de vidro (BELO et al.,
2005; BELO et al., 2012).

No Brasil, as espécies estudadas foram Piaractus
mesopotamicus (BELO et al., 2005; BOZZO et al., 2007; GARCIA et
al., 2007; GARCIA & MORAES, 2009; BELO et al., 2012;
CLAUDIANO et al., 2013; MORAES et al., 2013; CASTRO, et al.,
2014) e Oreochromis niloticus (MATUSHIMA & MATIANO, 1996;
MARTINS et al., 2004b; MARTINS et al., 2008; REQUE et al., 2010;
DOTTA et al, 2011), o hibrido tambacu (P. mesopotamicus X
Colossoma macropomum) (MARTINS et al., 2001; MARTINS et al.,
2009). Em adicéo, estudos da resposta inflamatéria foram realizados em
Cyprinus carpio (FALCO et al., 2012) e Dicentrarchus labrax
(MACHADO et al., 2015).

Quando bem modulada e sob controle do organismo, a
inflamac&o é uma resposta benéfica, entretanto quando ndo atende esses
requisitos pode resultar em um papel patoldgico. Isto pelo fato de que os
radicais de oxigénio altamente reativos liberados pelos neutréfilos
durante sua explosdo respiratéria causam danos teciduais e persisténcia
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da inflamacéo pela oxidagdo lipidica da membrana celular (TIZARD et
al., 2002; KUMAR et al., 2010).

Dentro desse contexto, a utilizacdo de produtos terapéuticos
frente a patdgenos ou que desempenhe a atividade anti-inflamatoria
surgem como alternativa ao controle de estados patoldgicos agravados
ou culminados pela perda de controle do processo inflamatorio.

Os tratamentos convencionais utilizados na criacdo de peixes
empregam produtos quimicos como formalina, diflubenzuron, sulfato de
cobre e inseticidas organofosforados (MARTINS, 2004a), além do uso
de antibidticos como oxitetraciclina, cloranfenicol e eritromicina. No
entanto, tais substancias sdo potencialmente poluentes do ambiente
aquatico e sua eficicia depende de uma série de fatores (BOYD &
MASSAUT 1999; PAVANELLI et al., 2008). O uso indiscriminado
dessas substancias em ambientes aquaticos pode ocasionar impactos
associados principalmente ao acumulo de residuos quimicos na agua
resultando em poluicdo ambiental ou ainda a sele¢do de patégenos
resistentes a antimicrobianos (COIMBRA et al., 2006; FIGUEIREDO &
LEAL, 2008; CHAKRABORTY & HANCZ, 2013).

Como alternativa ao uso de antibidticos, a utilizacdo de
produtos naturais terapéuticos torna-se uma ferramenta de interesse para
aquicultura. O uso dessas substancias tem despertado o interesse por
suas vantagens, como biodegradabilidade o que favorece a diminui¢do
do impacto ambiental, menor toxicidade, menor probabilidade de
selecionar patdgenos resistentes e menor custo financeiro ao produtor
(COIMBRA et al., 2006).

Fitoterapicos

Os produtos de origem natural em suas diversas formas de
apresentacdo, como extratos, Oleo essencial, entre outros, possuem
diversas propriedades farmacoldgicas, como as atividades antibidticas,
antiparasitarias, imunoestimulantes, provenientes dos terpenoides,
esteroides, alcaloides advindos de seus pigmentos e metabolismo
(BAKKALI et al., 2008).

Algumas substancias possuem a capacidade de aumentar a
resposta imunoldgica do organismo, sendo denominadas de
imunoestimulantes, podendo aumentar a prote¢do aos organismos
aquaticos contra diversas doencas, atuando sobre mecanismos
imunolégicos e reduzindo a mortalidade, além de serem utilizados de
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modo profilatico durante periodos criticos da producdo (SAKAI, 1999;
BRICKNELL & DALMO, 2005; BOYD et al., 2008).

Os quimioterapicos tradicionais, por sua vez, ndo possuem as
caracteristicas de farmaco ideal, como rapida degradabilidade, baixa ou
ausente contaminacao ambiental, entre outros fatores que restringem seu
uso aos casos de extrema necessidade, devendo ser feito de forma
cautelosa (PAVANELLI et al., 2008; ELER & MILLANI, 2007).

Os beneficios ligados a utilizacdo de produtos naturais na
aquicultura, ja foram relatados em diversos estudos, em especial as
atividades antiparasitérias, antimicrobianas e imunomoduladoras
(SOARES & TAVARES-DIAS, 2013). Como exemplo da atividade
antiparasitaria, o extrato de alho Alllium sativum, reduziu em 95% a
infestacdo por parasito Monogenea em Piaractus mesopotamicus
(MARTINS et al., 2002). Em brénquias de Colossoma macropomum
suplementados com 6leo essencial de Ocimum gratissimum, Boijink et
al. (2011) observaram reducdo do nimero médio de Monogenea,
estando esse fendmeno associado ao aumento na concentracdo do éleo
na dieta. Banhos terapéuticos contendo 15 mg L™ de 6leo essencial de
O. gratissimum pelo periodo de 15 min apresentaram 100% de eficacia
contra Monogenea em C. macropomum (BOWJINK et al., 2011).

Recentemente, em relacdo a atividade imunomoduladora, a
suplementagcdo com A. sativum elevou o nimero total de leucécitos
circulantes em Lates calcifer (TALPUR et al.,, 2012) e Dotta et al.
(2014, 2015), observaram aumento no nudmero de neutréfilos e
monacitos circulantes em tilapia do Nilo suplementada por 15 dias com
extrato de propolis a 0,5% ou extrato de Aloe barbadensis, bem como
diminuicdo na abundancia média de parasitos Monogenea nas branquias.

