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RESUMO

Atualmente ha grande procura por produtos de origem vegetal na ragdo na aquicultura como
alternativa de tratamento contra enfermidades, aumentando o interesse por fitoterapicos. Neste
trabalho, avaliou-se a atividade antiparasitaria in vitro dos o6leos essenciais de Lippia alba,
Lippia origanoides ¢ Lippia sidoides contra monogenoides de carpa koi e seu desempenho
zootécnico em tanques-rede. Os 6leos foram obtidos das folhas por meio de hidrodestilacdo e
os principais compostos quimicos de L. sidoides foram timol (72,2%), p-cimeno (8,15%) e (E)-
cariofileno (4,9%). Em L. origanoides o p-cimeno (37%), carvacrol (14 %), y-terpineno
(11,6%) e o linalol (6%). Ja em L. alba foi a carvona (58,2%), limoneno (19,2%) e germacreno
D (3,8%). Os ensaios in vitro foram realizados isoladamente e combinados a partir de misturas
binarias (1:1) e tercidrias (1:1:1) das trés espécies de Lippia, nas concentracdes 10, 20, 40, 60,
80 e 100 mg.L! e dois grupos controle, um com 4lcool de cereais e outro com dgua do tanque.
Para o desempenho zootécnico foi utilizado o dleo de L. sidoides nas concentragdes 0,0; 0,25;
0,50; 0,75 e 1% do 6leo na ragao, em triplicata, com 20 animais por tanque-rede, alimentados
por 60 dias. Os melhores resultados obtidos no ensaio in vitro contra os monogenoides foram
para L. sidoides (40 mg.L! em 8 min), seguido de L. origanoides (40 mg.L™! em 25 min) e L.
alba (40 mg.L"' em 4 h). No teste in vitro, os maiores valores de ganho de peso, taxa de
eficiéncia proteica e taxa de crescimento especifico foram registrados nos animais nao
suplementados e alimentados com 0,25% do 6leo de L. sidoides na ragdo. Nao houve diferenga
no crescimento, consumo de racao médio individual e conversao alimentar aparente. Nao houve
diferenca na taxa de prevaléncia, intensidade média, abundancia média, dominancia média
relativa entre os tratamentos. Nas analises histologicas, o tecido renal apresentou dilatacao dos
capilares na concentragao de 1,0% do o6leo de L. sidoides em 60 dias de alimentacdo e o coragdo
apresentou infiltrado eosinofilico no mesmo periodo. Os parametros hematologicos nao foram
alterados com as adi¢des do 6leo. Conclui-se que, o 6leo de L. sidoides foi eficaz no teste in
vitro contra os monogenoides nas concentragdes de 40, 60, 80 e 100 mg.L™. J4 no teste in vivo,
as concentragdes 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0%, ndo foram eficazes contra os parasitos, além disso a
concentragcdo de 1,0% causou alteracdes histologicas nos peixes em 60 dias. Recomenda-se a
utilizacdo de até 0,75% de L. sidoides sem causar risco ou dano celular aos peixes.

Palavras-chave: Aquicultura. Fitoterdpico. Parasito. Hematologia. Histologia.



ABSTRACT

There is currently a great demand for products of plant origin in aquaculture feed as an
alternative treatment for diseases, increasing the interest in herbal medicines. In this work, the
in vitro antiparasitic activity of the essential oils of Lippia alba, Lippia origanoides and Lippia
sidoides against koi carp monogenoids and their zootechnical performance in net cages were
evaluated. The oils were obtained from the leaves by hydrodistillation and the main chemical
compounds of L. sidoides were thymol (72.2%), p-cymene (8.15%) and (E) -cariophilene
(4.9%). In L. origanoides p-cymene (37%), carvacrol (14%), y-terpinene (11.6%) and linalol
(6%). In L. alba it was carvone (58.2%), limonene (19.2%) and germacrene D (3.8%). In vitro
assays were performed alone and combined from binary (1:1) and tertiary (1:1:1) mixtures of
the three Lippia species at concentrations 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L ! and two control
groups, one with cereal alcohol and the other with tank water. For the zootechnical performance
was used the oil of L. sidosides in the concentrations 0.0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1% of the oil in
the diet, in triplicate, with 20 animals per net tank, fed for 60 days. The best results obtained
from the in vitro monogenoid assay were for L. sidosides (40 mg L' in 8 min), followed by L.
origanoides (40 mg L™ in 25 min) and L. alba (40 mg L ' in 4 h). In the in vitro test, the highest
values of weight gain, protein efficiency rate and specific growth rate were recorded in non-
supplemented animals and fed 0.25% of L. sidosides oil in the diet. There was no difference in
growth, average individual feed intake and apparent feed conversion. There was no difference
in prevalence rate, mean intensity, mean abundance, relative mean dominance between
treatments. In the histological analysis, the renal tissue showed dilatation of the capillaries at a
concentration of 1.0% of L. sidosides oil in 60 days of feeding and the heart presented
eosinophilic infiltrate in the same period. The hematological parameters were not changed with
the oil additions. It was concluded that L. sidoides oil was effective in the in vitro test against
monogenoids at concentrations of 40, 60, 80 and 100 mg L. In the in vivo test, the
concentrations 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0% were not effective against the parasites, and the
concentration of 1.0% caused histological changes in fish in 60 days. The use of up to 0.75%
L. sidosides is recommended without risk or cellular damage to fish.

Keywords: Aquaculture. Phytotherapic. Parasite. Hematology. Histology.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CARPA KOI Cyprinus carpio

A carpa comum, Cyprinus carpio, ¢ uma espécie da Eurdsia. Acredita-se que tenha
sido a primeira espécie de peixe domesticada destinado ao consumo, o que ocorreu cinco
séculos antes da era cristd (SVASAND et al., 2007). Fenotipicamente, essa espécie apresenta o
corpo alongado, fusiforme e coloragcdo dourada (marrom-amarelada) (BALON, 1995). Devido
ao potencial zootécnico e resisténcia a variacdo da temperatura, a sua criacao era, e ainda ¢
amplamente difundida (VROMANT et al., 2004).

Historicamente, as carpas foram criadas de forma extensiva em consorcio com oS
arrozais. No inicio do século XIX, produtores de arroz da cidade de Niigata notaram as
primeiras mutagoes nessa espécie, aparecendo as cores vermelho, branco e amarelo claro. Em
meados do referido século foram iniciados os cruzamentos entre esses individuos mutantes,
originando a carpa Nishikigoi, ou koi, variedade caracterizada pela diversidade de cores e
padrdes (TANIGUCHI et al., 1986).

A carpa koi € cultivada em muitos paises, devido ao seu valor econdmico e tolerancia
a grandes variagdes nos parametros de qualidade da 4dgua, sobrevivendo, por exemplo, a uma
ampla faixa de temperatura, entre 12 e 30 °C (GOOLISH; ADELMAN, 1984). A espécie ¢
considerada altamente prolifica, apresentando facilidade na reproducao, €xito na larvicultura e
tem habito alimentar onivoro. Segundo Tempero et al. (2006), a carpa koi atinge maturidade
sexual em 13 meses para fémeas e 2 anos ¢ 7 meses para os machos, produzindo cerca de 1
milhdo de ovos anualmente, com uma taxa de fertilidade de 90%. Em ambientes de cultivo, o
melhor desempenho alimentar ocorre quando sdo alimentadas com racao contendo em torno de
35% de proteina (BASHIR; PATIL; GANALI, 2010).

No Brasil, a carpa colorida ¢ a segunda espécie exotica de peixes ornamental mais
vendida, estando atrds apenas do peixe dourado Carassius auratus. As regides Sudeste e Sul
sdo as que apresentam maior cultivo e, junto com outros criadores comerciais de peixes
ornamentais, movimentam um mercado de mais de R$ 700 milhdes ao ano (HARAKAWA,

2009; MAGALHAES; JACOBI, 2010).
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1.2 PEIXES ORNAMENTAIS E TANQUES-REDE

Os peixes ornamentais no Brasil ocupam a quarta posi¢do de grupo animal de
estimacdo presentes nas residéncias dos brasileiros, totalizando 18 milhdes de animais,
perdendo posicdo no ranking apenas para os caes, gatos ¢ aves (ABINPET, 2018). Os maiores
volumes de peixes ornamentais comercializados no Brasil sdo oriundos de cultivos em
fazendas. O estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor e abastece os mercados do Nordeste,
Centro-Oeste, Sudeste e Sul (MAGALHAES; JACOBI, 2010; CARDOSO, BALIAN, 2018).
A atividade contabiliza uma média de 12 milhdes de unidades por ano, vendidas no Estado, o
que evidencia o grande potencial que a atividade tem para se tornar referéncia mundial em
peixes ornamentais. Além disso, o valor unitario dos animais cresceu mais de 700% nos ultimos
anos e o Brasil dispde de muitos espagos para o cultivo em diferentes estados (RAMOS, 2016).

De acordo com levantamento realizado em 2012, estima-se que existam 4,8 mil
criadores comerciais de peixes ornamentais no Brasil, sendo que 80% deles ficam na zona rural,
onde os tanques de cultivo se espalham em 4reas com extensdo entre 3000 e 10000 m?. Nas
4reas das cidades, os cultivos s3o mais modestos, com no maximo 200 m?> (RAMOS, 2016).
Em geral, as pisciculturas de peixes ornamentais sdo diversificadas e podem ter cultivos em
instalagdes tecnificadas, rudimentares, semi-intesivas, intensivas, comrecirculagao de agua, em
tanques com dimensdo de 1 a 2 m® construidos com lona, caixas d’agua, geladeiras velhas,
concreto e até mesmo em baldes, bacias e garrafas pet. Entretanto, o sistema de cultivo mais
empregado na criagdo de peixe ornamental brasileiro € o viveiro externo, que pode abrigar
pequenos tanques com diferentes espécies (FARIA et al., 2016; VIDAL JR, 2006). Outros
sistemas de cultivo praticados na criagdo de peixes ornamentais sdo as gaiolas e os tanques-
rede. Estes dois métodos de produgdo podem ser inseridos dentro de viveiros de terra ou
pequenas represas. Além disso, € possivel usar somente um viveiro para alojar diversas espécies
ou peixes de tamanhos diferentes, maximizando o uso da area e diversificando a produgao. Esse
sistema também facilita muito a despesca. No entanto, sdo mais praticados para cultivo de
peixes ornamentais nos paises asiaticos (FARIA et al., 2016; RIBEIRO; FERNANDES, 2008).

Tanques-rede sdo estruturas flutuantes utilizadas para criagdo de peixes em altas
densidades de estocagem, caracterizado como sistema de cria¢do intensivo. Podem ser
confeccionados com redes ou telas, em diferentes tamanhos e formatos, sendo o quadrado um

dos mais indicados, pela facilidade de manejo nas estruturas e troca de 4gua no ambiente. Além
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disso, ¢ umas das tecnologias de produg¢do que mais cresce no mundo (MENDES;
CARVALHO, 2016; TANIGUCHI; KATO; TARDIVO, 2014).

Os tanques-rede dispdoem de dimensdes diferenciadas e sao mensurados em volume,
levando em consideragdo o comprimento, largura e profundidade. Existem no mercado
atualmente inumeras variedades de estruturas de tanques-rede, sendo os mais utilizados os
tanques-rede de: 1,0 m altura x 1,0 m comprimento x 1,30 m largura; 2,0 m altura x 2,0 m
comprimento X 1,0 m largura e 3,0 m altura x 3,0 m comprimento m x 2,0 m largura. Estes
tanques sao usados para fins de recria, engorda e como selecdo de peixes para venda. Vale
ressaltar que quanto maior o volume do tanque, maior serd o investimento em estrutura € mao-
de-obra (GOMES et al., 2004; PEREIRA; CARNEIRO; ANDRADE, 2009). Além disso,
tanques-rede de pequeno volume dispdem de maior renovagao de 4gua em relagdo aos tanques
de grande volume. Esta troca de dgua ¢ formada pela movimentacao dos peixes no interior dos
tanques-rede, sustentando assim, maiores densidades de peixes e rentabilidade aos produtores
(BEVERIDGE, 2008; MENDES; CARVALHO, 2016; TANIGUCHI; KATO; TARDIVO,
2014).

A criacdo de peixes nestes sistemas apresenta algumas vantagens financeiras de
investimento iniciais na implantagdo. Dentre as vantagens estao o aproveitamento de ambientes
aquaticos ja existentes como rios, mar, grandes reservatorios, agudes, canais de irrigagdo, que
nao podem ser explorados com o cultivo de peixes soltos; maior rapidez para a sua implantagao
e expansdo; permitam o cultivo de diferentes espécies; maior troca de 4gua; menores custos de
implantacdo, que podem variar de 60 a 70 % mais baratos em relacdo aos cultivos em tanque
escavado; alta produtividade; melhor gerenciamento e controle; reducao do manejo dos peixes;
facilidade na despesca com pouca mao de obra ¢ o fato de serem técnica ¢ economicamente
viaveis em praticamente qualquer escala (AYROZA; FURLANETO; AYROZA, 2005;
KUBTIZA, 1999; MEDEIRO, 2019). Em contrapartida, h4 desvantagens como dependéncia de
alimento completo e dificuldade no tratamento e controle de doengas (FRASCA-SCORVO et
al., 2012).

1.3 DOENCAS PARASITARIAS NA AQUICULTURA: TRICODINIDEOS E
MONOGENOIDES

Os modernos sistemas de cultivo de peixes sdo pautados na obtencao de lucros e, para

isso, 0s animais sdao alocados em sistemas intensivos, com elevada densidade de estocagem e
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frequentemente sdo expostos a agentes estressores, o que pode propiciar o surgimento de
doengas e consequentemente perdas econdmicas. Varios agentes patogénicos estdo inseridos na
producao nacional, com destaque para os protozoarios Trichodina spp. e os platelmintos da
classe Monogenea (JERONIMO etal.,2016; MACIEL et al., 2018; SANTOS et al., 2017).

Em estudo realizado por Santos et al. (2017), avaliando a diversidade de parasitas nos
peixes ornamentais cultivados nas pisciculturas do estado de Santa Catarina, foram observados
os indices parasitologicos de tricodinideos e monogenoides no cultivo de carpa koi.

Os tricodinideos sdo organismos que se movimentam por meio de cilios. Sua fixagdo
ocorre geralmente na superficie do corpo, branquias e nadadeiras, parasitando tanto peixes de
agua doce quando marinha. Por outro lado, algumas espécies de Trichodina sao consideradas
endoparasitos, podendo ser encontradas no intestino e bexiga natatéria dos peixes (PORTZ et
al., 2013).

Os tricodinideos sao facilmente observados por apresentarem formato circular de sino
achatado, além de possuirem um macronucleo em forma de ferradura. Medem em geral de 20
a 180 um de didmetro, e quando sdo encontrados aderidos em seus hospedeiros exibem um
formato de disco adesivo. Sua estrutura esquelética ¢ organizada em circulos e disposta de
denticulos, e alimenta-se de matéria organica presente na agua (KUBTIZA; KUBTIZA, 1999;
PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Os protozoarios tricodinideos se reproduzem por fissdo binaria e sdo considerados
monoxenos, ou seja, seu ciclo de vida ¢ realizado em um unico hospedeiro. Sua forma de
propagacdo nos peixes ¢ horizontal e pode ser por contato com dgua contaminada com o
parasito, contato direto, além de apetrechos contaminados usados nas pisciculturas (MARTINS
et al., 2015; MACHADO, 2015; MACIEL et al., 2018).

Estes organismos podem estar presentes normalmente nos sistemas de cultivo, mas se
houver acimulo de residuos organicos nos tanques de producdo, sua populagdo aumenta. Por
isso, quanto maior a densidade de estocagem dos peixes, maior a possibilidade de infestagdo
(KUBTIZA; KUBTIZA, 1999). Quando os peixes sdo acometidos por estes parasitos, passam
a apresentar uma leve camada cinzenta-azulada na superficie do corpo, excesso de muco,
letargia e se raspam no substrato ou parede do tanque devido a agdo abrasiva do disco adesivo,
que destroi as células epiteliais pelo movimento rotativo dos cilios. Quando a infestacdo ¢
intensa, ela causa irritacdo na pele e lesdes no corpo, que servem de porta de entrada a outros
organismos patogénicos. Além disso, podem ocasionar engrossamento do epitélio branquial,

levando os peixes a asfixia e mortalidade (KUBTIZA; KUBTIZA, 1999). A mortalidade pode
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atingir valores elevados se ndo houver nenhum tratamento, principalmente em peixes mais
jovens (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Os tricodinideos possuem distribuicio mundial em pisciculturas. No Brasil, os
primeiros estudos sobre a ocorréncia de Trichodina sp. em piscicultura iniciaram na década de
1990. O primeiro estado brasileiro a relatar a ocorréncia de mortalidade foi Sdo Paulo
(CECCARELLI et al., 1990). As primeiras mortalidades de peixes associadas aos tricodinideos
foram registradas no tambaqui, Colossoma macropomum, com uma taxa de mortalidade de
83%, seguida do pacu, Piaractus mesopotamicus, dos hibridos (9 P. mesopotamicus x & C.
macropomum) € da carpa capim, Ctenopharyngodon idella, com 17 % (CECCARELLI et
al.,1990). Em Santa Catarina, foram identificadas algumas espécies de Trichodina em peixes
ornamentais, dentre as quais Trichodina reticulata, identificada no kinguio (Carassius auratus)
(MARTINS ef al., 2012). Piazza et al. (2006) identificaram Trichodina acuta na molinésia
negra (Poecilia sphenops) € no betta (Beta splendens). Trichodina heterodentata foi
identificada em espécies de plati (Xiphophorus maculatus, Xiphophorus maculatus), espada
(Xiphophorus helleri), espada sangue (Xiphophorus helleri), tetra rosa (Gymnocorymbus
ternetzi) e carpa koi (Cyprinus carpio) (SANTOS et al., 2017).

Por outro lado, Monogenea ¢ uma ampla classe de parasitos, dentro da qual foram
descritas mais de 4.000 espécies, comumente encontrados em peixes de agua doce e salgada e
variadas temperaturas de agua.

Algumas espécies podem movimentar-se pelo corpo do hospedeiro, utilizando o
haptor, 6rgao de fixacdo especializado, que possui ganchos ou grampos de fixacao, que lhes
permitem fixar-se ao hospedeiro, e assim, parasitam distintos orgdo, como pele, branquias,
fossas nasais, sistema urogenital e celoma, alimentando-se de muco e células (KUBTIZA;
KUBTIZA, 1999; REED et al., 2009).

Morfologicamente, os monogenoides apresentam corpo alongado, ovoidal ou circular,
medindo entre 1 mm ¢ 3 cm de comprimento. Em ambientes confinados, a incidéncia de
monogenoides ¢ maior, pois a transmissao entre individuos € principalmente por contato direto
e este parasito tem um ciclo de vida monoxeno. Vale ressaltar que os adultos sao hermafroditas.
Entretanto a autofecundagao ¢ rara (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008; REED et al,
2009).

Peixes infestados podem se tornar letargicos, nadam préximos a superficie,
apresentam apetite reduzido, raspando o corpo contra a parede do tanque na tentativa de

remover os parasitos. Com isso, acabam perdendo escamas, gerando lesdes epiteliais que
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podem, em tltima instancia, ocasionar infec¢des secundarias por fungos e bactérias. Quando as
branquias sdo atingidas pelo parasito, elas apresentam edemas e coloragdo palida, restringindo
a captacao de oxigénio dissolvido, o que pode resultar no comportamento de “boquejar” (REED
et al., 2009).

As familias de monogenea Gyrodactylidae e Dactylogyridae s3o as mais comuns em
peixes, sendo encontradas tanto em peixes cultivados (SANTOS et al, 2017) quanto de
ambiente natural (TAVARES-DIAS; LEMOS; MARTINS, 2010).

A familia Gyrodactylidae ¢ vivipara e os parasitos adultos carregam embrides
desenvolvidos (idénticos ao adulto), que por sua vez carregam os filhotes da geragao seguinte,
estratégia reprodutiva que permite a rapida multiplicacdo, especialmente em sistemas fechados.

Ja os Dactylogyridae sdo oviparos e eliminam os ovos na coluna d’agua (REED et al., 2009).

1.4 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS NA AQUICULTURA

Durante muitos anos, a utilizacao de agentes antimicrobianos na aquicultura se tornou
uma pratica comum, pois estes compostos possuem ampla funcao atuando tanto no controle de
doencas, devido a sua agdo bactericida e bacteriostatica, como promotor de crescimento.
Entretanto, essa pratica tem causado outros problemas, como o aparecimento de patdgenos
resistentes aos antimicrobianos, depressao do sistema imune dos peixes e residuos no ambiente
(DAWOOD; KOSHIO, 2016).

Os antimicrobianos atuam de diferentes formas, conforme a complexidade da
molécula. Em bactérias Gram positivas, atuam inibindo a sintese de constituintes da parede
celular, peptidoglicanos e beta-lactamicos. J4 em bactérias Gram negativas, ocorre a inibi¢do
de mecanismos cruciais para desenvolvimento celular, como a sintese de proteina bacteriana e
DNA (NIKAIDO, 2009; ROMERO; FEIJOO; NAVARRETE, 2012).

Como promotor de crescimento, o antibidtico atua diretamente na microbiota
intestinal, reduzindo a quantidade de microrganismos patogénicos responsaveis pela produgao
de substancias toxicas e inflamagdes intestinais (DIBNER; RICHARDS, 2005).

Vale ressaltar que os antibioticos atuam de forma geral nas bactérias, sendo assim
danoso para diversas espécies. Diante dessa inespecificidade, a utilizacdo de antimicrobianos
na aquicultura é regulamentada por 6rgaos especificos. No Brasil, quatro produtos comerciais
antibacterianos sdo licenciados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

(MAPA) para uso na piscicultura. Esses medicamentos sdo a base de oxitetraciclina (1 produto),
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florfenicol (2 produtos) e bacitracina de zinco (1 produto). Todos eles sdo registrados para
utilizacdo na forma de premix, no caso, para serem misturados na rac¢ao e fornecidos ao animal
por via oral. Atualmente na piscicultura brasileira, essas drogas possuem um papel importante
no controle de enfermidades infecciosas que ocorrem nas espécies cultivadas, causadas por
patégenos como Streptococcus agalactiae, Francisella noatunensis subsp. orientalis),
Flavobacterium columnare, Aeromonas hydrophila, entre outros (LEAL; OLIVEIRA;
FIGUEIREDO, 2017).

Além dos antibioticos utilizados na aquicultura, existem outros fairmacos disponiveis
no mercado e que estdo sendo utilizados na prevengdo, controle e tratamento de doengas
bacterianas, fiingicas e parasitarias. Estes produtos sdo encontrados nas mais diferentes classes
quimicas, dentre eles incluem-se: o sulfoxido de albendazol (ONAKA; MARTINS; MORAES,
2003), cloreto de sodio e formalina (SILVA et al., 2009), sal comum (KUBITZA, 2007),
cloramina-T (GAIKOWSKI; LARSON; GINGERICH, 2008), sulfato de cobre, (DARWISH;
MITCHELL; STRAUS, 2012), hidroxido de cobre (ZHOU et al., 2017b), sulfato de cobre
(YUAN et al., 2019), permanganato de potassio (FARMER et al., 2014), formalina comercial,
permanganato de potassio, verde de malaquita (CARNEIRO; SCHORER; MIKOS, 2005),
percarbonato de sodio (FORWOOD et al., 2014), mebendazol (CHAGAS et al, 2016),
triclorfon, praziquantel e phoxim (ZHANG et al., 2014), acido tricloroisocianurico e
glutaraldeido (ZHOU et al., 2017a), praziquantel em combinagdo com ivermectina, pamoato
de pirantel e fenbendazol (MORALES-SERNA et al., 2018).

Apesar da disponibilidade e beneficios desses produtos, alguns estudos tém provado
que alguns farmacos podem ser nocivos a determinadas espécies se aplicados em diferentes
concentragdes. Entre os quimicos que causam toxicidade aos peixes estdo o praziquantel em
forma de banho em doses altas para o pacu, Piaractus mesopotamicus, (ONAKA; MARTINS;
MORAES, 2003). O sulfato de cobre e a formalina foram téxicos para peixes ornamentais
Hemmigramus sp., causando mortalidade de até 100 % quando utilizado 0,25 ml.L" (PAIXAO
et al., 2013), cloreto de sodio a 10,0 g.L! e formalina a 1:80.000 em forma de banho, causou
elevada mortalidade em larvas de tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus, (SILVA et al., 2009),
o sal comum elevou a glicose plasmdtica e aumentou os niveis de cloreto plasmatico em
tambaqui (CHAGAS ef al., 2012). Os farmacos carbamazepina, 4cido fenofibrico, propranolol,
trimetoprim e sulfametoxazol causaram alteracdes morfologicas como deformidades da coluna
vertebral e edemas no saco vitelinico das larvas do peixe-zebra, Danio rerio, (MADUREIRA

et al., 2011). Ainda para esta espécie, os farmacos mais toxicos foram fenbendazol, albendazol
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e flumetrina que causaram, mortalidade, ma formagao dos embrides, movimentos reduzidos e
aumento da frequéncia cardiaca (CARLSSON et al., 2013).

O permanganato de potassio causou efeito toxico agudo em alevinos de tilapia-do-
Nilo, efeitos toxicos cronicos em organismos ndo-alvo e efeitos deletérios na cadeia alimentar
do ecossistema aquatico (FRANCA et al., 2011). O permanganato de potassio e formalina, ap6s
72 h de aplicagdo, causou perda de equilibrio e mortalidade dos peixes da espécie “rabbitfish”
Siganus rivulatus (NASSER et al., 2017).

O metabolito p-cloroanilina (PCA) isolado e o diflubenzuron provocaram mortalidade
em tilapia-do-Nilo (GAIKOWSKI; LARSON; GINGERICH, 2008). O clorpirifos ¢ altamente
toxico causando lesdes patoldgicas nas branquias e na retina do olho, afetando as fungdes
respiratoria, degeneragdo das células, danos no epitélio e fusdo das células fotorreceptoras em
robalo asiatico, Lates calcarifer, (MARIGOUDAR et al.,, 2018).

Com o objetivo de reduzir os danos causados pela utilizagdo de antibioticos e
diferentes fArmacos na aquicultura, a utilizagdo de aditivos alimentares vegetais tornou-se
alternativa para promover o crescimento e reducdo de doengas, além de agir como
imunoestimulante. Por defini¢do, aditivos alimentares sdo “quaisquer substancias adicionadas
intencionalmente aos alimentos, sem proposito de nutrir, mas com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas ou sensoriais” (BRASIL, 1997).

Nesta classe, estao incluidos os probioticos, prebidticos, simbioticos e fitobidticos.
Probidtico ¢ um “suplemento alimentar constituido de microrganismos vivos capazes de
beneficiar o hospedeiro por meio do equilibrio da microbiota intestinal” (FULLER, 1989).
Prebioticos, segundo Ringe et al. (2010), sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que
beneficiam o hospedeiro, selecionando o crescimento e/ou a atividade de um ou de um niimero
limitado de bactérias no colon. Ja os simbidticos sao uma mistura de prebioticos e probioticos
que beneficiam o hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e/ou ativando o
metabolismo de um ou de um niimero limitado de bactérias (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Por sua vez, os fitobidticos sdo compostos naturais derivados de plantas incorporados
a dietas que melhoram a produtividade animal, atuando como antioxidantes, antimicrobianos,
analgésicos, antiparasitdrios, anticoccidianos, promotores de crescimento, estimulando o
apetite e secrecdo de bile além de beneficiar a atividade enzimatica digestiva (CRISTEA et al,,
2012). Sua utiliza¢do na aquicultura ¢ ampla e vem sendo empregada no controle de doengas
infecciosas como observado por Fujimoto, Costa e Ramos (2012). A utiliza¢do de sementes de

abobora e mamao ¢ indicada para o controle de nematoides e monogenoides de lambari,
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Astyanax bimaculatus, Cruz (2005). O extrato aquoso das folhas de nim, Azadirachta indica, é
utilizada para o controle de monogenoides de pacu, P. mesopotamicus. Chitmanat,
Tongdonmuan e Nunsong (2005) comprovaram a eficacia do extrato do alho, Allium sativum,
para o controle de Trichodina spp. de tilapia-do-Nilo.

Os fitobidticos também s3o indicados como promotores de crescimento e
imunoestimulantes. Maniat, Ghotbeddin e Rajabzadeh-Ghatrami (2014) afirmaram que o alho
promoveu melhor crescimento do ciprinideo, Mesopotamichthys sharpeyi. Lima et al. (2015)
observaram maior crescimento de piaugu, Leporinus macrocephalus alimentados com dietas
contendo alho, A/lium sativum e canela, Cinnamomum verum. Antache et al. (2014) afirmaram
que o gengibre, Zingiber officinale e Rosmarinus officinalis melhoraram o status fisioloégico de

tilapia-do-Nilo por meio de alteragdes hematologicas.

1.5 METABOLITOS SECUNDARIOS DAS PLANTAS

Desde os primordios das civilizagdes, o poder medicinal das plantas ja era conhecido,
sendo utilizadas na prevengao e no tratamento de doengas. Os primeiros registros sao datados
de 4.000 a.C em textos sumérios, com a utiliza¢ao da papoula. Esta planta também era bastante
utilizada por civilizagdes do Egito, Mesopotamia e Pérsia (LUQMAN, 2011). Antes do
descobrimento da América, essa pratica também era utilizada. Civilizagdes do altiplano andino
utilizavam a folha de coca hd mais de 8 mil anos, como anestésico (BARRETO, 2013). No
Brasil, os indios se beneficiam do poder anti-inflamatorio de algumas plantas como caju,
Anacardium occidentale, maracuja, Passiflora sp. ¢ mandioca, Manihot esculenta, como
descrito por Sousa (1971).

As plantas sintetizam inimeros metabolitos, classificados em primdrios e secundarios.
Os metabolitos primarios sdo utilizados para o crescimento e reproducdo, sendo essencial para
a sintese de compostos estruturais, celulose e lignina, além de proteinas, lipideos e aglcares e
outras substancias importantes para a realizacdo das funcdes vitais (GARCIA; CARRIL, 2009).
Sao sintetizados por vias conhecidas como a glicolitica, ciclo do acido citrico e f-oxidacdo de
acidos graxos. Ja os metabolitos secundarios sdo formados a partir do metabolismo primaério,
porém, a sua funcdo ¢ a defesa da planta, atrativo para polinizadores e protecdo contra estresse
abidtico, como raios UV, mudangas de temperaturas, entre outros. S@o formados por quatro
vias de biossintese: via do acetato malonato, do acido mevalonico (MEV), do metileritritol

fosfato (MEP) e do 4cido chiquimico, formando os trés principais grupos de metabolitos
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secundarios: terpenos, substincias fenolicas e substancias nitrogenadas (REZENDE et al,
2016).