Segundo Soares & Tavares-Dias (2013), é notério que o0 uso de
produtos naturais tem se destacado na sanidade animal, devido as
substancias bioativas que apresentam boas perspectivas no combate a
microrganismos e parasitos, além de seus residuos farmacolégicos ndo
serem prejudiciais a0 meio ambiente e representarem menos risco a
salde humana. Ainda, segundo os mesmos autores, tendo em vista seus
potenciais de uso e a facilidade de producdo massiva, as plantas do
genéro Lippia vém sendo exploradas em diversas areas da medicina
veterindria e da aquicultura.
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Oleo essencial de Lippia alba

O género Lippia, pertencente a familia Verbenaceae,
compreende aproximadamente 200 especies entre ervas, arbustos e
pequenas arvores, sendo encontradas em paises da América do Sul,
Central e territérios tropicais da Africa (TERBLANCHE &
KORNELIUS, 1996). Lippia alba, conhecida popularmente por diversos
nomes, como: ‘“erva-cidreira”, “erva-cidreira brasileira” ou ‘“falsa
melissa”, “salva-do-brasil”, cha-de-tabuleiro (LORENZI & MATOS,
2004) tem sido utilizada amplamente pela medicina popular brasileira,
seja em forma de chas, macerado, em compressas, banhos ou extratos
alcodlicos (JULIAO et al., 2003).

Os Oleos essenciais tém origem no metabolismo secundario das
plantas, constituidos por diversos compostos volateis ativos destacando-
se a presenca de terpenos e fenilpropandides (SIANI et al., 2000;
HARIKRISHNAN et al., 2011), estando esses compostos ligados ao
sistema de defesa das plantas (KELSEY et al. 1984).

Os compostos presentes no Oleo essencial apresentam-se em
diferentes concentra¢Ges, normalmente um deles em maior quantidade,
sendo esse 0 composto majoritario, entretanto, existindo outros em
menores teores e alguns em baixissimas quantidades, chamados de
tracos (SIMOES et al 1999).

Em revisdo, Pascual et al. (2001), relataram que diversos
quimiotipos de L. alba ja foram descritos, como os quimiotipos citral,
carvona e limoneno, sendo eles nomeados de acordo com seu composto
majoritario.

Segundo Soares e Tavares (2013), em espécies pertencentes ao
género Lippia spp. a variagdo nos constituintes quimicos e o volume de
6leo essencial podem ocorrer devido a fatores ligados ao cultivo como
disponibilidade de agua e luz, temperatura, estagio de desenvolvimento
da planta e estado nutricional. No entanto, Tavares et al. (2005),
descreveram que as diferencas na composi¢do quimica do 6leo essencial
extraido de diferentes quimiotipos de L. alba ndo resultam da influéncia
de fatores ambientais mas sdo reflexo da variacdo genotipica entre as
plantas visto que tais diferencas foram observadas em plantas cultivadas
simultaneamente em um mesmo canteiro.

Quanto ao seu potencial fitoterapico Pascual et al. (2001), em
revisdo, relataram como propriedades farmacoldgicas a atividade anti-
inflamatdria, anti-microbiana, anestésica, sedativa, miorrelaxante,
analgésica, anti-pirética, antiviral, citostatica e anticonvulsivantes.
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Alguns estudos tém sido realizados visando seu potencial
farmacoldgico na aquicultura. Como exemplo, Saccol et al. (2013)
estudaram a adicdo de diferentes concentra¢Ges do 6leo essencial de L.
alba (0 = controle, 0,25, 0,5, 1,0 ou 2,0 mL.kg™ de racdo) na dieta de
juvenis de jundias Rhamdia quelen pelo periodo de 60 dias. Os autores
observaram que a adi¢do de 6leo essencial de L. alba na dieta do jundia
diminui a peroxidacgdo lipidica, aumentar as reservas de glicogénio e
lactato e aumentar a resposta antioxidante dos tecidos.

Por sua vez, Cunha et al. (2010) testaram a eficiéncia do 6leo
essencial de L. alba como anestésico para R. quelen, sendo que nas
concentraces que variaram de 100 a 500 mg L™ de L. alba mostraram
eficicia na inducéo a anestesia. Além disso, o 6leo essencial de L. alba
inibiu 0 aumento nos niveis de cortisol no plasma, que pode ser causado
pelo estresse de manipulagdo. Ainda segundo esses autores, a utilizagao
do 6leo ndo causou alteracBes sensoriais de odor ou sabor no filé
extraido desses animais.

Ainda quanto a atividade anestésica da L. alba, Cunha et al.
(2011), testaram diferentes concentragdes (0, 10, 20, 50, 150, 300 e 450
uL de L™) do 6leo essencial dessa planta, para inducdo anestésica em
cavalos-marinhos (Hippocampus reidi), os autores observaram que
aumento da concentracao do 6leo essencial, diminuiu proporcionalmente
0 tempo necessario para a indugdo da anestesia. Além disso, avaliaram a
adicdo de 15 pL L™ como agente anti-estressor no transporte desses
animais, pelo periodo de 4 ou 24 h, sendo que a inclusdo do dleo
essencial de L. alba, inibiu 0 aumento nos niveis de glicose no sangue,
fenbmeno provocado pela perturbagdo do transporte, além de evitar a
linfopenia e neutrofilia respostas caracteristicas de estresse.

Adicionalmente, Parodi et al. (2012) testaram o efeito
anestésico do Gleo essencial de L. alba para camarfes Litopenaeus
vannamei em diferentes estagios de vida. Para isso foram usadas as
concentracdes de 250, 500, 750 ou 1000 uL L™ ' de 6leo essencial de L.
alba para estagios sub-adultos e 400, 500 ou 600 uL de dleo essencial de
L. alba para po6s-larvas. As concentragdes de 750 ¢ 500 uL de oleo
essencial de L. alba, mostraram-se mais eficiéntes para fins anestésicos
em sub-adultos e p6s larvas respectivamente. Além disso, a adicdo de
6leo essencial de L. alba reduziu o estresse oxidativo desses animais.

Diversos estudos tem sido realizados afim de demonstrar o
potencial fitoterdpico de L. alba, entretanto ainda existem lacunas
quanto as propriedades farmacoldgicas dessa planta corroborando
estudos que tenham como objetivo elucidar e evidenciar os seus efeitos
em diferentes organismos aquaticos.
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JUSTIFICATIVA

O uso de fitoterapicos tem despertado grande interesse na
piscicultura, visto que esses compostos possuem como principios ativos
produtos naturais do metabolismo das plantas. Dessa forma, espera-se
gue esses medicamentos possuam caracteristicas desejaveis, atendendo
ndo somente os requisitos terapéuticos como também aos ambientais e
produtivos. Além disso, as caracteristicas individuais de cada espécie
corroboram a necessidade de estudos que visem elucidar os efeitos de
fitoterapicos sobre os animais e, definir a posologia especifica para cada
espécie. Contudo, pouco se sabe sobre a acéo de fitoterapicos sobre a
resposta inflamatéria em peixes. A maioria dos estudos avalia a
composicdo dos componentes de exsudatos oriundos de diferentes sitios
de inflamacdo induzida, como por exemplo, cavidade visceral, bexiga
natatoria e pele. A analise simultinea de parametros hematoldgicos,
imunolégicos e de componentes do exsudato inflamatério possibilita
uma abordagem mais completa da resposta inflamatdria.
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HIPOTESES

- A suplementacéo dietaria com 6leo essencial de Lippia alba influencia
a resposta inflamatdria aguda e os parametros hemato-imunoldgicos em
tilapia do Nilo.

- A suplementacdo dietaria com 6leo essencial de Lippia alba reduz a
migracdo de células imunitarias para o sitio de inflamagéo.

- Juvenis de tilapia suplementados com Lippia alba na racdo apresentam
maior capacidade imunolodgica, estando mais aptos a combater a
inflamag&o aguda induzida na bexiga natatdria.

OBJETIVOS
Objetivo geral

- Verificar a influéncia da adicdo de dleo essencial de Lippia alba na
racdo de tildpia do Nilo sobre a resposta inflamatéria aguda e
parametros hemato-imunolégicos.

Objetivos especificos

- Verificar a atividade imunomoduladora da suplementacdo dietaria com
6leo essencial da planta Lippia alba.

- Observar as alteracBes no infiltrado inflamatdrio da bexiga natatéria de
animais suplementados em comparagdo com o0s ndo suplementados com
Lippia alba.

- Quantificar leucécitos e diferencia-los no infiltrado inflamatério.

- Verificar por meio da dosagem de cortisol, o nivel de estresse dos animais
submetidos ou ndo ao quadro de aerocistite.

- Verificar os parametros hematolégicos de tilapias suplementadas ou nédo
com Lippia alba na racdo ap6s inflamacéo experimentalmente induzida com
carragenina.
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Resumo

O presente estudo avaliou o efeito da suplementacdo dietaria com Gleo
essencial de Lippia alba sobre os parametros hemato-imunoldgicos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas ao quadro de
inflamagdo aguda induzida por injecdo de carragenina na bexiga
natatdria. Pelo periodo de 45 dias, 96 peixes foram divididos em quatro
tratamentos em triplicata, sendo eles: peixes suplementados com dleo
essencial de L. alba (4 mL.kg" de racdo) injetados com carragenina;
peixes suplementados com alcool de cereais injetados com carragenina;
peixes ndo suplementados com o6leo essencial injetados com
carragenina; peixes nao suplementados e ndo injetados. Seis horas apds
o estimulo inflamatério, foram analisados os niveis de cortisol sérico,
eritrograma, leucograma e infiltrado inflamatdrio. Peixes injetados com
carragenina apresentaram o quadro de inflamagdo aguda, caracterizado
pela maior infiltracdo de neutr6filos e mondcitos. O numero de
neutrofilos circulantes foi maior nos animais suplementados com L. alba
quando comparado aos demais tratamentos (p = 0,004). N&o houve
diferenca nos niveis de cortisol sérico. A suplementacdo com OGleo
essencial de L. alba, para a dose, tempo e forma de administragdo
testadas, ndo apresentou atividade anti-inflamatdria. Por outro lado,
observou-se influéncia da suplementagao dietaria sobre o nimero total
de neutréfilos apds o quadro de aerocistite, destacando sua caracteristica
imunomoduladora.

Palavras-chave: QOreochromis niloticus, fitoterapicos, hematologia,
inflamacéo.
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Highlights

- Suplementacdo dietaria com 6leo essencial de Lippia alba teve efeito
imunomodulador em tilapia do Nilo.

- Suplementacdo dietaria com 6leo essencial de Lippia alba manteve os
pardmetros hematoldgicos apds injecdo de carragenina.

- A injecéo de carragenina ndo alterou valores de cortisol sérico.

- Aerocistite aumentou o nimero de leucdcitos e netrofilos no sitio
inflamatorio.

Abstract

The present study evaluate the dietary supplementation with essential oil
of Lippia alba on the hemato-immunological parameters of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) submitted to acute inflammation induced by
carrageenin injection in the swim bladder. For a period of 45 days, 96
fish were divided in four treatments in triplicate, as follows: fish
supplemented with essential oil of L. alba (4 mL.kg" dry ration)
injected with carrageenin; fish supplemented with cereal alcohol
injected with carrageenin; fish non-supplemented with essential oil
injected with carrageenin; fish non-supplemented and non-injected.
Cortisol levels, erythrogram, leukogram and the inflammatory infiltrate
were analyzed six hours after inflammatory stimulus. Fish injected with
carrageenin showed acute inflammatory reaction characterized by higher
infiltrate of neutrophils and monocytes. The circulating neutrophils
number was higher in fish supplemented with L. alba when compared to
other treatments (p = 0.004). No difference in cortisol levels was found.
For dose, time and administration form tested, the supplementation with
essential oil of L. alba did not present anti-inflammatory activity. On the
other hand, it was observed influence of dietary supplementation on the
neutrophils number after induced aerocystitis highlighting its
immunomodulation characteristic.

Keywords: Oreochromis niloticus, phytotherapics, hematology,
inflammation.