Os terpenoideos compdem a maior classe dos compostos secundarios, havendo mais
de 22 mil compostos descritos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Sao produzidos pelas plantas como
defesa natural a animais, patogenos, predadores e competidores (GERSHENZON;
DUDAREVA, 2007) a partir do acetilcoenzima A (acetil-CoA) ou de intermediarios
glicoliticos (REZENDE et al, 2016). Quimicamente, sdao hidrocarbonetos insaturados que
apresentam diferengas estruturais entre si, porém, sdo formados por uma estrutura basica,
composta por cinco carbonos (CsHsg), chamados de isopreno. Os terpenos sdo classificados
conforme a unidade de isopreno e a ciclizacdo da molécula em aciclico, ciclico e biciclico
(FELIPE; BICAS, 2017).

Devido a caracteristica lipofilica da molécula, o0 modo de acdo dos terpenos em
combater os agentes invasores ¢ causando lesdes e desequilibrio osmdtico nas células dos
patogenos. Além disso, sdo toxicos e atuan como solvente natural (GERSHENZON;
DUDAREVA, 2007).

Na aquicultura, estudos demonstram o efeito benéfico dos terpenos, apresentando
efetividade no controle de Aeromonas hydrophila (PACHANAWAN;PHUMKHACHORN;
ATTANACHAIKUNSOPON, 2008), na promoc¢do do crescimento (SALEM; ABDEL-
GHANY, 2018) de tilapia-do-Nilo e na prevengao e controle de monogenoides em carpas
(ZORAL et al., 2017).

Os compostos fenolicos compdem um grupo de mais de 10 mil substancias produzidas
pelas plantas que apresentam propriedades antioxidantes, protetoras contra predadores, inibem
o crescimento de plantas competidoras (alelopatia), além de contribuir para as caracteristicas
sensoriais, como sabor, odor e coloragao (TAIZ; ZEIGER, 2006). Sao caracterizados pela
presenca de um anel aromatico que comporta um ou mais grupos hidroxila e suas estruturas
podem variar desde uma simples molécula fenolica até a de um polimero complexo de elevado
peso molecular (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). A acao antioxidante dos
compostos fenodlicos estd na capacidade de eliminar os radicais livres, os 4tomos de doacdo de
hidrogénio ou os elétrons, ou os cations metalicos quelatados (CAI et al., 2006).

Em estudo in vitro, Rauha et al. (2000) avaliaram a acdo antimicrobiana de 13
compostos fendlicos e observaram que todos possuiam algum efeito sobre as bactérias. Em
peixes, esses compostos também apresentam acdo antimicrobiana. Rattanachaikunsopon e

Phumkhachorn (2007) testaram o efeito antimicrobiano de flavonoides isolados das folhas de
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Psidium guajava em bactérias comumente causadoras de patogenias em peixes como
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Flavobacterium columnare, Lactococcus
garvieae, Streptococcus agalactiae e Vibrio salmonicida, apresentando efeito bacteriostatico
em todas as bactérias testadas.

A atividade antiparasitaria dos compostos fen6licos também foi evidenciada por Goto
et al. (2015), que sugeriram que o composto fendlico extraido da Sophora flavescens ¢é eficiente
contra o protozoario ciliado Cryptocaryon irritans.

Com relacdo ao nitrogénio, este elemento estd presente em uma grande quantidade de
metabdlitos secundarios, chamados de alcaloides. Sado sintetizados a partir de aminoacidos
comuns e quimicamente definidos como aminas ciclicas que possuem anéis heterociclicos
contendo nitrogénio (ROBERTS, 2013). Segundo Ziegler e Facchini (2008), as plantas
produzem aproximadamente 12 mil diferentes alcaloides que possuem atividades farmacéuticas
e estimulantes. Yang, Ye e Li (2007) avaliaram o efeito antimicrobiano de quatro alcaloides
(berberina, jatrorrizina, palmitina e coptisina) contra 19 espécies de bactérias e concluiram que
todas as substancias estudadas apresentaram agdo antibacteriana, configurando-os como de

amplo espectro.

1.6 OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais de plantas sdo compostos complexos de substancias volateis,
liquidas, lipofilicas e geralmente odoriferas, sendo extraidos de varias partes dos vegetais, tais
como cascas, caule, frutos, sementes e principalmente de folhas (HARBONE,1989; TRAESEL
etal., 2011).

A historia dos 6leos essenciais dispde de varias versoes em relagao a data exata que se
iniciou a extra¢dao. Estudos recentes indicam que a data mais provavel da extra¢ao ocorreu a
2.000 a.C pelos povos hindus, que utilizavam plantas aromaticas do género Cymbopogon sp.
(capim limdo e citronela) para obten¢do de dlcoois aromaticos. Essa pritica também era
realizada pelos povos egipcios que obtinham os 6leos por meio da destilagdo e utilizados em
massagens, protecao da pele, embalsamento de corpos dos mortos e para perfumar o ambiente
(AZAMBUIJA, 2017). No ano de 2.700 a.C, ha relatos da utilizagdo de 6leo essencial pelos
chineses para fins terapéuticos ou para rituais religiosos, descrito no livro interno de medicina

do imperador chinés (GNATTA et al., 2016).
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Apesar do conhecimento das antigas civilizagdes acerca dos beneficios dos oleos
essenciais, somente em 1937 que os estudos foram intensificados, como a descoberta pelo
quimico francé€s Maurice René de Gattefossé, que ao sofrer queimadura nas maos, imergiu-as
acidentalmente em um tanque com liquido contendo 6leo essencial de lavanda, Lavandula
angustifolia e observou, no decorrer dos dias, a cicatrizagdo completa da pele. Apds esse
incidente, o quimico passou a realizar pesquisas sobre as atividades terapéuticas dos 6leos
essenciais, uma vez que, na época tinham apenas utilidade odorizante e cosmética (HUDSON,

1997; SERAFINI et al., 2002).

1.7 OLEOS ESSENCIAIS NO BRASIL

O inicio da exploragdo dos Oleos essenciais no Brasil, se deu em 1925 apds a
decadéncia na exploragdo das arvores franco-guianense, que reduziu a oferta de 6leos essenciais
no mercado (ALMEIDA, 2016). Um dos primeiros produtos a ser explorado foi o pau-rosa,
Aniba rosaeodora, uma arvore da Amazonia, cuja esséncia possui um aroma agradavel. Outras
plantas exploradas no mesmo periodo foram o capim limao, Cymbopogon citratus, eucalipto,
Eucalyptus globulus, menta, Mentha piperita, laranja, Citrus sp., canela, Cinnamomum verum
e sassafras, Sassafras albidum (TRANCOSO, 2013).

Porém, antes da industria de 6leos essenciais iniciar suas atividades no Brasil, estudos
ja eram implementados, como os realizados pelo farmacéutico alemao Theodor Peckolt, que
chegou ao Brasil em 1847 e publicou cerca de 170 trabalhos referentes a composi¢cdo quimica
de varios 6leos essenciais da flora brasileira (AZAMBUJA, 2017).

Ao final da década de 1930, com a ocorréncia da segunda Guerra Mundial, a industria
do 6leo nacional passou a ser mais expressiva, pois afetou o comércio europeu obrigando as
empresas da regido buscarem novos fornecedores (AZAMBUIJA, 2017; SANTOS, 2011), sendo
iniciado o cultivo de vegetais para a extragdao do 6leo, tais como, sassafras, menta, eucalipto e
laranja. Desta forma o mercado obteve maior variedade de 6leos essenciais (AZAMBUJA,
2017).

Em 1942, a produgdo brasileira de 6leos essenciais foi de 40 toneladas e em 1970, a
producgao saltou para 2.500 toneladas. Apos 1975, a atividade extrativista entrou em declinio,
refletindo assim negativamente no volume de produgdo para a exportagdo. Esta reducdo se deu
pela auséncia de replantio dos vegetais anteriormente explorados, associado ao ndo manejo das

culturas. Com a redugdo das arvores disponiveis para o extrativismo, a consequéncia foi inclui-
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las na lista de espécies em risco de extingdo e sua exploracdo passou a ser controlada
(AZAMBUIJA, 2017; BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Atualmente, o Brasil produz inimeras espécies de plantas aromaticas destacando-se
entre os quatro maiores produtores mundiais de 6leos essenciais, junto com a India, China e
Indonésia. A posi¢do brasileira na producdo de dleos essenciais, deve-se principalmente aos
6leos essenciais dos citricos, adquiridos de subprodutos da industria de sucos (SNA, 2017). O
0leo essencial de laranja € extraido do pericarpo do fruto e tem sido empregado nas industrias
alimenticias, perfumaria, materiais de limpeza e produtos farmacéuticos (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009). Além destas finalidades, os dleos vegetais estdo sendo empregados no
Brasil e no mundo nas diferentes atividades humanas e animais.

Na agricultura, estudos demonstram excelentes resultados no controle de pragas e
doencas agricolas como observado por Ootani et al. (2016) que, ao utilizarem os 6leos
essenciais de citronela, Cymbopogon nardus, e eucalipto-cidro, Eucalyptus citriodora,
relataram inibi¢do de fungos, Aspergillus sp., Curvularia sp., Nigrospora sp. € Penicilium sp.,
das sementes de feijao (Carioca, Caupi, Jalo e Preto).

Em outras espécies vegetais esse efeito também ¢ observado, como a reducdo na
doenca da manga, antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) com a utilizacdo dos 6leos
essenciais de gengibre e canela, Cinnamomum zeylanicum (SEFU; SATHEESH; BERECHA,
2015), observou-se um efetivo controle de fungos, Colletotrichum musae em banana devido ao
uso de 6leo de manjericao, Ocimum basilicum (IDRIS; IBRAHIM; FORSIDO, 2015) e reducao
da bactéria, Xanthomonas vesicatoria, causadora da doen¢a da mancha branca do tomate,
Solanum lycopersicum pelo 6leo essencial de cravo da india, Syzygium aromaticum (LUCAS
etal., 2012).

Na medicina veterindria, os 6leos essenciais dos vegetais estdo sendo testados na saude
e bem-estar dos animais. Dentro deste contexto, encontram-se atividades comprovadas de 50 a
99% de mortalidade da larva do carrapato-vermelho-do-cdo, Rhipicephalus sanguineus, com
6leo essencial de copaiba-do-cerrado, Copaifera langsdorfii (FERNANDES et al., 2018). De
acordo com Gazim et al. (2011), o 6leo de Tetradenia riparia, foi letal em 50 a 100% para larva
do carrapato bovino, Rhipicephalus microplus e o dleo essencial de capim limao, Cymbopogon
citratus, resulta em 100% de mortalidade das fémeas de carrapato bovino Rhipicephalus
microplus (SANTOS; VOGEL, 2012).

Na producdo animal, estudos indicam efeitos benéficos da inclusdo dos oleos

essenciais no controle de doengas. Na suinocultura, a utilizagao dos 6leos essenciais de orégano,
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Origanum vulgare e alecrim, Rosmarinus officinalis foram eficazes no controle dos sinais
clinicos da diarreia neonatal em leitdes entre o primeiro e oitavo dia de vida (ROSSI et al.,
2015). A inclusdao dos oleos essenciais de marmeleiro, Croton sonderianus, erva-cidreira,
Melissa officinalis e alfavaca, Ocimum gratissimum, na ragdo, apresentaram efeito positivo no
controle da diarreia dos leitdes, sem acarretar prejuizos no desempenho dos animais (SILVA et
al., 2012).

Para a criacao de aves, Santurio et al. (2007), avaliaram a atividade antimicrobiana in
vitro dos Oleos essenciais de orégano, Origanum vulgare, tomilho, Thymus vulgaris e canela
contra 60 amostras de Salmonella enterica, todas isoladas de carcagas de aves, e obteveram
atividade inibitoria no orégano, tomilho e canela. Os 6leos essenciais de eucalipto, Eucalyptus
spp, ¢ hortela-pimenta, Mentha piperita, foram eficazes no controle do protozoario Eimeria
spp. em frangos de corte. Além disso, auxiliou na melhoria da produ¢do zootécnica, na redugao
das lesdes e contagem de oocistos intestinais (BARBOUR et al., 2015).

A suplementacio de dleo essencial de orégano nas concentragdes 250 e 500 mg.kg™!
de racao em ambos os niveis melhorou a digestibilidade da proteina bruta em frangos de corte
(BASMACIOGLU MALAYOGLU et al, 2010). A inclusio do 6leo essencial de tomilho
aumentou a concentragdo de imunoglobulina A (IgA), estimulou atividade fagocitaria no
sangue e melhorou a integridade da barreira intestinal de frangos de corte (PLACHA et al.,
2014). A adicao do oleo essencial da aroeira-vermelha, Schinus terebinthifolius, na racao de
frango de corte melhorou o ganho de peso dos animais e a superficie intestinal (SILVA et al.,
2011). Desta forma, estudos tem mostrado a importancia e os beneficios dos dleos essenciais

na producdo dos diferentes grupos de animais.

1.8 OLEOS ESSENCIAIS NA AQUICULTURA

Os 6leos essenciais de varias plantas tém apresentado diferentes atividades biologicas
j& comprovadas na aquicultura. Além disso, os oOleos apresentam algumas vantagens
importantes em rela¢do a outros produtos tradicionalmente utilizados nos sistemas de cultivo
(TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009). Dentre as vantagens estdo: baixo custo na
aquisicdo, sdo biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade quando aplicados corretamente e
baixo impacto ambiental, sdo eficazes contra diferentes microrganismos patogénicos dos
peixes. Estes compostos vegetais estdo sendo testados como sedativos, anestésicos,

imunoestimulante natural, melhoradores do desempenho zootécnico, antimicrobianos,
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antiparasitarios e antifingicos, podendo ser aplicados por via oral e por banho terapéutico, para
fins de tratamento profilatico ou preventivos em animais aquaticos (TEIXEIRA et al., 2018).

Estudos indicam efeito potenciais sedativos e anestésicos de alguns 6leos essenciais,
como o 6leo de manjericdo, Ocimum basilicum e capim limdo, Cymbopogon flexuosus
(LIMMA-NETTO; SENA; COPATTI, 2016), alfavaca-cravo, Ocimum gratissimum (RIBEIRO
et al., 2016), cravo, Eugenia caryophyllata (MATULOVIC; OSHIRO, 2016) manjericao,
Ocimum basilicum, melaleuca, Melaleuca alternifolia (CORREIA, 2015).

Outra forma de emprego dos 6leos na aquicultura € a inclusdo na ragdo atuando como
promotores de resposta imunologica. Baba ef al. (2016) suplementaram dietas de tilapia-de-
Mocambique, Oreochromis mossambicus com 6leo essencial de limado, Citrus limon, por 60
dias e apds o desafio com FEdwardsiella tarda, concluiram que o oOleo atuou como
imunoestimulante natural aumentando a sobrevivéncia em até 63%.