34

1.Introdugéo

A capacidade de se livrar de corpos estranhos, microrganismos
e tecidos danificados é essencial para a sobrevivéncia do organismo. A
inflamacg&o caracteriza-se como um processo protetor do organismo para
tais situagdes, seja quanto a sinalizagdo e eliminacdo da causa como
bactérias, toxinas, ou do resultado (ex. tecidos necrosados) dessas
injurias[1]. Tal processo, é uma reacdo complexa do organismo em
resposta a injurias advindas das mais variadas causas, tendo como
resultado alteragfes quimicas e morfoldgicas, especialmente dos vasos
saguineos e das células imunocompetentes, presentes na circulagéo[1].

O estudo da inflamagdo e de possiveis estratégias para seu
controle é de importancia para producdo aquicola, uma vez que tais
estudos podem ser utilizados como suporte cientifico ao manejo de
animais cultivados, j& que estdo em constante contato com agentes e
substancias que podem provocar um quadro inflamatério[2].

Assim sendo, diversos estudos ja foram realizados visando
avaliar a influéncia dos mais variados fatores sobre a resposta
inflamatoria de peixes, como por exemplo: a suplementacdo com
vitaminas [3-5]; probidticos [6-8]; aminoAcidos, minerais €
polissacarideos [9-11]; fitoterapicos[12]; a densidade de estocagem([3] e
o efeito do estresse sobre a resposta inflamatdria[13]. Para isso, alguns
agentes flogégenos séo utilizados, como a carragenina[2, 5, 6, 13-15];
tioglicolato[2, 14, 16, 17]; lipopolissacarideos (LPS)[5, 13, 16, 17];
bactérias inativadas [7, 9, 10, 16-18] e laminulas de vidro [3, 4]. No
Brasil, as espécies estudadas foram Piaractus mesopotamicus[3, 4, 10,
16-20], Oreochromis niloticus [5-7, 13, 15] e o hibrido tambacu (P.
mesopotamicus x Colossoma macropomum)|[2, 14].

Como visto, a caracterizagdo do quadro de inflamacdo aguda
em peixes é dificultosa, uma vez que a cinética celular relatada é vasta e
fatores como espécie, agentes flogogenos e alimentacdo podem afetar
diretamente o contetdo celular do infiltrado inflamatério[16].

Dentro desse contexto, a utilizagdo de produtos terapéuticos
frente a patdégenos ou que desempenhe a atividade anti-inflamatéria
surgem como alternativa ao controle de processos patoldgicos agravados
ou culminados pela perda de controle do processo inflamatério.

Como alternativa ao uso de antibioticos, destaca-se a utilizacdo
de produtos naturais, pois apresentam baixo impacto ambiental e
atendem caracteristicas desejaveis como rapida degradacéo, auséncia de
residuos na agua, no substrato ou no tecido animal, além de nao oferecer
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riscos a salde humana, apresentar baixo custo e facilidade de aplicacédo
[21].

Beneficios ligados a aplicacdo de fitoterapicos ja foram
comprovados em diversos estudos, em especial as atividades
antiparasitarias, antimicrobianas e imunomoduladoras[22]. Como
exemplo da atividade antiparasitaria, o extrato de alho Alllium sativum
reduziu em 95% o parasitismo por Monogenea em Piaractus
mesopotamicus[23]. Em branquias de Colossoma macropomum
suplementados na racdo com OGleo essencial de Ocimum gratissimum,
houve reducdo do nimero de Monogenea, fendmeno associado ao
aumento na concentracdo do Oleo na dieta[24]. Banhos terapéuticos
contendo 15 mg L™ de 6leo essencial de O. gratissimum por 15 min
apresentaram 100% de eficacia contra monogenea parasito de C.
macropomum[25]. Com realacdo a atividade imunomoduladora, a
suplementacdo dietaria de A. sativum aumentou o nimero total de
leucdcitos circulantes em Lates calcifer[26]. Recentemente, observou-se
aumento no nimero de neutréfilos e mondcitos circulantes em tilapia do
Nilo suplementada por 15 dias com extrato de propolis a 0,5% ou
extrato de Aloe barbadensis[12], bem como redugdo na abundancia
média de parasitos Monogenea nas branquias [12].

Segundo Soares & Tavares-Dias [22], é notorio que o uso de
produtos naturais tem se destacado na sanidade animal, devido as
substancias bioativas que apresentam boas perspectivas no combate a
microrganismos e parasitos, além de seus residuos farmacoldgicos ndo
serem prejudiciais a0 meio ambiente e representarem menos risco a
salde humana. Ainda, segundo os mesmos autores, tendo em vista seus
potenciais de uso e a facilidade de producdo massiva, as plantas do
genéro Lippia vém sendo exploradas em diversas areas da medicina
veterindria e da aquicultura.

Lippia alba, conhecida popularmente por diversos nomes,
como: “erva-cidreira”, “erva-cidreira brasileira” ou “falsa melissa”,
“salva-do-brasil”, cha-de-tabuleiro[27], tem sido utilizada amplamente
pela medicina popular brasileira, seja em forma de chas, macerado, em
compressas, banhos ou extratos alcoolicos[28].

Em revisdo, Pascual e colaboradores[29], relataram como
propriedades farmacoldgicas a atividade anti-inflamatoria, anti-
microbiana, anestésica, sedativa, miorrelaxante, analgésica, anti-pirética,
antiviral, citostatica e anticonvulsivantes

Na aquicultura, foi avaliada a utilizacdo do 6leo essencial de L.
alba em diferentes concentracdes (0; 0,25; 0,5; 1,0 ou 2,0 mL de éleo
essencial.kg™® de racdo) na dieta de juvenis de Rhamdia quelen pelo
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periodo de 60 dias, sendo recomendado seu uso por diminuir a
peroxidacdo lipidica, aumentar as reservas de glicogénio e lactato e
aumentar a resposta antioxidante dos tecidos[30].

Testando a eficiéncia do Oleo essencial de L. alba como
anestésico para R. quelen, observou-se o efeito anestésico nas
concentraces de 100 a 500 mg L™, além de inibir 0 aumento nos niveis
de cortisol no plasma, causado pelo estresse de manipulacdo e também
ndo causar alteracbes sensoriais (odor ou sabor) no filé extraido dos
animais[31].