Valladao et al. (2019) observaram que o 6leo essencial de tomilho, ndo apresentou
efeitos negativos ou toxicos para tilapia-do-Nilo e estimulou os componentes celulares da
resposta imune inespecifica. Efeito similar foi observado por Valladao et al (2017) ao
suplementarem dietas de tildpia com os Oleos essenciais de hortela-pimenta e arvore do cha,
Melaleuca alternifolia.

Como promotores de crescimento, estudos evidenciam os efeitos positivos das
inclusdes dos oOleos esseciais para varias espécies. Talpur (2014) observou reducdao na
mortalidade e melhorias na sobrevivéncia, ganho de peso e a taxa de conversao de alimentar de
robalo asiatico, Lates calcarifer alimentados com dietas contendo hortela-pimenta. Acar et al.
(2015) afirmaram que o 6leo essencial extraido da casca de laranja doce, Citrus sinensis atua
como promotor de crescimento, aumenta a imunidade e melhora a resisténcia da tilapia-de-
Mocambique contra Streptococcus iniae. Ferreira (2012) relatou também que ragdo contendo
6leo de oregano melhorou o ganho de peso e crescimento do lambari-do-rabo-amarelo,
Astyanax altiparanae. Ngugi, Oyoo-Okoth e Muchiri, (2017) constataram que o 6leo de
manjericdo melhorou significativamente a conversao alimentar e crescimento da tilapia-do-Nilo
e o oleo de gengibre aumentou a sobrevida em 100%, apos desafio com Streptococcus
agalactiae (BRUM et al., 2017).

Os o6leos essenciais também possuem atividade bactericida reduzindo a mortalidade
dos peixes apos desafio experimental. O 6leo de orégano, Origanum onites apresentou efeito
antimicrobiano contra a bactéria, Lactococcus garvieae em truta-arco-iris, Oncorhynchus

mykiss em teste in vivo (DILER et al., 2016); o 6leo de gengibre, Zingiber officinale foi eficaz
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contra S. agalactiae em tilapia-do-Nilo (BRUM et al., 2017). Silva et al. (2019) avaliaram a
eficacia in vivo na racdo do 6leo de hortela-pimenta, M. piperita contra S. agalactiae. O 6leo
de casca de limao, Citrus limon na ragao foi eficaz contra E. tarda em tilapia-de-Mocambique
(BABA et al., 2016).

Como antiparasitario em peixes, o 6leo de alfavaca, O. gratissimum, foi testado em
tilapia-do-Nilo contra monogenoides, (MENESES et al, 2018); o 6leo de hortela-pimenta
também foi eficaz contra monogenoides de tilapia-do-Nilo (HASHIMOTO et al., 2016); o dleo
de Lippia sidoides atuou como antiparasitario contra monogenoides de tambaqui (SOARES ef
al., 2017). Os 6leos de M. alternifolia, M. piperita e copaiba, Copaifera duckei foi eficaz contra
monogenoide de pacu, Piaractus mesopotamicus (COSTA et al., 2017); o 6leo de alho, Allium
sativum foi eficaz contra Trichodina e Gyrodactylus em tilapia (EL-GALIL; ABOELHADID,
2012).

O oleo da arvore-do-chd, M. alternifolia foi testada contra do Ichthyophthirius
multifiliis em jundia, Rhamdia quelen (BALDISSERA et al., 2017); os 6leos de L. angustifolia,
M. alternifolia e M. piperita, foram eficazes e causaram inchago, vacuolizacao e lise do
ectoparasito . multifiliis de pacu (VALLADAO et al., 2016); 6leo de pimenta longa, Piper
hispidinervum, foi testado contra o acantocéfalo, Neoechinorhynchus buttnerae de tambaqui
(SIMAS et al., 2016); ja o oleo de pimenta-de-macaco, Piper aduncum foi eficaz contra
nematoide parasito de pirarucu, Arapaima gigas (CORRAL et al., 2018). Outros 6leos vegetais

que tém se destacado em atividades biologicas, sdo os do género Lippia.

1.8.1 Género Lippia spp.

Pertencente a familia Verbenaceae, o género Lippia foidescrito por Linnaeus em 1753,
sendo constituido por uma grande variedade de ervas e arbustos, com cerca de 200 exemplares,
distribuidos na América do Sul, América Central e na Africa tropical. Destas, 120 espécies sdo
encontradas no Brasil, em maiores nimeros na cadeia do Espinhaco, localizada nos estados de
Minas Gerais, Bahia ¢ Goias (OLIVEIRA et al., 2007; SOARES; TAVARES-DIAS, 2013;
ALMEIDA et al., 2018).

Uma caracteristica do género sdo as propriedades medicinais ja comprovadas
associadas principalmente a presenca de compostos fendlicos nos metabolitos secundarios
(SINGULANI et al., 2012). Entretanto, a composi¢ao do dleo essencial pode variar entre os

exemplares, por fatores como estacdes do ano, época de floragdo, idade da planta, quantidade
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de agua circulante, resultante da precipitagdo, fatores geograficos e climaticos (AGUIAR et al.,
2008).

As plantas constituintes desse género apresentam potente atividade antioxidante
(DELACORTE SINGULANI et al., 2012), antifingica (FUNARI et al., 2012), anti-helmintica
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008), antiprotozoaria (ESCOBAR et al, 2010) e,
anticarcinogénica (GOMIDE et al., 2013). Na aquicultura, esse género ¢ amplamente estudado,
apresentando efeito positivo como antimicrobiano (SOUZA et al., 2017) e antiparasitario
(VALEMTIM, 2017). Dentre as espécies deste género com diferentes atividades bioldgicas ja

comprovadas estdo a Lippia alba, Lippia origanoides e Lippia sidoides.

1.8.2 Lippia alba

Popularmente conhecida como erva cidreira, a L. alba ¢ um arbusto aromatico que
pode atingir até 1,7 m de altura, encontrado, em vérias partes do mundo, como nas Américas,
india e Australia (HENNEBELLE et al., 2008a).

Em sua composi¢ao, apresenta compostos quimicos que a torna aprecidvel na medicina
popular. Segundo Silva et al. (2006), o oleo essencial da L. alba ¢é constituido por varios
compostos quimicos, sendo os mais representativos € com maior percentual de rendimento esta
o citral (70,6-79,0%), e em menores quantidades linalol (1,7-2,2%), geraniol (0,8-2,9%), nerol
(0,5-2,5%) e B-mirceno (0,3-2,6%). Ressalta-se que a composi¢do do 6leo essencial ¢ varidvel
conforme fatores bidticos e local de cultivo. Gomes et al. (2019), ao analisarem a composi¢ao
do 6leo essencial dessa espécie em distintas estagdes do ano, observaram maiores concentragdes
de fenilpropanoides (acteosideo) no inverno e maiores concentracdes de flavonoides, em
especial o tricuronideo-7-O-diglucinato no verao.

Estudos demonstram o efeito benéfico da L. alba na saide humana, apresentando
atividade antibacteriana (NOGUEIRA et al., 2007) e antifungica (MESA-ARANGO et al.,
2009), antiviral (OCAZIONEZ et al., 2010), além de atuar no sistema nervoso como sedativo
(HENNEBELLEB et al, 2008b), analgésico, anti-inflamatorio (VIANA et al., 1998) e
antioxidante (HENNEBELLED et al., 2008b).

Na produgdo animal, especialmente na aquicultura, estudos evidenciam o efeito
benéfico da L. alba para diversos fins. Como anestésico, Cunha et al. (2010) estudaram a
eficacia deste 0leo essencial como agente anestésico e redutor de estresse e concluiram que a

L. alba induziu anestesia e inibiu o aumento nos niveis plasmaticos de cortisol. Resultado
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semelhante foi observado por Heldwein et al. (2014), associando este efeito a presenca do
monoterpeno linalool.

Por outro lado, a atividade antiparasitaria e os possiveis efeitos toxico da L. alba foram
estudados por Soares et al. (2016). Neste estudo, foram investigados os efeitos antiparasitarios
in vivo e in vitro do o6leo essencial e as alteragdes hematopoiéticas e histopatoldogicas em
tambaqui. Foram estudados em teste in vitro, os efeitos de 160, 320, 640, 1280 e 2560 mg.L™!
do Oleo essencial contra as espécies de monogenoides, Anacanthorus spathulatus,
Notozothecium janauachensis e Mymarothecium boegeri, presentes nas branquias deste peixe,
ocorrendo a morte dos parasitos em apenas 20 min de exposi¢do, nas concentragdes mais altas.
Ja no estudo in vivo, foram realizados banhos com 100 e 150 mg.L"! do 6leo essencial de L.
alba, por 30 min, apresentando eficacia de 40,7% e 50,3%, respectivamente quando desafiados
contra 1. multifiliis. No entanto, para monogenoides, houve eficacia de apenas 14% nos peixes
expostos a 100 mg.L™! do éleo essencial. Estes pesquisadores também observaram alteragdes
histologicas nos tecidos estudados, como hiperplasia, fusdo do epitélio lamelar, dilatagao
capilar, descolamento epitelial, ruptura epitelial com hemorragia, congestao, edema, necrose,
proliferacdo de células mucosas, cloridricas e hipertrofia lamelar.

O efeito genotoxico do dleo essencial de L. alba foi avaliado por Kampke ef al. (2018)
em tilapia-do-Nilo onde observaram que até a exposi¢do de 300 mg.L™! ndo causou danos ao
DNA.

Saccol et al. (2013), com o objetivo de avaliar o efeito no crescimento, parametros
metabdlicos, sanguineos e biomarcadores de estresse oxidativo da adigdo do 6leo essencial de
L. alba em Rhamdia quelen, expuseram os animais a 0.25, 0.5, 1.0 e 2.0 mL de 6leo essencial
kg! de dieta durante 60 dias. Ndo foram observadas alteracdes nos pardmetros sanguineos ou
melhorias no crescimento. Entretanto, reduziu a peroxidagdo lipidica nos tecidos e aumentou

as reservas de glicogénio e lactato, atuando como um antioxidante tecidual.

1.8.3 Lippia origanoides

A L. origanoides ¢ uma espécie nativa da América Tropical, encontrada no México,
Guatemala, Cuba e regido Amazonica, o que inclui o Brasil, Guiana, Venezuela e Colombia.
No Brasil ela ¢ conhecida na regido norte como salva-de-marajo e alecrim-d’angola e orégano,

no México (PASCUAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007).
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Quanto a composicdo do seu dleo essencial, Oliveira et al/ (2007) afirmaram que o
carvacrol e o timol compdem em maior propor¢ao, com 38,6% e 18,5%, respectivamente.
Entretanto, especula-se que essa composicao seja variavel conforme a localizagdo. Vicuna;
Stashenko; Fuentes, (2010) ao analisarem a composic¢ao do 6leo essencial de plantas endémicas
da Colombia encontraram uma contracgdo de timol entre 34,5 % e carvacrol de 25,8%.

O efeito biologico L. origanoides foi evidenciado, atuando como anti-inflamatério
(COSTA et al, 2017a), antimicrobiano (SARRAZIN et al, 2015) e antioxidante
(STASHENKO et al., 2008).

Em peixes, a L. origanoides também apresentou efeito benéfico. Soares et al. (2017)
avaliaram em testes in vitro e in vivo, os efeitos histopatologicos, antiparasitirios e
hematopatologicos do 6leo essencial de L. origanoides em tambaqui. Assim como as outras
espécies de Lippia, ela apresenta atividade antiparasitaria, entretanto, causa alteragdes

histologicas e hematologicas.

1.8.4 Lippia sidoides

O alecrim pimenta, L. sidoides, ¢ uma planta aromatica endémica do Brasil, encontrada
principalmente na regido nordeste. O 6leo essencial extraido dessa espécie € majoritariamente
rico em timol (56,67%) e carvacrol (16,73%). Apresenta também outros compostos como p-
cimeno (7,13%), aromadendrina (2,79%), cineol (2,09%), elemeno (2,28%), dentre outros que
apresentam concentragdes menores que 2%. Devido a alta concentracdo de timol, a L. Sidoides
apresenta um alto poder antimicrobiano, demonstrando eficiéncia na inibigdo do crescimento
de Streptococcus sp. e Candida albicans (BOTELHO et al., 2007), larvicida (CARVALHO et
al., 2003), anti-helmintico (CAMURCA-VASCONCELOS et al, 2007), antifingico
(SIQUEIRA et al., 2011), além de ter propriedades anti-inflamatérias (MONTEIRO et al.,
2007).

Na aquicultura, Hashimoto ef al. (2016) avaliaram a a¢@o antiparasitaria da L. sidoides
contra os monogenoides Cichlidogyrus tilapia, Cichlidogyrus thurstonae, Cichlidogyrus halli
e Scutogyrus longicornis e concluiram que o 6leo essencial dessa espécie apresentou efeito
sobre os parasitos estudados. Entretanto, apesar do efeito benéfico, os autores ndo indicaram o
seu uso devido a alteragcdes hematologicas observadas.

Soares et al. (2017) avaliaram a atividade antiparasitaria in vivo e in vitro do 6leo

essencial de L. sidoides contra os monogenoides Anacanthorus spathulatus, Notozothecium
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Jjanauachensis e Mymarothecium boegeri das branquias de C. macropomum tambaqui, além de
investigar os possiveis efeitos toxicos. Estes pesquisadores concluiram que baixas
concentragdes do oleo essencial apresentam atividade antiparasitaria. Com tudo, esse 6leo causa
severas alteracdes nas branquias, como hiperplasia e fusdo do epitélio branquial lamelar,
vasodilatagdo, descolamento do epitélio lamelar e aneurisma lamelar, ruptura epitelial com
hemorragia, congestao, edema e necrose. Também foram observadas alteracdes sanguineas,
como redugdo no nimero de eritrocitos, bem como nos valores de hematocrito e hemoglobina.

Estudos foram realizados com os compostos fitoquimicos isolados de L. sidoides.
Aanyu, Betancor e Monroig (2007) avaliaram o efeito do composto timol na nutri¢ao de tilapia
e concluiram que a suplementacdo dietaria de at¢ 500 ppm ndao melhorou o crescimento dos
animais ou regulou os genes selecionados nas principais vias responsaveis pelos efeitos
promotores de crescimento dos compostos fitogénicos. Resultado semelhante foi observado por
Giannenas et al. (2012) ao suplementarem dietas de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss com

1 g kgl de carvacrol e timol.

1.9 FITOBIOTICOS E POSSIVEIS ALTERACOES HISTOLOGICAS E
HEMATOLOGICAS

Como elucidado, alguns fitobidticos possuem efeito bactericida, inseticida, fungicida,
entre outros, muito embora, isso ndo significa que sejam atoxicos ou que eliminem o patdgeno.
Assim, os testes de bioensaios laboratoriais sao importantes ferramentas para determinar a
eficicia da substincia no animal infectado ou ainda avaliar seus efeitos adversos sobre o animal
saudavel (LOMBARDI, 2004). Em geral, durante estes testes sdo avaliadas a sobrevivéncia ou
a mortalidade dos organismos, alteragdes comportamentais e as respostas ao estresse,
observadas pelas alteragdes hematologicas, bioquimicas, histoldgicas, parasitologicas ou de
genotoxicidade (FERREIRA, 2004; QUEIROZ, 2012; VIANA et al., 2012).