Devido ao baixo nimero de estudos com fitoterapicos para
tilapia do Nilo e por sua grande produtividade no Brasil, estudos que
descrevam o efeito anti-inflamatério e sua relacdo com os pardmetros
hemato-imunoldgicos sdo importantes na formacdo de estratégias
preventivas contra enfermidades. Este estudo teve como objetivo
verificar a influéncia da adi¢do de 6leo essencial de L. alba na ragdo de
tilapia do Nilo sobre a resposta inflamatéria aguda induzida por
carragenina e parametros hemato-imunolégicos.

2.Material e Métodos

2.1.Desenho Experimental

Foram utilizados 96 juvenis de tilapia do Nilo com 27,05 + 4,65
g de peso inicial médio e 10,94 + 0,80 cm de comprimento total médio,
provenientes da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina, unidade Camboril. O experimento foi realizado no
Laboratério de Aquicultura do Instituto Federal Catarinense, Araquari.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde o0s
animais foram divididos em quatro tratamentos com trés repeticOes,
compostos de 24 animais cada (oito por unidade experimental): peixes
suplementados com 6leo essencial de L. alba (4 mL.kg" de ragéo) e
injetados com carragenina (L. alba/carragenina); peixes suplementados
com alcool de cereais e injetados com carragenina (alcool/carragenina);
peixes ndo suplementados com d&leo essencial e injetados com
carragenina (ragdo/carragenina); peixes ndo suplementados e ndo
injetados (racao).

Durante a aclimatacdo e o periodo experimental os parametros
de qualidade de agua foram: oxigénio dissolvido 5,67+1,04 mg.L™;
temperatura 22,30+1,97°C e pH 8,06+0,13 medidos com multiparametro
Hanna® H19829 (Hanna Instruments Brasil, Barueri, SP).
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Os procedimentos de manejo dos animais e coleta de amostras
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFSC
(protocolo: 2014.0219).

2.2.Aclimatacéo

Como forma de mitigacdo aos efeitos causados pelo estresse de
transporte e confinamento, os animais utilizados nesse estudo foram
aclimatados pelo periodo de 10 dias antes de iniciar o experimento,
conforme preconizado[32]. Para isso, foram distribuidos conforme
delineamento experimental, em 12 caixas d’agua com capacidade para
1000 L e volume til de aproximadamente 800 L, equipadas com
sistema de recirculagdo, com filtros mecénicos e bioldgicos.

Durante o periodo de aclimatagdo, todos os animais foram
alimentados apenas com ragdo Guabi-Pird® com 32% de proteina bruta.

2.3.Alimentacéo

Para os peixes suplementados com L. alba, o 6leo essencial foi
incorporado semanalmente na racdo, seguindo a metodologia de Dairiki
et al.[33], para cada quilo de racdo Pira® eram misturados 4 ml de 6leo
em 100 ml de &lcool de cereais, que eram entdo aspergidos sobre 0s
pelletes, que por sua vez permaneciam secando por 24 h antes de serem
armazenados em freezer para posterior utilizagéo.

Os peixes suplementados apenas com o diluente foram
alimentados com ragdo Pira® aspergida apenas com o &lcool de cereais.

Os peixes ndo suplementados foram alimentados com a mesma
racdo Pira®, porém, sem a adicdo de nenhum outro composto. Os
animais foram alimentados com dietas experimentais 2 vezes ao dia na
proporcdo de 3% do peso pelo periodo de 45 dias. Foram realizadas
biometrias semanais para ajuste da dieta.

Ao final do experimento os animais apresentavam peso médio
de 46,52 + 9,36 g e 13,59 + 0,88 cm de comprimento total médio

2.4.Composicao do 6leo essencial de Lippia alba
A extracdo do 6leo foi feita pelo método de hidrodestilacéo,

com o uso do Aparelho Tipo Clevenger, pelo Laboratério de Plantas
Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus,
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Brasil. Apds este procedimento, os 6leos foram armazenados em
recipiente &mbar e conservados em freezer a -18°C.

Devido a sua variabilidade quimica e morfoldgica a espécie L.
alba pode ser dividida em diversos quimiotipos, de acordo com a
predominancia de alguns constituintes presentes no 6leo essencial[29].
Conforme descrito na tabela 1, observa-se que o quimiotipo carvona-
limoneno foi o utilizado no presente ensaio.

Tabela 1: Constituintes quimicos do 6leo essencial de Lippia alba

N.E.Br.

% IR Composto

0.7 977 beta-pineno

35 989 Mirceno
175 1029 Limoneno

0.3 1037 (2)-ocimeno
1.1 1048 (E)-ocimeno
1.6 1096 Linalol

0.2 1200 trans-di-hidro-carvona
0.4 1216 trans-carveol
61.7 1245 Carvona

0.6 1252 Piperitona

0.7 1337 piperitenona
0.5 1372 alfa-copaeno
0.4 1380 beta-bourboneno
0.3 1387 beta-elemeno
1.8 1414 (E)-beta-cariofileno
0.2 1456 alfa-humuleno
2.7 1475 germacreno D
0.2 1497 alfa-muuroleno
0.5 1508 germacreno A
0.4 1517 gama-cadineno
0.4 1557 Nerolidol

0.3 1576 oxido de cariofileno
0.8 1641 beta-cedren-9-ona

Total identificado 96,6%

IR: indice de retencéo



39

2.5.Inflamacgéo

Apds o periodo de alimentacdo os animais foram anestesiados
por imersio em eugenol (50 mg/L™) para inducdo do processo
inflamatorio realizado com injecdo de 500 g de carragenina (Marine
Colloids®) dissolvida em 0,5 ml de solugéo salina estéril, com agulha e
seringa estéreis, na bexiga natatéria. Seis horas ap6s as injegdes, 0s
animais foram anestesiados com eugenol para amostragem de sangue,
eutanasiados e 0 exsudato inflamatério obtido por lavagem da bexiga
natatéria com solucdo tampdo PBS acrescida de 0,0lml de
anticoagulante (EDTA 10%) e avaliado[2] com as seguintes
modificacdes: diluicdo de 1:5 em fluido de Dacie [34].

2.6.Andlises hematologicas

Para as andlises hematoldgicas e ensaio inflamatério, foram
coletados cinco animais de cada unidade experimental, totalizando 60
individuos. O sangue foi obtido por puncdo do vaso caudal, com auxilio
de seringa de 3,0 mL umedecida com EDTA a 10%, para confeccéo de
extensBes sanguineas coradas pelo método de Rosenfeld modificado
(MayGriinwald/Giemsa/Wright) para as contagens totais de trombdcitos
e leucdcitos (WBC) e contagem diferencial de leucdcitos[35]. Uma
aliquota do sangue coletado foi usada para determinagéo do hematdcrito
e 0 outra aliquota transferida, em diluicdo de 1:200, para tubos
“eppendorf” contendo fluido de Dacie para a quantificagdo do nimero
total de eritrocitos (RBC) com auxilio de Camara de Neubauer e
determinacdo da concentra¢do de hemoglobina[35].

Para a dosagem do cortisol foram amostrados mais trés animais
de cada unidade, totalizando 36 individuos. O sangue foi obtido por
puncdo do vaso caudal, com auxilio de seringa de 3,0 mL sem
anticoagulante, apds coagulagdo a amostra foi centrifugada a 150 g por
10 min em centrifuga refrigerada (4°C) e o nivel de cortisol foi medido
com Cortisol ELISA kit (Enzo Life Sciences).

2.7.Analises estatisticas

Foram realizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett
para verificar a normalidade e a homocedasticidade dos dados, sendo
estes, submetidos posteriormente a analise de variancia (ANOVA)
unifatorial, e para comparacdo de médias, o teste Tukey utilizando o
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software STATISTICA (Statsoft). Realizou-se a transformacdo dos
dados guando pertinente, raiz de y para variaveis discretas e arco seno
raiz y para variaveis em porcentagem. As diferengas foram consideradas
significativas quando P<0,05.

3.Resultados
3.1.Cortisol

As analises apresentaram elevados valores de cortisol, no
entanto ndo foram encontradas diferencas significativas entre o0s

tratamentos (Fig. 1).
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Figura 1. Valores médios + desvio padrdo do cortisol sérico de tilapia do
Nilo suplementada com dleo essencial de Lippia alba, &lcool de cereais e
ndo suplementadas, ap6s inducdo de aerocistite por inje¢do de carragenina,
e grupo ndo suplementado néo injetado (ra¢éo).

3.2.Hematologia

N&o houve alteracOes significativas entre os tratamentos nos
parametros hematoldgicos que compunham o eritrograma (Tabela 2).
Nas andlises referentes ao leucograma (WBC e contagem diferencial de
leucécitos), os peixes suplementados com L. alba apresentaram maior
namero de neutrdfilos circulantes do que os demais. Os nimeros de
WBC, trombdcitos, linfocitos e mondcitos ndo apresentaram diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).
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3.3.Infiltrado Inflamatdrio

A contagem total de leucdcitos dos peixes ndo suplementados
injetados com carragenina nao apresentou diferenca comparada com a
dos suplementados com alcool de cereais e injetados, no entanto, ambos
diferiram dos animais controle que apresentaram o menor valor de
células no infiltrado. Os peixes suplementados com L. alba injetados
com carragenina ndo diferiram dos demais tratamentos (Fig. 2).

A contagem diferencial de leucocitos apresentou os seguintes
resultados: o nimero de linfocitos ndo diferiu entre os peixes de todos
0s tratamentos; os animais ndo suplementados apresentaram menor
guantidade de neutréfilos diferindo dos demais grupos, sendo que 0s
suplementados com L. alba injetados com carragenina, néo
suplementados injetados com carragenina e suplementados com &lcool
de cereais injetados com carragenina ndo diferiram entre si (Fig. 2).

Quanto ao nimero de macréfagos, os peixes ndo suplementados
injetados com carragenina apresentaram maiores valores comparados
com o0s ndo suplementados néo injetados. Os peixes suplementados com
alcool de cereais injetados com carragenina nao apresentaram diferenca
qguando comparados com os suplementados com L. alba injetados com
carragenina (Fig. 2).

O nOmero de eosindfilos foi menor nos animais ndo
suplementados ndo injetados com carragenina e nos suplementados com
L. alba injetados com carragenina e ndo diferiram dos animais
suplementados com alcool de cereais injetados com carragenina (Fig. 2).
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Figura 2. Valores médios e desvio padréo da contagem total e diferencial de
leucdcitos do infiltrado inflamatério de tilapia do Nilo suplementada com
Lippia alba, alcool de cereais e ndo suplementadas, apds inducdo de
aerocistite por injecdo de carragenina, e grupo ndo suplementado néo
injetado (racdo). Letras distintas indicam diferenca significativa entre os
tratamentos (P<0,05).

4.Discussao

4.1.Cortisol

O cortisol ¢ um dos principais horménios produzidos em
situagbes de estresse [36, 37], sendo usado como bio-indicador em
trabalhos que visam avaliar o0 bem-estar e as respostas fisiologicas frente
a fatores estressantes.

Os valores de cortisol encontrados no presente ensaio foram
superiores aos relatados em tilapia do Nilo, submetidas a estresse Unico
ou consecutivo e injetadas com diferentes flogdgenos[13]. Superiores
também ao observado em tilapia do Nilo suplementadas por 30 dias com
vitamina C e E (500 mg.kg" de rac&o), nas quais um quadro de
inflamacdo aguda foi induzido pela injecdo de carragenina e
lipopolissacarideo (LPS)[5].

Estima-se que os elevados valores aqui encontrados ndo sejam
resultantes do processo inflamatério, ja que os grupos injetados nao
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diferiram estatisticamente do grupo ndo injetado. Assim, infere-se que
tais valores sejam consequéncias do estresse agudo causado pelo manejo
pré-coleta, como, a captura dos animais e sua exposi¢do ao ar para
retirada da unidade experimental, visto que tal fator ja foi relatado
anteriormente como agente estressor em tilapia do Nilo[38, 39].

Assim sendo, afirma-se que os valores de cortisol encontrados
ndo exerceram influéncia na resposta inflamatéria dos animais aqui
testados.