O estresse ¢ definido como um conjunto de respostas fisioldgicas do organismo frente
a uma situacdo desagradavel ou ameacadora (URBINATI; CARNEIRO, 2004). Seus efeitos
podem ser divididos em respostas primarias, secundarias e terciarias. Na resposta primaria,
ocorre o aumento das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticosteroide ou cortisol
no plasma. A resposta secundaria ¢ caracterizada pelas alteragdes metabdlicas, hematologicas

e osmorregulatorias. Na resposta tercidria, ocorre a reducdo na taxa de crescimento e da
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reproducdo e diminui¢do da resisténcia as doencas (OBA; MARIANO; SANTOS, 2009;
URBINATI; CARNEIRO, 2004).

Os parametros hematologicos e bioquimicos sdo ferramentas importantes em testes
com diferentes produtos, como fitoterapicos, pois auxiliam na compreensdo sobre o estado de
saude do animal e permitem avaliar as rea¢des que os produtos quimicos ou fitoterapicos
desencadeiam nos peixes (ASADI ef al., 2012; SARAVANAN et al., 2011).

Viérios trabalhos tém demonstrado que a utilizagdo de alguns produtos com finalidade
terapéutica tem desencadeado respostas caracteristicas de estresse fisiologico. Monteiro (2012)
observou aumento dos niveis de glicose no tambaqui no teste de toxicidade com extrato de
mastruz, Chenopodium ambrosioides. Dube e Mali (2012) encontraram alteragdes nos niveis
de proteinas totais de “spotted snakehead” Channa punctatus alimentados com extrato aquoso
do alho, enquanto Palanisamy et al. (2011) observaram reducao do nimero de eritrdcitos € na
concentracdo de hemoglobina de Channa striata alimentados com extrato de Cleistanthus
collinus. O extrato de nim, Azadirachta indica, aumentou os niveis de cortisol e,
consequentemente, de glicose plasmatica em tildpia-do-Nilo (WINKALER et al, 2007).
Alteragdes hematoldgicas foram observadas em tilapia-do-Nilo com o uso do 6leo essencial de
L. sidoides (HASHIMOTO et al., 2016).

Outra ferramenta importante na avaliacdo do estado de saude dos animais comumente
utilizada em aquicultura ¢ a histologia que, em geral, avalia diferentes células e tecidos a fim
de esclarecer o funcionamento dos 6rgaos. Nesse sentido, a histopatologia permite inferir sobre
as doengas dos animais, por meio da compreensao funcional dos 6rgaos, células, nutricao e
diagnostico de patologia dos peixes (CAVICHILO, 2009; FERREIRA et al, 2016;
HONORATO et al.,, 2014). Dentre os principais 60rgaos avaliados nas analises histopatologicas
em peixes estdo o tegumento, bexiga natatdria, trato digestorio, olhos, brinquias, intestino, rim,
coragdo, figado e bago (BRUM et al, 2018; SOUZA et al., 2003).

As branquias s3o essenciais para a saude e a sobrevivéncia dos peixes, atuando na
absorcdo de oxigénio, liberacdo de didoxido de carbono, residuos nitrogenados e na
osmorregulacdo. O tecido branquial ¢ também responséavel pelo equilibro acido-base e fungdes
sensoriais na degustagdo dos alimentos. Com isso, suas estruturas sdo frageis e sujeitas a
variagdes ambientais e aos fitoterdpicos (BALDISSEROTTO, 2002; BRUM et al., 2018;
COSTA et al., 2017). Constantemente sdo encontradas alteragdes branquiais como edema,
hiperplasia, necrose, hipertrofia, fusdo das lamelas secundarias, descamacdo epitelial,

telangiectasia e descolamento epitelial, situagdes que podem afetar o desenvolvimento e a
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sobrevivéncia dos peixes (CAMPOS; MORAES; MORAES, 2011; CAVICHIOLO, 2009;
SILVA, 2004). Algumas das alteragdes sdao causadas por parasitos e acarretam a modificag@o
do epitélio das lamelas primdarias e secundarias dos filamentos branquiais, alterando a funcao
respiratoria dos peixes (NALDONI, 2009; VELLOSO et al., 2012). Alguns poluentes podem
causar o comprometimento funcional das branquias e, por consequéncia, prejudicar a propria
sobrevivéncia dos animais (LEONARDO et al, 2001). Além disso, dieta com inclusdes de
lipidios vegetais na ra¢do de peixe também podem causar diferentes tipos de alteragdes nas
branquias, que variam de moderada a severa (BRUM et al., 2018; COSTA et al., 2017, YADAV
et al., 2015).

O intestino, tem como funcao, completar a digestdo de lipidios e proteinas, que foi
iniciada pelo estdmago, além de fazer a absor¢do da dgua, ions, nutrientes, aminoacidos e
carboidratos (BALDISSEROTTO, 2002; RASKOVIC et al, 2011). Neste orgdo também
podem ser encotrados parasitos, tais como os helmintos, que causam lesdes inflamatorias
moderadas nos locais de fixacdo. Em alguns casos, provocam lesdes mais severas, dependendo
da intensidade parasitaria, como hemorragias e inflamacao, resultando em alteragdes na fungao
gastrointestinal (ALVAREZ-PELLITERO; PALENZUELA; SITJ-BOBADILLA, 2008;
FERREIRA et al., 2014).

O rim, ¢ composto por elementos hematopoiéticos, fagocitarios, endodcrinos e
excretores. Sua fun¢do primaria nos peixes € a regulacdo osmotica de agua e sais (MACIEL al.,
2012; MORRISON, 2007). Além disso, sua por¢ao hematopoiética tem papel importante na
remocao de particulas estranhas, células e agentes infecciosos provenientes do corpo (SILVA,
2004; SONMEZ et al., 2015; YANONG, 2003).

O coragdo ¢ um 6rgdo muscular que bombeia sangue saturado de didéxido de carbono
em fluxo Unico para a regido anterior do peixe (BALDISSEROTTO, 2002). O coragdo presente
nos peixes € tubular em “S” e exibe-se em quatro cavidades de contracdo sequenciais: 0 seio
Venoso, o atrio, o ventriculo e o bulbo arterial (PIEPERHOFF et al., 2014; POUGH et al., 2003;
TAYLOR; LEITE; SKOVGAARD, 2010).

O figado ¢ a maior glandula do corpo dos peixes e € responsavel por executar diversas
atividades vitais e fisiologicas dos animais. Dentre as funcdes estdo, a biotransformagdo e a
sintese de metabolismo (COSTA et al., 2012; FEIST et al., 2015). Além destas fungdes, o
figado também ¢é o 6rgdo encarregado pela produgdo da bile, sintese de proteina (albumina,
fibrinogénio, protrombina), metabolismo de lipidios e carboidratos. O figado promove a

desintoxica¢do de produtos enddgenos e exdgenos como diferentes tipos de toxinas, drogas,
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metais pesados, pesticidas, entre outros (CAMARGO; MARTINEZ, 2007; PARIS-
PALACIOS; BIAGIANTI-RISBOURG; GENTEN, 2000; ROTTA, 2003; SILVA, 2004). Por
ser um 6rgao associado a detoxificacdo de substancias, observam-se alteragdes como atrofia ou
hipertrofia celular, migracdo dos nucleos para periferia, vacuolizagdo intensa e focos de
necrose, além de infiltracdo de gordura, congestdo nos sinuséides e fibrose (CAVICHIOLO,
2009; PERESSIN; SILVA, 2015). Outra fungao importante atribuida ao figado, é servir como
indicador do estado nutricional e fisiolégico dos peixes (BOMBONATO et al., 2007;
SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009; YIGIT et al., 2017) e estar envolvido na produgao de
anticorpos durante a fase larval (ROTA, 2003).

O baco ¢ um dos principais 6rgaos envolvidos na resposta imunoldgica nos peixes,
além de concentrar a filtracdo de antigenos, hemocaterese e estocagem de eritrocitos. Em
algumas espécies, o bago ¢ o principal 6rgao hematopoiético (KIRON, 2012; MACIEL et al.,
2012; MORRISON, 2007). O o6rgao ¢ composto por vasos sanguineos elipsoides com
competéncia para fagocitose, por numerosos eritrocitos e tecido hematopoiético onde se podem
observar eritroblastos, eritrocitos, linfocitos e macrofagos. Sao frequentemente observados
centros de melanomacrofagos proximos aos vasos sanguineos (ROTTA, 2003; SARAIVA,
2000).

Nos ultimos anos, todos estes 6rgaos e tecidos dos peixes estao sendo avaliados paras
fins de diagnosticar alteracdes nos tecidos dos animais, apos banho terapéutico com dleos
essénciais contra parasitos (COSTA et al., 2017; SOARES et al., 2017), em processo anti-
inflamatério associado a parasitos de peixes (BALDISSERA et al., 2017b ;CORREA; BASTO;
CECCARELLI, 2015), estresse oxidativo de oleo essencial de Melaleuca alternifolia
(BALDISSERA et al., 2017a), na toxicidade aguda de 6leo essencial (MALHEIRO et al,
2016), em dieta com principio ativo de planta apds desafio com bactéria A. hydrophila
(ANUSHA et al., 2014; AMALA et al., 2018), avaliacdo quanto ao grau de infeccdo por
bactéria (MARTINS ef al., 2008), exposicao a virus (DONG et al., 2017; FATHI et al., 2017,
JAEMWIMOLA et al., 2018; SENAPINA et al., 2018) e, dietas suplementadas com alho para
o “guppy” Poecilia reticulata (FRIDMAN; ZILBERG, 2014).

Alteragdes histologicas também podem ser observadas em peixes alimentados com
dietas contendo fitobidticos. Ibidunni, Olubodun e Ikililu (2018) afirmaram que a
suplementagdo dietaria de babosa, Aloe barbadensis causou disturbios histopatologicos e
alteragdes pancreaticas em bagre, Clarias gariepinus. Brum et al. (2018) afirmaram que altas

concentragdes de Oleo essencial de majericdo e gengibre causaram alteragdes no tecido de
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tilapia-do-Nilo. Sonmez et al. (2015) observaram congestdo, necrose ou degeneragdo em
amostras de figado e rim de truta alimentados com alto teor de 6leo 1,8-cineole, carvacrol ou
pulegone.

Neste sentido, faz-se necessaria a realizagdo de trabalhos avaliando a eficacia dos 6leos
essenciais adicionados a dieta de peixes para o controle de parasitos, indicadores fisioldégicos e
histopatologicos, visando contribuir com uma producdo de peixes mais saudaveis e livres de
doengas, fortalecendo assim, a criacao brasileira de peixes ornamentais, mais segura e livre de

residuos quimicos no ambiente.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o tratamento natural, mais saudavel de peixes ornamentais brasileiros.

2.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar a concentragdo antiparasitaria in vitro dos oleos essenciais de L. alba,

L. origanoides ¢ L. sidoides,

b) Determinar a prevaléncia da carga parasitaria da carpa koi Cyprinus carpio

alimentada com o ragao suplementada com o 6leo essencial de L. sidoides em tanques-redes;

c¢) Avaliar o desempenho zootécnico da carpa koi Cyprinus carpio alimentada com

ragdo suplementada com o 6leo essencial de L. sidoides em tanques-rede;

d) Avaliar os parametros hematolégicos da carpa koi Cyprinus carpio alimentada com

racdo suplementada com o 6leo essencial de L. sidoides em tanques-rede;

e) Avaliar os parametros histopatologicos da carpa koi Cyprinus carpio alimentada

com racdo suplementada com o 6leo essencial de L. sidoides em tanques-rede.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS PEIXES E LOCAL DOS EXPERIMENTOS

As carpas koi Cyprinus carpio utilizadas nos ensaios in vitro e in vivo foram adquiridas
da piscicultura Vale dos Bettas, localizada no Municipio de Biguacu no estado de Santa
Catarina. Os ensaios in vitro € in vivo foram desenvolvidos na propria fazenda. Para o ensaio
in vitro foram utilizadas carpas com peso médio de 3,61+£0,56 g e comprimento padrdao de
4,71£0,54 cm. O ensaio in vivo foi realizado em tanques-rede de 1,0 x 1,0 x 1,30 m com 0,5 cm
de abertura de malha, instalados em uma represa com aproximadamente 1 hectare de area total.
Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA/UFSC 1440100217).

3.2 OBTENCAO E COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais foram obtidos a partir das folhas das plantas cultivadas e
processadas no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da EMBRAPA Amazonia
Ocidental, Manaus-AM, Brasil, localizado em Manaus, Amazonas. Apos a coleta das folhas
pela manha, elas foram secas em estufa de circulagdo continua de ar a 45 °C por 48 h e em
seguida foi realizada a extragdo dos Oleos essenciais pelo processo de hidrodestilagdo em
aparelho tipo Clevenger (MATOS, 1996, SILVEIRA et al., 2012).

A composicao quimica dos Oleos de L. alba, L. origanoides e L. sidoides foi
determinada pelo método de cromatografia em fase gasosa com equipamento Agilent 6890, e
detector seletivo de massas Agilent 5973N. A separagdo dos componentes foi realizada em uma
coluna capilar HP5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com temperatura de 60° a 240 °C, com
variagdo de 3 °C min™. Foi injetado 1,0 microlitro de uma solugdo contendo 1% de cada dleo
no divisor de fluxo na proporcdo de (1:100) e mantido a 25 0°C. A quantificagdo relativa (%)
dos componentes dos 6leos foi realizada em cromatografo a gas Agilent 6890N, que foi
equipado com um detector de ionizagdo por chama, mantido a 280°C, e por uma coluna capilar
HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 micrémetro) com a utilizagdo de hidrogénio (1,5 mL. min™") como
gas carreador. A identificacdo dos constituintes de cada 6leo foi realizada por comparagdo de
espectro de massas obtido por biblioteca de espectros Wiley 6™ edition e por comparacio do

indice de reten¢do calculado de cada componente com dados da literatura. O célculo do indice
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foi realizado por injecdo de uma série de n-alcanos nas mesmas condi¢gdes analiticas

empregadas para os demais 6leos (Adams, 2007).

3.2.1 Teste in vitro dos Oleos essenciais de Lippia alba, Lippia origanoides e Lippia sidoides

utilizados isoladamente e combinados

Inicialmente, testou-se in vitro os trés oleos nas concentracoes 0,25; 0,5; 0,75 ¢ 1,0%
para determinar qual dos 6leos teria mais eficacia contra os monogenoides para posterior
utilizagdo no experimento in vivo. Verificou-se que nestas concentragoes testadas ndo era
possivel determinar a eficacia de cada um dos trés dleos testados, pois 0s parasitos morriam
instantaneamente. Dessa forma, foram reduzidas as concentragdes para 10, 20, 40, 60, 80 e 100
mg.L! baseado na literatura (MALHEIROS et al., 2016; SOARES et al., 2017a).

Para os testes in vitro, as carpas koi foram capturadas aleatoriamente, anestesiadas com
6leo de cravo (75 mg.L') e eutanasiadas para coleta dos arcos branquiais e confirmagio da
presenca do parasito com a utilizagdo de microscopio de dissecagao (Carl Zeiss Suzhou co.,
modelo Square 3-B). Apos a confirmacao, foi realizada a preparagao das solu¢des dos dleos das
trés espécies de Lippia. Os Oleos essenciais foram diluidos em alcool de cereais para uma
solucdo estoque de 10% e logo em seguida foram preparadas as concentracdes de uso nas
seguintes propor¢des e tratamentos: controle dgua do tanque dos peixes, controle alcool de
cereais, L. alba (10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg.L ™), L. origanoides (10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg.
L"), L. sidoides (10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg.L™"), L. alba + L. origanoides (1:1 a 10, 20, 40,
60, 80 e 100 mg.L ™), L. alba + L. sidoides (1:1 a 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mg.L "), L. origanoides
+ L. sidoides (1:1 a 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg.L™"), L. alba + L. origanoides + L. sidoides
(1:1:1 a 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mg.L™").