4.2 .Hematologia

A suplementacdo com L. alba, ndo exerceu influéncia negativa
sobre os parametros eritrocitarios e trombocitarios, uma vez que se
mantiveram estatisticamente iguais entre todos os tratamentos.
Resultados semelhantes foram observados em ensaio realizado com
juvenis de tildpia do Nilo, suplementados ou ndo com o probidtico
Lactobacillus plantarum (1 x 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC).mL™, na proporgdo de 100 mL.kg™ de racdo seca), nos quais
apoés 15 dias de alimentacdo foram injetados 500 pg carragenina na
bexiga natatoria, para a inducdo do quadro de inflamagdo aguda[6],
demonstrando que assim como a utilizagdo do L. plantarum na dieta, o
6leo essencial de L. alba ndo causa prejuizos ao processo de
hematopoese da tilapia.

O processo inflamatério induzido no presente trabalho ndo
causou alteragdes nos parametros hematol6gicos, visto que os animais
injetados com carragenina ndo diferiram dos animais ndo injetados.
Diferentemente, apés infeccdo experimental com injecdo de
Enterococcus sp. (1 x 10° e 1 x 10° UFC.mL™) na bexiga natatéria de
tilapia do Nilo observou-se aumento no percentual de hematécrito e na
contagem total de trombdcitos nos animais injetados com a bactéria[40].
Diferindo do processo infeccioso, o0 quadro de inflamagéo pode ndo ser
fator determinante para alteracdo desses parametros.

Apesar de ndo observado no presente estudo, a suplementacao
com fitoterapicos pode influenciar nos parametros hematoldgicos de
algumas espécies, como exemplo, em Cyprinus carpio a suplementacéo
por 60 dias com diferentes concentragdes (0; 0,1%; 0,5%; 1%) de
extrato cru de Aloe vera na dieta, determinou alteracGes nos valores de
hematocrito, VCM, RBC e hemoglobina[41]. Os animais suplementados
com 0,5 e 1% de A. vera apresentaram niveis maiores de hematdcrito e
VCM do que os animais suplementados com 0,1% e controle[41]. A
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concentracdo de hemoglobina e o numero de RBC nos peixes
suplementados com 1% de A. vera foram maiores do que os observados
nos animais ndo suplementados[41], sugerindo influéncia sobre a
hematopoiese de C. carpio[41].

Adicionalmente, a suplementagdo de Rutilus frisii kutum em
diferentes concentracdes (1, 2 e 3%), de extratos de Mentha piperita por
8 semanas resultando em aumento do nimero de RBC e hemoglobina
dos animais que receberam as concentracdes de 2% e 3%, e no
hematocrito dos animais suplementados com 3%[42].

Diferentemente, ndo se observou alteragBes nos pardmetros
eritrocitarios dos animais suplementados com L. alba. Assim como
relatado no presente estudo, tilapia do Nilo suplementada com vitamina
C (500 mg.kg™) ou inulina (5 g.kg™) avaliada apés 1 e 2 meses de
suplementacdo[43], ndo apresentaram alteragdes nos valores
eritrocitarios.

Corroborando o presente estudo, Saccol e colaboradores
estudando a adicdo de diferentes concentragdes do dleo essencial de L.
alba (0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mL.kg™ de rac&o) na dieta de juvenis de R.
quelem pelo periodo de 60 dias, ndo observaram influéncia sobre os
parametros hematologicos desses animais[44]. Infere-se que na
concentracdo testada e o periodo de administragdo utilizado nesse
estudo, o 6leo essencial de L alba ndo apresentou melhorias quanto aos
parametros eritrocitarios e trombocitarios, entretanto ndo foi deletério
para 0s peixes.

Os tratamentos ndo apresentaram diferenga significativa entre si
nas contagens de WBC e de trombdcitos circulantes na forma em que
foi avaliado. Contrariamente ao verificado neste estudo, em trabalho
semelhante, foi analisada a resposta inflamatéria de tilapia do Nilo
suplementada com vitamina C e E ap6s 30 dias de alimentacdo e
inducdo de inflamagdo com carragenina e LPS, ndo observando
alteracdes no nimero de RBC e no percentual de hematdcrito, mas
reducdo no nimero de trombdcitos circulantes[5]. A menor ocorréncia
de células de defesa e trombdcitos na circulacdo pode estar relacionada a
sua migragdo para o sitio de inflamagéo[5], entretanto, tal fendmeno ndo
foi observado no presente ensaio, visto que apesar da migracao eficiente
de células para o sitio lesado, os valores de células circulantes ndo
diferiram entre animais injetados e ndo injetados.

A migracdo dessas células para o sitio de inflamacdo ocorre sob
a influéncia de moléculas quiomiotaxicas, sendo esse processo
denominado de “diapedese”[45]. No presente estudo, a suplementagéo
com L. alba e a inducdo de inflamac¢éo, ndo foram fatores determinantes
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para causar alteragcGes nos nimeros de WBC, trombdcitos, mondcitos e
linfocitos circulantes. Acredita-se que a inducdo de inflamacéo tenha
sido homogénea em todos os grupos injetados, verificada pela
infiltracdo leucocitaria, ainda, o curto prazo de avaliagcdo (6 h apods
inducdo de inflamagdo) pode ndo ter sido suficiente para se observar
alteracBes sistémicas nesses pardmetros, uma vez que 0S Qrupos
injetados ndo diferiram do grupo ndo suplementado ndo injetado.

Assim como relatado no presente estudo o aumento no nimero
de neutrdfilos também foi relatado anteriormente[6], em ensaio
realizado com tilapia do Nilo, suplementada ou ndo com probidtico L.
plantarum, nas quais ap6s 15 dias de alimentagdo foi realizada a
inducdo do quadro de inflamagdo aguda, observando que nos animais
suplementados e injetados com carragenina, também apds 6 horas,
apresentaram maior nimero dessas células.