Os tratamentos foram realizados em triplicata em microplaca de seis pogos contendo
um filamento branquial parasitado por pogo. As placas foram observadas a cada 15 min para
quantificagdo do nimero de parasitos mortos e observagdo comportamental dos parasitos, sendo
considerados mortos os parasitos com auséncia de movimento quando estimulados com agulha.
Nas concentra¢des contendo 10 e 20 mg.L! dos 6leos de Lippia foi observada paralizagdo dos
parasitos nos primeiros 20 min de exposic¢ao, seguidos de uma recuperagdo dos movimentos
apos 50 min, portanto, para a confirmagdo efetiva da mortalidade, os organismos foram

estimulados com agulha por até 5 h ap6s o inicio do experimento.
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3.2.2 Teste in vivo com o 6leo de Lippia sidoides suplementado na raciao

3.2.2.1 Preparo das dietas experimentais

O ¢6leo essencial de L. sidoides foi selecionado para o ensaio in vivo por apresentar o
melhor resultado nos testes in vitro, sendo adicionado a dieta comercial que ja vinha sendo
utilizada no proprio cultivo da carpa, com 50% de proteina bruta.

O oleo essencial de Lippia sidoides foi adicionado em uma ragdo comercial com 50%
de proteina bruta, a qual os peixes ja estavam adaptados. O Oleo essencial nas concentragdes
0,0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0% foi micialmente pesado com auxilio de uma balanca digital e
posteriormente diluido em alcool de cereais na propor¢ao 100 g de alcool por quilo de ra¢ao. O
mesmo procedimento de pesagem foi efetuado para a racdo comercial contendo 50% de
proteina bruta, destinada a adi¢do dos dleos para o experimento. O 6leo com suas respectivas
concentragdes foi adicionado em um pulverizador manual e aspergido nas ragdes, que passaram
por secagem por 24 h em temperatura ambiente e, posteriormente, foram armazenadas em

freezer (-20 °C) até o dia da sua utilizagao de acordo com Dairiki et al. (2013).

3.2.2.2 Ensaio em tanques-rede

Foram utilizadas 300 carpas com peso médio e desvio padrao de 3,56+0,68 g
provenientes do mesmo agude, onde foram distribuidos 20 peixes por tanque-rede de 1 x 1 x
1,30 com 0,5 cm de abertura de malha. O desenho experimental constituiu-se de cinco
tratamentos, em triplicata: controle (racao comercial sem adi¢ao de 6leo essencial), 0,25, 0,50,
0,75 e 1,0% do 6leo de Lippia sidoides. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9 a.m.
e 4 p.m.) por um periodo de 60 dias.

Durante o periodo experimental, a qualidade da agua manteve-se nos seguintes
valores: oxigénio dissolvido (6,08+1,55 mg.L™") temperatura (20,50+0,88 °C), pH (5,40+0,82),
condutividade elétrica (40,73+6,52 pS cm™) e solidos totais (19,25+4,20 mg.L™!) medidos com
multipardmetro Hanna instrutumento (HI 9828), aménia total (0,58+0,27 mg.L™")e nitrito (0
mg.L") medidos com kit comercial da marca Alcon pet® e a transparéncia (24,17+1,83 c¢m)

medida com disco de Secchi.
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No inicio e ao final de 30 e 60 dias foram realizadas biometrias de todos os peixes para
o célculo de desempenho zootécnico e coletadas amostras de cinco peixes por unidade

experimental para as analises parasitologicas e hematologicas.
3.2.2.3 Pardmetros zootécnicos

Os calculos de ganho de peso diario, taxa de eficiéncia proteica, consumo médio de
racdo individual, conversdo alimentar aparente, taxa de crescimento especifico e taxa de
sobrevivéncia foram analisados (FRACALOSSI; CYRINO, 2012) utilizando as formulas:

* Ganho de peso (g) = peso médio final (g) - peso médio inicial (g).

» Taxa de eficiéncia proteica (TEP) = Ganho de peso (g) / Proteina bruta ingerida (g).

* Consumo médio de ragao individual (CMRI) = Quantidade de ragdo fornecida
(kg)/Numero de peixes.

* Conversao alimentar aparente (CAA) = CMRI / [(Peso médio final(g) — Peso médio
inicial(g)].

* Taxa de crescimento especifico (TCE) = 100 x (In peso médio final — In peso médio
inicial) / tempo.

* Taxa de sobrevivéncia (TS) = 100% x (nimero final de peixes/nimero inicial de

peixes).

3.2.2.4 Andalise parasitologica

Cinco peixes por unidade experimental foram anestesiados em solugdo de 6leo de
cravo (75 mg.L!) e eutanasiados por seccdo cerebral para a coleta dos arcos branquiais e
raspado de muco. Os arcos branquiais foram inicialmente banhados em dgua a 55 °C e fixados
em alcool 70%. O raspado de muco foi fixado em alcool 70% e analisado em microscopio. A
quantificagdo de parasitos seguiu o método de JERONIMO et al (2012b) e a taxa de
prevaléncia, intensidade média e abundancia média de parasitos foram calculadas de acordo
com BUSH et al. (1997).

Os monogenoides encontrados no experimento foram preparados em meio de Hoyer's
entre ldmina e laminula para estudo das estruturas esclerotizadas como complexo copulatorio,
barra do haptor, ganchos e ancoras (EIRAS et al., 2010), e identificados de acordo com

MUELLER; VAN CLEAVE (1932) e KULWIEC (1927). Para os tricodinideos foi utilizado o
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método de KLEIN (1958) de impregnacdo com nitrato de prata e identificados segundo
PADUA et al. (2012), VALLADAO et al. (2013) e DOVE; O’DONOGHUE (2005).

3.2.2.5 Analise hematologica

A coleta de sangue foi realizada com cinco peixes de cada tanques-rede em 30 e 60
dias de experimento. Os peixes foram anestesiados com eugenol (75 mg.L'), e em seguida o
sangue foi coletado por puncdo do vaso caudal, utilizando seringas de 1 mL contendo EDTA
(10%). O sangue coletado foi destinado as andlises de contagem total de eritrocitos determinada
em camara de Neubauer utilizando ap6s diluicao 1:200 em solugdo de Dacie, contagem total de
leucocitos e diferencial de leucdcitos realizada em extensdes sanguineas, apos serem
previamente coradas com May-Griinwald-Giemsa-Wright (MGGW) segundo Tavares-Dias e
Moraes (2003). A concentragdo de glicose plasmatica foi determinada com glicosimetro portatil

Accu-Chek® Advantage (Roche Diagndstica, Brasil).

3.2.2.6 Analise histologica

Os mesmos peixes utilizados na coleta de sangue, foram eutanasiados por secc¢ao
medular para a realizacao da coleta de fragmentos das branquias, intestinos, rim, bago, coragao
e figado. Estes fragmentos foram fixados em solu¢do de formalina a 10%, para observacgado de
possiveis alteragdes nos tecidos causadas pela adi¢ao das diferentes concentragdes do dleo de
L. sidoides na dieta. Em seguida, todos os fragmentos dos 6rgaos passaram por desidratacao em
séries de etanol, e seguidamente em xilol, sendo embebidas em parafina a 60 °C. Foram
confeccionados cortes transversais de 5 um de espessura dos 6rgdos. Os cortes foram corados
em hematoxilina e eosina e foi realizada a montagem das laminas, as quais foram analisadas
em microscopio de contraste de interferéncia diferencial (DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2,
Gottingen, Alemanha). As alteragdes histologicas nas branquias, rim, bago, figado, coragdo e
intestino foram avaliadas semi-quantitativamente, atribuindo valores de acordo com o grau de
severidade das lesdes: 0 (auséncia de lesdo), 1 (leve, correspondendo a <25% da area do tecido),
2 (moderada, de 25% a 50 % da area do tecido) e 3 (severa, >50% da area do tecido) de acordo
com método modificado de Schwaiger et al. (1997).

No intestino, adicionalmente, foram avaliadas as caracteristicas morfométricas como:

quantidade, comprimento e largura dos vilos, nimero de células caliciformes, medidas do
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perimetro e 4rea dos vilos, determinadas com auxilio de microscopio de contraste de

interferéncia diferencial (DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2, Gottingen, Alemanha).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as diferencas entre as médias foi utilizada a ANOVA ao nivel de
significancia de 0,05. Antes das analises, os dados passaram por teste de normalidade e
homocedasticidade, sendo que os dados expressos em porcentagem foram normalizados
aplicando-se a transformacao angular. Quando necessario, foi utilizado o teste Tukey para a
determinacdo de diferengas entre as médias. As andlises estatisticas foram realizadas no

software GraphPad Software 4.03 (Inc. 2236 Avenida de la Playa La Jolla, CA 92037, USA).

FORMATACAO DOS CAPITULOS DA TESE

Esta tese estad dividida em dois capitulos, compostos em forma de artigo cientifico. O
Capitulo I refere-se ao artigo aceito no periodico “Brazilian Journal of Veterinary Pathology”,
e o Capitulo II destinado a submissao ao periodico “Aquaculture”. Os capitulos estdo

formatados de acordo com as normas de seus respectivos periddicos.
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Abstract

This study evaluated the in vitro antiparasitic activity of the essential oils of Lippia alba, L.
origanoides and L. sidoides against monogenean parasites of koi carp Cyprinus carpio and its
zootechnical performance in net cages. The oils were obtained from the leaves by hydro
distillation, and the chemical composition was evaluated via gas chromatography. In vitro
assays were performed with each essential oil separately and combined in binary (1:1) and
tertiary (1:1:1) mixtures with the Lippia species at 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L' and two
control groups (grain alcohol and tank water). To determine zootechnical performance, L.
sidoides o1l was added to the feed at 0.00 (control), 0.25, 0.50, 0.75 and 1%, in triplicate and
with 20 fish per net cage fed for 60 days. The best results in vitro against monogeneans were
observed for L. sidoides (40 mg L in 8 min), followed by L. origanoides (40 mg L in 25 min)
and L. alba (40 mg L' in 4 h). Reductions in weight gain, protein efficiency rate and specific
growth rate were observed in diets containing 0.75% of L. sidoides oil in comparison to the
control and the 0.25% diet. There were no significant differences in growth, individual mean
feed intake, apparent feed conversion and parasitological indices. Based on our results, 0.25%
L. sidoides oil showed the best zootechnical performance, but was not effective against koi carp

parasites in vivo.

Keywords: Fish farming, phytotherapics, efficacy, ectoparasites.
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Introduction

Koi carp (Cyprinus carpio) is the most widely cultured ornamental fish species in the
world and the second best-selling exotic species in Brazil after the goldfish (Carassius auratus).
The southeastern and eastern regions have the highest farming volumes of koi carp, and along
with the marketing of other ornamental fish species, they move more than R$ 700 million per
year (50, 74). Despite the economic importance of koi carp, studies on the parasitic issues and
the use of essential oils in the diet as antiparasitic treatment are still scarce. Fish health is a
constant concern of ornamental fish farmers, and the Ministry of Fisheries has launched
manuals of good management practices, as chronic stress and fish losses in the farms occur
mainly in intensive systems with high stocking densities (88, 13). Among intensive culture
systems in net tanks, floating structures have an advantage regarding the easy catching of the
fish and the possibility of growing several species at different stocking densities. However,
intensive systems with high stocking densities can cause stress to animals, because the closer
physical contact among fish can facilitate the proliferation of diseases caused by parasites such
as monogeneans, cestodes and trichodinids (68, 56). The most common monogeneans found in
the gills and skin of koi carp are dactylogyrids (12). In the state of Santa Catarina, Brazil, two
species have been identified, Dactylogyrus extensus Mueller et Van Cleave, 1932 and
Dactylogyrus minutus Kulwiec, 1927 (71). Trichodinids are globally distributed and mainly
parasitise the body surface and gills of fish. Some species can be endoparasites and cause
serious lesions that can serve as a gateway for other pathogenic agents such as bacteria (42, 84).
Regarding the trichodinid species reported in koi carp, Trichodina mutabilis Kazubski and
Migala, 1968 (46) and Trichodina sp. (71) have already been identified in the state of Santa
Catarina. These parasites reproduce rapidly under conditions such as poor water quality, high

stocking density and immunosuppressed hosts, which are most susceptible to severe
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infestations, and can cause mortality in all fish life stages (27), necessitating strict control in
farming systems.

Fish farmers control parasites by using chemicals such as praziquantel, mebendazole
and levamisole (55), but the continuous and inadequate use of these products can result in
serious environmental contamination, pathological changes in fish, risks to human health and
resistance of the pathogens to the active principles of chemotherapeutic agents (64). These
factors have stimulated the search for alternatives to minimise these negative effects. Within
this context, certain plant-based products are effective in the prevention, control and treatment
of bacterial and parasitic diseases in fish (44, 38). Studies have shown that some plants have
antiparasitic properties for fish and other animals (87, 82).

Among the plant species studied for therapeutics are those from the family
Verbenaceae, with emphasis on the genus Lippia, which presents diverse biological activities
and is used for the treatment of respiratory diseases, menstrual disorders and as analgesics and
sedative in humans (40, 39, 18). This genus is native to Brazil and can tolerate various types of
environments, grows rapidly and is rich in essential oils, with yields varying from 2.44 to 4.4%
(92, 89). Among the species with therapeutic importance are bushy matgrass (Lippia alba),
oregano (Lippia origanoides) and pepper rosemary (Lippia sidoides), whose essential oils have
antimicrobial, anticancer, antifungal, antiparasitic and anaesthetic activities (57, 7, 53, 38).

Lippia alba has antimicrobial activity against Aeromonas hydrophila (79), fungicidal
action against Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum and Microsporum gypseum
(19), besides acting as stress reducer in the transport of silver catfish Rhamdia quelen juveniles
(7) and as an anaesthetic for R. quelen (33, 80, 78). Lippia origanoides has antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis (5) and
Aeromonas hydrophila (51), fungicidal action against Aspergillus fumigatus (10) and

antiparasitic effect against monogeneans from tambaqui Colossoma macropomum (77).
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Lippia sidoides presents fungicidal action against Candida spp. (30), antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli (17) and Aeromonas hydrophila (51)
and antiparasitic activity against monogeneans from tambaqui C. macropomum and tilapia
Oreochromis niloticus (38, 77). In view of the positive results regarding the use of these
essential oils, this study aimed to evaluate the efficacy of the essential oils from L. alba, L.
origanoides and L. sidoides against monogenean and trichodinid parasites in koi carp. We
evaluated both in vitro and in vivo effects after dietary supplementation, verifying their impacts
on zootechnical performance.
Material and Methods
Biological material

Koi carp (Cyprinus carpio) used for in vitro and in vivo assays were obtained from
“Vale dos Bettas” fish farm located in the municipality of Biguacu, Santa Catarina State,
Southern Brazil. In vitro and in vivo assays were performed in this farm. For in vitro assays,
parasites were collected from carps with mean weight of 3.61+0.56 g and standard length
4.71£0.54 cm. The in vivo assay was performed in 1.0 x 1.0 x 1.30 m net tanks with 0.5 cm
mesh opening, installed in a pond with approximately 1 hectare of total area. All animal
procedures were approved by the Ethic Committee on Animal Use of Federal University of
Santa Catarina (CEUA/UFSC 1440100217).
Chemical composition of the essential oils

The essential oils were obtained from the leaves of plants cultivated and processed in
the Medicinal Plants and Phytochemistry Laboratory of EMBRAPA Western Amazon,
Manaus- AM, Brazil. After the leaves were collected in the morning, they were dried in a
continuous circulation oven at 45°C for 48 h and then the extraction of the essential oils was

performed by hydro distillation process in a Clevenger type apparatus (56, 70).
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The chemical composition of the oils from L. alba, L. origanoides and L. sidoides was
determined by gas chromatographic method with Agilent 6890 equipment and selective mass
detector Agilent 5973N. The separation of the components was performed on a capillary
column HP5-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) with temperature of 60°C to 240°C and variation
of 3°C m . 1.0 microliter of a solution containing 1% of each oil was injected into the flux
splitter in the ratio of 1: 100 and maintained at 250°C. The relative quantification (%) of the
components of the oils was carried out in gas chromatograph Agilent 6890N, which was
equipped with a flame ionization detector, maintained at 280°C, and by an HP5 capillary
column (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) with the use of hydrogen (1.5 mL min™') as carrier gas.
The identification of the constituents of each oil was performed by comparing the mass spectra
obtained by Wiley 6th edition spectra library and by comparing the calculated retention index
of each component with literature data. The calculation of the index was performed by injecting
a series of n-alkanes in the same analytical conditions used for the other oils (3).

In vitro test of the essential oils of Lippia alba, Lippia origanoides and Lippia sidoides
separately and in combination

Initially, the three oils were tested in vitro at concentrations of 0.25; 0.5; 0.75 and 1.0%
to determine its effectiveness against monogenean parasites, for later testing in vivo. In these
concentrations it was not possible to determine the oils efficacy, since the parasites died
instantly. Thus, the experimental concentrations were changed for 10, 20, 40, 60, 80 and 100
mg L! based on similar studies in the literature (72, 50).

For in vitro tests, koi carps were randomly captured, anesthetized with clove oil (75 mg
L") and euthanized by medullar section for gill arches collection and confirmation of the
presence of monogenean parasites with a dissecting microscope (Carl Zeiss Suzhou co., model
Square 3-B). After confirming the presence of parasites, solutions from the oils of the three

species of Lippia were prepared. The essential oils were diluted in grain alcohol to a stock
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solution of 10% and soon thereafter the concentrations in the following proportions and
treatments were prepared: control with water from fish tank, control with cereal alcohol, L. alba
(10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L), L. origanoides (10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L), L.
sidoides (10, 20, 40, 60, 80 and100 mg L), L. alba + L. origanoides (1:1 to 10, 20, 40, 60, 80
and 100 mg L), L. alba + L. sidoides (1:1 to 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L), L. origanoides
+ L. sidoides (1:1 to 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L), L. alba + L. origanoides + L. sidoides
(1:1:1 to 10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg L™).

The treatments were performed in triplicate in a six well microplate containing a
parasitized gill filament per well. The plates were observed every 15 min for quantification of
dead parasites and behavioral observations, with parasite death confirmed by absence of
movement when stimulated with a needle. At concentrations of 10 and 20 mg L™ of Lippia oils,
parasite immobilization was observed in the first 20 min of exposure, followed by a recovery
of the movements after 50 min, therefore, for effective confirmation of mortality, the parasites
were stimulated with a needle for up to 5 h after the start of the experiment.

In vivo test with Lippia sidoides essential oil supplemented in the diet

The essential oil of Lippia sidoides was selected for the in vivo assay because it
presented higher efficacy against parasites in vitro. The essential oil was added to a commercial
diet already used in the farm, containing 50% crude protein. The essential oil at concentrations
0.25; 0.5; 0.75 and 1.0% was diluted in grain alcohol and added to the feed at the proportion
100 g of alcohol per kg. The oil was weighed with the aid of a digital scale. The essential oil
with its respective concentrations was placed in a hand sprayer and sprinkled on the feed, which
was left to dry for 24 hours at room temperature and then stored in a freezer until the day of its

use (21).
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In vivo assay in net cages

Three hundred carps from the same pond with mean weight of 3.56+0.68 g were
distributed in 1 x 1 x 1.30 m net tanks with 0.5 cm mesh opening. The experimental design
consisted of five treatments, in triplicate: control (commercial feed without addition of essential
oil), 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0% of Lippia sidoides essential oil. The fish were fed twice a day (9
a.m. and 4 p.m.) for 60 days. During this period, water quality parameters remained at the
following values: dissolved oxygen 6.08+1.55 mg L', temperature 20.50+0.88°C, pH
5.40+0.82, electrical conductivity 40.73+6.52 uS ¢cm™ and total suspended solids 19.25+4.20
mg L measured with multiparameter instrument (Hanna HI 9828), total ammonia 0.58+0.27
mg L' and nitrite 0 mg L' measured with commercial colorimetric kit (Alcon pet®) and
transparency 24.17+1.83 cm measured with Secchi disk. At the beginning of the experiment
and at the times of 30 and 60 days, biometrics of all the fish were performed for the calculation
of zootechnical indexes and samples of six fish per experimental unit were collected for
parasitological analysis.
Growth performance parameters

The calculations of daily weight gain, protein efficiency rate, mean individual feed
intake, apparent feed conversion, specific growth rate and survival rate were performed using
the formulas (30):
Weight gain (g) = mean final weight (g) — mean initial weight (g).
Protein efficiency rate (PER) = weight gain (g) / ingested crude protein (g).
Mean Individual Feed Intake (MIFI) = provided feed (kg)/number of fish
Apparent feed conversion (AFC) = MIFI / [(mean final weight (g) — mean initial weight (g)].
Specific Growth Rate (SGR) = 100 x (In mean final weight — In mean initial weight) / time

Survival Rate (SR) = 100% x (final number of fish/initial number of fish).
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Parasitological analysis

Six fish per experimental unit were anesthetized in clove oil solution (75 mg L) and
euthanized by brain section for collection of the branchial arches and mucus scraping. Gill
arches were initially bathed in water at 55°C and then fixed in 70% ethanol. Mucus scraping
was fixed in 70% ethanol and analyzed under microscope.

The quantification of parasites was calculated using the prevalence rate, mean intensity
(41) and average parasite abundance (14). The monogeneans found in the experiment were
mounted in Hoyer's medium between glass slide and cover slip for observation of sclerotized
structures such as copulatory complex, horseradish bar, hooks and anchors (26), and identified
according to (58) and (45). For trichodinids, the Klein method of silver impregnation (43) was
applied for parasite identification (60, 77, 24).
Statistical analysis

To evaluate the differences among the means, ANOVA was applied with significance
level 0f 0.05. Before the analysis, the data were tested for normality and homoscedasticity, and
the data expressed as percentage were normalized by applying angular transformation. When
necessary, Tukey test applied to confirm differences among means. Statistical analyzes were
performed on GraphPad 4.03 software (La Jolla, CA, USA).
Results
Chemical composition of the essential oils

The results of the analysis of the chemical composition of L. sidoides, L. origanoides
and L. alba are shown in Figure 1. For L. sidoides, 100% of the chemical components were
quantified and 99.4% identified. The compounds with the highest percentages were thymol
(72.2%), p-cymene (8.15%) and (E)-caryophyllene (4.9%). In L. origanoides, 100% of the
compounds were quantified, and the most abundant ones were identified as p-cymene (37%),

carvacrol (14%), y-terpinene (11.6%) and linalool (6%). In L. alba, 100% of the compounds
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were quantified, and 97.9% of the compounds were identified. The major constituents were
carvone (58.2%), limonene (19.2%) and D-germacrene (3.8%).
In vitro test of the essential oils of Lippia alba, Lippia origanoides and Lippia sidoides
separately and in combination

The best result was assumed as the lowest concentration that killed monogenean
Dactylogyrus minutus and Dactylogyrus extensus within the shortest time. Best results were
obtained with L. sidoides and L. origanoides assessed separately, while the worst results were
observed in the treatments containing only L. alba essential oil (Table 1). The treatments that
presented 100% mortality with the lowest essential oil concentration within the shorted time
were as follows: L. sidoides (> 40 mg L' in 8 min), L. origanoides (> 60 mg L' in 9 min) and
L. alba + L. origanoides (> 60 mg L' in 12 min).
In addition, in solutions containing concentrations of essential oils above 20 mg L', the
monogenean parasites presented continuous contortions, followed by alterations in the body
shape and the appearance of oedema, vacuolisation of internal structures and rupture of the
internal membrane. There was a temporary neutralisation of parasite movements, even with
needle stimulation, after the first 20 min of exposure to essential oils at concentrations of 10
and 20 mg L' and recovery of the movements after 50 min of the experiment in all treatments,
with subsequent parasite mortality.
In vivo test with essential oil of Lippia sidoides

In the present study, the monogeneans Dactylogyrus minutus and Dactylogyrus
extensus and the trichodinids Trichodina reticulata Hirschmann et Partsch, 1955, Trichodina
heterodentata Duncan, 1977 and Trichodina sp. were identified. There was no fish mortality in
any of the treatments; however, reductions in weight gain, protein efficiency rate and specific
growth rate were observed in fish fed diets containing 0.75% of essential oil from L. sidoides

in comparison to the control group and the animals fed a diet containing 0.25% of essential oil.
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The other parameters did not present significant differences (p > 0.05) among treatments (Table
2).

Regarding parasitological analysis, there was a prevalence of 83.33 to 55.56% of
monogeneans in concentrations of 0.25 and 0.50% of the oil in the diet after 60 days of
supplementation. Among the trichodinids, the prevalence was 100 and 66.67% at
concentrations of 0.25 and 1.0% of the oil in the diet in 60 days. Parasitological indices such as
prevalence, mean abundance, mean dominance and mean intensity of the identified groups did
not show significant differences (p > 0.05) among treatments, both at 30 and 60 days (Tables 3
and 4).

Discussion
Chemical composition of the essential oils of Lippia spp.

In this study, different species of the genus Lippia presented different major
compounds, corroborating other authors (76), who also found variations in the content and
chemical composition of the essential oils of the same plant species. These variations in the
chemical composition of Lippia may be related to soil type, environmental factors, collection
period, seasonal variation and month (73, 37).

Analyses of the chemical composition of L. sidoides oil indicated that thymol and p-
cymene are the major chemical components. These results corroborate those obtained in other
studies (21, 28, 51, 77), which, although obtaining different percentage values, also listed
thymol and p-cymene as the most abundant components in the essential oil of this species.
Studies with isolated thymol have proven its antimicrobial activity. A comparison between the
antimicrobial activity of Lippia sidoides oil and its major compound, thymol, against bacteria
(Streptococcus aureus, S. mutans, Klebsiella pneumoniae, Providencia rettgeri, Enterobacter
cloacae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli) was

performed, and there were no differences in antimicrobial effects between essential oil and
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isolated thymol, evidencing that it is the component responsible for the antimicrobial activity
(86). Thymol alone, at a concentration of 10 mg mL™, has antibacterial activity against S.
mutans (13).

In L. origanoides oil, p-cymene was the most abundant compound, followed by
carvacrol and y-terpinene. These results differ from those obtained in other studies (51, 4), who
found a higher proportion of carvacrol (41.1-49.7%), with p-cymene being the second most
abundant compound. Isolated carvacrol from L. origanoides showed antifungal activity against
A. fumigatus and A. flavus (10), and p-cymene from the same plant was effective against
Trypanosoma cruzi and Leishmania chagasi (28). In L. alba essential oil, the major compounds
were carvone and limonene. Carvone ranged from 54.5 to 61.7% and limonene from 17.5 to
23.1%, similar to previous results (39, 76). Isolated carvone has antifungal, antimicrobial, anti-
quorum sensing, insecticidal and insect-repellent properties (66, 11, 67).

In vitro analysis of the essential oils of Lippia spp. against monogeneans of koi carp

Essential oil of L. sidoides showed 100% efficacy in vitro against Koi carp
monogeneans at 40 mg L' for 8 min. This dose was lower than those used in other effective
treatments against monogenean parasites from other fish species (50, 72). A 100% efficacy in
vitro for L. sidoides essential oil was observed against monogeneans from tambaqui after 10
min exposure to 320 mg L', while those exposed to 160 mg L' showed total mortality only
after 1 h (76). Other studies report 100% mortality of the monogeneans Cichlidogyrus tilapiae
Paperna, 1960, Cichlidogyrus thurstonae Ergens, 1981, Cichlidogyrus halli, Price and Kirk,
1967 and Scutogyrus longicornis Paperna and Thurston, 1969 from Nile tilapia with L. sidoides
oil at 160 mg L™ for 60 s. (38). One hundred efficacy was found for Melaleuca alternifolia and
Mentha piperita essential oils against monogeneans from pacu Piaractus mesopotamicus at 400

mg L and for Copaifera duckei oleoresin at 100 mg L™ after 60 min (20).
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In the present study, oedema, vacuolisation and lysis of monogenean parasites were
produced by essential oils from all Lippia species at concentrations of 40, 60, 80 and 100 mg
L. Similar observations have been reported in other studies (20) with copaiba (C. duckei)
oleoresin, which produced swelling and lysis of the monogenean parasites from P.
mesopotamicus, suggesting that its mode of action affected the cell membrane permeability.
The same effect occurred with oils from Lavandula angustifolia, Melaleuca alternifolia and
Mentha piperita, resulting in signs of swelling, vacuolisation, lysis and death of trophonts of
Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876 from pacu P. mesopotamicus (85). Swelling and lysis
have also been reported in studies with trophonts of I multifiliis from grass carp
(Ctenopharyngodon idella), which showed transparent bubbles in the plasma membrane,
damage to the cytoplasm, loss of membrane integrity and death after exposure to cynatratoside-
C extracted from Cynanchum atratum root (35). These effects, classified as permeabilisation of
the cellular membrane, were observed in the protozoan parasite 1. multifiliis from the gills of
the channel catfish Ictalurus punctatus when exposed to pentagalloylglucose, extracted from
Galla chinensis (90). The temporary neutralisation of parasites at concentrations of 10 and 20
mg L' in all treatments may be related to the anaesthetic action exerted by L. alba, L.
origanoides and L. sidoides (70, 76). Thus, this result serves as an alert for a careful use of
Lippia essential oils for in vitro tests against monogeneans, since this neutralising effect may
mask the result over the mortality time of the parasites. Therefore, cautious monitoring of the
exposure time of organisms to solutions that present compounds with anaesthetic potential is
recommended.

In vivo test with essential oil of Lippia sidoides

Monitoring zootechnical performance during in vivo tests with phytotherapics is

fundamental to verify if the tested product has some anti-nutritional factors which could result

in impaired growth and survival. In the present study, fish fed 0.75% essential oil showed
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reductions in zootechnical performance compared to control fish; however, those fed 1%
essential oil did not demonstrate such results. Regarding growth, some studies have shown
positive effects of essential oil in the diet. For example, dietary supplementation with essential
oil from clove basil (Ocimum gratissimum) was tested for Nile tilapia over a period of 55 days
and resulted in higher weight gain at the lowest concentration tested (0.5%) (14). The inclusion
of 0.1% essential oil from sweet orange (Citrus sinensis) in the diet of tilapia over a period of
90 days also resulted in increased weight gain (2). On the other hand, there were no differences
in weight gain for tilapia fed essential oil from lemon (Citrus limon) peel for 60 days (8)
Similarly, tilapia fingerlings fed microencapsulated essential oils from oregano, cinnamon,
rosemary and pepper extract for 69 days showed no difference in growth and apparent feed
conversion (16).