A resposta imunolégica inespecifica a fatores patogénicos, tem
como principal mecanismo a fagocitose[46]. Os neutréfilos participam
ativamente do sistema de defesa inato dos peixes, sendo os principais
agente fagocitarios, responsaveis pela defesa do organismo frente a
infeccBes bacterianas[35]. Apesar de ndo influenciar na contagem de
WBC, acredita-se que a suplementacdo com L. alba, venha ser benéfica,
uma vez que os animais submetidos ao quadro de inflamacéo,
apresentaram quadro de neutrofilia. Desse modo, infere-se que 0s peixes
apresentariam maior capacidade de defesa celular quando expostos a um
estimulo lesivo. Diversos produtos naturais podem conferir a ativagédo
de defesas especificas e ndo-especificas em peixes teledsteos[47].

4.3.Infiltrado Inflamatorio

A observacdo do maior acimulo de células envolvidas na
resposta inflamatéria nos animais injetados comparado com os ndo
suplementados ndo injetados, demonstra que a inoculacdo de
carragenina teve sucesso para determinacdo da aerocistite. A eficiéncia
do flogégeno utilizado ja foi relatado anteriormente[2, 6, 14, 15].

No presente estudo, observou-se que a adi¢do de L. alba na
racdo ndo exerceu influéncia sobre o nimero de células no infiltrado
inflamat6rio. Tal resultado diferiu do relatado por Saccol e
colaboradores, que avaliando o processo inflamatério com injecdo de
Streptococcus agalactiae inativada na bexiga natatéria de tilapias
suplementadas com dietas contendo dleo de soja e/ou dleo de linhaca
e/ou parede celular de Sacharomyces cerevisiae ap6s 12, 24 e 48 h da
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aplicacdo, observaram a ocorréncia de maior acimulo de células
fagociticas no foco inflamatério de animais suplementados com éleo de
soja e/ou Gleo de linhaca e/ou parede celular de S. cerevisiae quando
comparados aos nao suplementados[48].

Adicionalmente, Piaractus mesopotamicus suplementados com
carboxilato de cromo (0, 12, 18 e 36 mg.kg™ de rac&o) por 90 dias
apresentaram aumento na resposta inflamatéria com maior acimulo de
linfocitos e trombdcitos nos animais injetados na bexiga natatoria com
A. hydrophila (3 x 10° UFC inativada) suplementados com 18 e 36 mg
de cromo.kg™ de racao[16]. Assim sendo, diferentemente dos compostos
anteriormente citados, a adigdo de 6leo essencial de L. alba na racéo,
nao exerce influéncia sobre a infiltracdo celular para sitio lesado em O.
niloticus, visto que o volume celular dos animais suplementados foi
estatisticamente igual ao dos ndo suplementados.

No presente estudo, apés 6 h do estimulo inflamatdrio,
observou-se maior acumulo de neutréfilos, nos grupos injetados,
independente da alimentacdo. Tais achados corroboram a cinética
inflamatéria do processo agudo[45], 0s quais reportam que nos
primeiros momentos da inflamacdo aguda, ocorre a migracdo dos
neutrofilos para o foco inflamatério, uma vez que estas células possuem
maior mobilidade, sendo acompanhadas posteriormente pela migragéo
de mondcitos circulantes e macrofagos residentes.

Os achados referentes as caracteristicas celulares do infiltrado
inflamatorio, contrastam com os relatados em tilapia do Nilo,
suplementadas ou ndo com probidtico L. plantarum, com aerocistite
induzida pela injecdo de carragenina, 15 dias depois da suplementagéo,
onde verificaram que apés 6 h da aplicacdo do estimulo lesivo, o
contetdo inflamatério era composto principalmente por macréfagos e
granuldcitos[6].

Neste estudo ndo se observou acgdo anti-inflamatéria para o
tempo testado, acreditando-se que assim como relatado em estudo
prévio[18], exista a necessidade de se testar em tempos distintos o efeito
de drogas anti-inflamatdrias. Claudiano et al. (2013), testaram o efeito
de trés diferentes drogas anti-inflamatérias  (dexametasona,
indometacina e meloxicam) em P. mesopotamicus pré-tratados com as
drogas 30 min antes de serem submetidos ao quadro de inflamacao
aguda por injecdo de A. hydrophila inativada (3 x 10° UFC) na bexiga
natatoria. Os autores avaliaram a permeabilidade vascular e o conteido
celular do infiltrado inflamatério 6, 24 e 48 h apds injecdo, encontrando
efeitos anti-inflamatérios, como a reducdo no nimero de células do
infiltrado, somente 24 h ap6s estimulo[18].
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A aclo de drogas anti-inflamatérias estd condicionada a
diversos fatores, como posologia, sitio de acdo e local de intervencéo na
cascata inflamatdria, sendo necessario que iniumeras variaveis além da
droga administrada sejam testadas.

Além disso, a eliminacdo dos agentes causadores ou dos
produtos oriundos da lesdo tecidual é essencial para resolucdo do
processo inflamatério[1], justificando a utilizacdo de substancias que
estimulem um incremento nas células responsaveis por esse processo.

Conclusao

Para a dose testada, tempo e forma de administracéo na tilapia o
6leo essencial de L. alba ndo desempenhou atividade anti-inflamatoria.

A suplementacéo, exerceu influéncia sobre o nimero total de
neutrofilos apds o quadro de aerocistite destacando sua caracteristica
imunomoduladora.

Ressalta-se que a suplementagdo com dleo essencial de L. alba
ndo atuou de forma negativa sobre os parametros eritrocitarios.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os relatos da atividade anti-inflamatéria e
demais caracteristicas farmacol6gicas da planta Lippia alba, sugere-se
gue novos estudos sejam realizados, testando-se novas formas de
administragdo, tempos de suplementacdo e espécies. Além disso, a
execucdo de novas analises que venham a elucidar o processo
inflamatorio agudo em peixes.

A suplementacdo com o O6leo essencial pode auxiliar na
prevencdo de alteragcdes na homeostase dos animais quando expostos a
agentes  estimuladores tanto  flogdbgenos como  patdgenos.
Consequentemente, estudos sobre a suplementacdo com este Oleo
essencial em peixes parasitados ou infectados experimentalmente
merecem ateng&o.
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