In the present study, L. sidoides oil did not influence parasite load after 60 days. For
trichodinids, there was a prevalence of 100 and 66.67%, a mean intensity of 6.33 and 9.89 at
concentrations of 0.25 and 1.0% of L. sidoides essential oil, respectively. In the form of
therapeutic baths, 3 ppt of garlic oil showed 74% efficacy after 1 h exposition against
Trichodina in Nile tilapia and 100% efficacy using crude garlic and Indian almond extracts at
800 ppm 2 days after treatment; however, the parasites reappeared after two weeks (1). The
aqueous extract from Artemisia vulgaris at 800 mg L™ of garlic for 5 days was effective against
Trichodina sp. and Aeromonas hydrophila in tilapia (62).

In the present study, the parasitological indices of koi carp fed 0.25; 0.5; 0.75 and 1%
L. sidoides essential oil were similar to those of the control at 30 days of feeding. There was no
reduction in the parasitic load of the fish in the experimental period, with a prevalence of
72.22% and a mean intensity of 1.91 at the concentration of 1%, while the control had a

prevalence of 66.67% and a mean intensity of 2.06.
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Throughout the experimental period, the highest and lowest parasite prevalence values
were 83.33 to 55.56%, with mean intensities of 8.27 to 4.72 at concentrations of 0.25 and 0.50%
of'the oil, evidencing that L. sidoides essential oil was not effective at the concentrations tested
for monogeneans (Table 3).

Similarly, in studies with pufferfish Takifugu rubripes fed peppermint and cinnamon
oils at 2.5 g kg for 20 days, there was no effect on parasitism by Heterobothrium okamotoi
Ogawa, 1991, (41). Ineffectiveness was also identified regarding dietary supplementation with
ginger extract against Gyrodactylus turnbulli Harris, 1986, in Poecilia reticulata (49). In this
study, both the control and treatments had similar results regarding parasitological indices.

Different from the present study, in other studies, phytotherapeutics in the diet have
shown positive results against monogeneans. Garlic extract at 50 and 150 mL kg™ in the diet of
Lates calcarifer reduced the prevalence and intensity of Neobenedenia sp (59). Studies using a
hydroalcoholic extract of propolis and an aqueous extract of 4loe (1:1) at 0.5, 1 and 2% for 15
and 21 days in Nile tilapia found a reduction in the prevalence and mean intensity of gill
monogeneans (Dactylogyridae) (24). Dietary supplementation with 10 and 20% dry garlic
powder reduced the prevalence of dactylogyrid monogeneans in P. reticulata (32), and an
aqueous rosemary (Rosmarinus officinalis) extract in the diet of Cyprinus carpio for 10, 20 and
30 days reduced the mean intensity of parasitism by the monogenean D. minutus after 20 days
of treatment (93). It is possible that in the present study, the tested doses of L. sidoides essential
oil were not high enough to eliminate parasites, and that higher concentrations would be
required. In another study, grass carp (Ctenopharyngodon idella) co-infected with D.
ctenopharyngodonid and I. multifiliis were fed 4% Astragalus membranaceus, Allium sativum,
Morus alba and Glycyrrhiza uralensis and treated with baths containing ginger extract at 4 mg

L, reaching 100% effectiveness at 28 days of treatment (34).
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On the other hand, L. sidoides essential oil may work better as a dietary
immunostimulant, which could be confirmed with a bacterial challenge, because, although not
reducing parasitism, there was no fish mortality, even with a prevalence of 100%, which
reinforces its possible use as immunostimulant. In rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed
0.001% essential oil from Ducrosia anethifolia for 60 days and challenged with Yersinia
ruckeri, the oil showed a high effectiveness, improving the immune response and preventing
fish mortality (23). Diets supplemented with 0.05% essential oil from oregano (Origanum
heracleoticum) reduced the mortality of catfish Ictalurus punctatus challenged with A.
hydrophila by 60% (91). Dietary treatment is the preferred way for the administration of
therapeutic products to fish, allowing treatment of fish of all sizes and in all life stages and
preventing mortality. As there is no need to capture individuals, stress and injuries are largely
avoided, and in addition, other diseases can be treated simultaneously, resulting in lower costs
and increased immune responses and and resistance to diseases (48, 14).

Dactylogyrus minutus and D. extensus, observed in this study parasitising koi carp
gills, are generally found in these organs and can also occur in the nasal cavities of fish (65).
This corroborates the findings of other studies with koi carp, where D. minutus was the most
abundant parasite in the gill filaments of this fish (26, 71). In the present study, 7. reticulata, T.
heterodentata and Trichodina sp. were identified on the body surface of koi carp (54), while in
another study, T. reticulata was identified for the first time in Brazil, parasitising the skin of C.
auratus, which belongs to the same family as the koi carp (71). The species of Trichodina are
not specific for koi carp, with 7. reticulata occurring in C. carpio (25) and T. heterodentata in
the common carp C. carpio (9) and in the piaucu Leporinus macrocephalus (84). Trichodina
heterodentata has also been reported in Rhinella pombali tadpoles (29). Trichodinids are the
parasitic agents that most affect fish worldwide (43); they are generally found in the skin and

gills, where they cause itching, irritation and other clinical signs. In outbreaks of these parasites,
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fish present necrosis of the epidermis and erosion of the fins. Carps with immunosuppression
or disease may be more affected by trichodinids (68), which serves as a justification for future
studies to check the effects of the essential oils on the immune response, and consequently, on
disease resistance.
Conclusion
The essential oil from L. sidoides was effective in vitro against monogenean parasites
at concentrations of 40, 60, 80 and 100 mg L. However, it was not effective in the in vivo test
against koi carp parasites at 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0% in the diet. No improvement of the
zootechnical performance of the fish was found. Further studies are recommended with other
doses to verify its potential to increase disease resistance by enhancing the immune response,
as well as the use of the oil in therapeutic baths to reduce parasitism.
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364 Table 1: In vitro test with crescent levels of essential oils from Lippia alba, Lippia origanoides and Lippia
365  sidoides, separately and in combination, at 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg L', with water control and grain alcohol
366  control.

Final number

Concentration of Mortalitv time Initial number of dead Mortality rate
essential oils (mg L) Y of parasites : (%)
parasites
Water control 3 h 57 min 23 23 100.00
Alcohol control 5h29 min 19 15 78.95
L. alba

10 4 h 47 min®"* 19 16 84.21

20 4 h 48 min®* 29 27 93.10

40 4 h 24 min®* 38 29 76.32

60 4 h 12 min®* 32 25 78.13

80 3 h 17 min®* 25 23 92.00
100 3 h 12 min®* 30 30 100.00

L. origanoides
10 2 h 24 min® 19 19 100.00
20 1 h 45 min® 16 16 100.00
40 25 min® 18 18 100.00
60 9 min® 18 18 100.00
80 7 min® 20 20 100.00
100 5 min® 18 18 100.00
L. sidoides

10 2 h 58 min® 20 20 100.00

20 1 h 26 min® 17 17 100.00

40 8 min® 25 25 100.00

60 6 min® 19 19 100.00

80 7 min® 24 24 100.00

100 5 min® 17 17 100.00

L. alba + L. origanoides

10 4 h 27 min®* 28 21 75.00

20 4 h 53 min®* 25 16 64.00

40 4 h 5 min®* 21 12 57.14

60 12 min® 23 23 100.00

80 11 min® 20 20 100.00

100 8 min® 22 22 100.00

L. alba + L. sidoides

10 4 h 6 min®* 16 4 25.00

20 4 h 6 min®* 24 14 58.33

40 2 h 23 min® 17 17 100.00

60 20 min® 21 21 100.00

80 19 min® 30 30 100.00
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368

369
370
371

372
373
374
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100 6 min* 16 16 100.00
L. origanoides + L. sidoides

10 4 h 38 min®* 18 12 66.67
20 4 h 37 min®* 18 9 50.00
40 4 h 26 min®* 47 22 46.61
60 1h 3 min® 26 26 100.00
80 8 min® 31 31 100.00
100 6 min® 22 22 100.00
L. alba + L. origanoides + L. sidoides

10 4 h 17 min®* 14 12 85.71
20 4 h 12 min®* 15 13 86.67
40 3 h 16 min® 27 27 100.00
60 32 min® 43 43 100.00
80 10 min* 26 26 100.00
100 9 min¢ 39 39 100.00

* Identical to water control * Identical to alcohol control. Different letters indicate significant

difference (p<0.05) among concentrations in the same treatment, by Tukey’s test.

Table 2: Zootechnical parameters (mean+standard deviation) from koi carp fed supplemented diets with different

concentrations of Lippia sidoides essential oil. WG: weight gain, SL: standard length, PER: protein efficiency rate,

MIFI: mean individual feed intake, AFC: apparent feed conversion, SGR: specific growth rate, SR: survival rate.

Concentration of essential oil of Lippia sidoides

Parameters ~ Control 0.25% 0.50% 0.75% 1.0% p
WG 3.79+0.44%  3.89+0.31* 2.67+0.29% 2.38+0.70° 3.23+0.56*® 0.011
SL (cm)  3.54+0.18  3.48+0.22  3.29+0.57  3.26+0.32  3.61+0.65 0.812
PER 0.92+0.13%  0.94+0.10*  0.67+0.08%°  0.58+0.17° 0.80+0.13®® 0.020
MIFI 0.07£0.00  0.07£0.00  0.07£0.00  0.07£0.00  0.07£0.00  0.294
AFC 0.02+0.00  0.02+0.00  0.03+0.00  0.03£0.00  0.02£0.00  0.069
SGR 6.32+0.73*  6.48+0.52% 4.45+0.48®° 3.97+1.16° 5.38+0.93% 0.011

SR (%) 100 100 100 100 100 -

WG: weight gain, SL: standard length, PER: protein efficiency rate, MIFI: mean individual feed

intake, AFC: apparent feed conversion, SGR: specific growth rate, SR: survival rate. Different

letters indicate significant difference among treatments by Tukey’s test (p<0.05).
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Table 3: Parasitological indexes (mean =+ standard deviation) of monogeneans from koi carp in net tanks, fed

control and supplemented diets with 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1% of essential oil from Lippia sidoides.

30 Days 60 Days

TR IS P(%) MA MD MI P (%) MA MD MI
0.00 M 0 0 0 0 0 0 0 0

G 66.67 1.44£1.01 0.05+0.03 2.06+1.29 72.22 2.56+1.58 0.15+0.09 3.42+1.77
0.5 M 0 0 0 0 0 0 0 0

G 66.68 3.22+1.82 0.82+1.16 3.38+1.84 83.33 6.89+2.83 0.21+0.08 8.27+3.40
0.50 M 0 0 0 0 0 0 0 0

G 61.11 3.50£6.06 0.06+0.1 4.20+7.27 55.56 2.56x1.66 0.09+0.06 4.72+1.39
075 M 0 0 0 0 0 0 0 0

G 6148 1.67£1.74 0.06+£0.06 2.22+1.95 66.67 3.83+£2.20 0.09+0.05 5.40+1.31
1.00 M 0 0 0 0 0 0 0 0

G 7222 2.112091 0.06+0.02 1.91+0.62 77.78 3.83£2.58 0.17+0.11 5.58+3.45

Treatment (TR), prevalence (P%), mean abundance (MA), mean dominance (MD), mean

intensity (MI), infestation site (IS), gills (G), mucus from body surface (M).

Table 4: Parasitological indexes (mean+tstandard deviation) of trichodinids from koi carp in net tanks, fed control

and supplemented diets with 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1% of essential oil from Lippia sidoides.

30 Days 60 Days
TR IS P (%) MA MD MI P(%) MA MD MI
0.00 M 88.89 9.1743.24 0.28+0.1 10.08+1.72 77.78 2.83+2.36 0.17+0.14 3.35+2.72
G 0 0 0 0 0 0 0 0
0.95 M 8333 4.6140.75 0.18+0.03 5.56+0.21 88.89 3.61+1.41 0.11+0.04 4.00+1.24
G 0 0 0 0 0 0 0 0
0.50 M 83.33 34.89442.06 0.24+0.11 16.87+£7.91 100 6.06+2.27 0.23+0.08 9.89+6.09
G 0 0 0 0 0 0 0 0
0.75 M 77.78 7.78£6.01 0.27£0.21 9.37+6.64 100 9.28+6.09 0.23+0.15 9.28+6.09
G 0 0 0 0 0 0 0 0
1.00 M 9444 8.56+4.58 0.25+0.13 8.9844.33 66.67 3.67£2.72 0.16+0.12 6.33+6.04
G 0 0 0 0 0 0 0 0

Treatment (TR), prevalence (P%), mean abundance (MA), mean dominance (MD), mean

intensity (MI), infestation site (IS), gills (G), mucus from body surface (M).
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CAPITULO IT
Parametros histopatologicos e hematolégicos de carpa koi (Cyprinus carpio) alimentadas

com racao suplementada com éleo essencial de Lippia sidoides
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“Highlights”

- Oleo essencial de Lippia sidoides, e seu efeito sobre os 6rgaos da carpa koi mantida em tanque-
rede.

- Influéncia da ragdo suplementada com o6leo essencial de Lippia sidoides sobre o rim e coracao
da capa koi.

- Ac¢ao do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre a hematologia da carpa koi em tanques-rede

por 30 e 60 dias.

Resumo

Os 6leos essenciais vém sendo estudados por promoverem respostas ao sistema imunologico,
crescimento, estimulante da mucosa do intestino, figado e pancreas para melhor absorcao de
nutrientes. No entanto, sdo poucos os estudos voltados aos possiveis efeitos histologicos e
hematoldgicos em peixes ornamentais. Este estudo avaliou os efeitos da inclusdo do dleo de
Lippia sidoides aspergidos na racao sobre os parametros hematologicos e histopatoldgicos da
carpa koi Cyprinus carpio. O 6leo foi obtido pelo método de hidrodestilagao e seus constituintes
quimicos identificados por cromatografia acoplada a espectrofotdmetro de massa. As dietas
foram preparadas com a inclusao de 0,0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0% do 6leo de L. sidoides na ragao,
em triplicata. Um total de 300 carpas com peso médio inicial de 3,56+0,68 g foram distribuidas
aleatoriamente em 15 tanques-rede e alimentadas duas vezes ao dia. Ao final de 30 e 60 dias de
alimentacao, foram retirados cincos peixes por unidade experimental para analise histologica e
hematologica. A analise histopatologica do tecido renal apresentou dilatagdo dos capilares na
concentracao de 1,0% do oleo de L. sidoides aos 60 dias de alimentacao, em relagao a 0,0, 0,25,
0,50, 0,75%. O coragdo apresentou maior infiltracao eosinofilica no periodo de 60 dias em
relagdo a 30 dias. Os parametros hematologicos ndo foram alterados em nenhuma das
concentragdes do 6leo. Os principais compostos quimicos identificados no dleo de L. sidoides
foram o timol (72,2%), p-cimeno (8,15%) e (E)-cariofileno (4,9%). Concluiu-se que a
suplementagao dietaria com 6leo essencial de Lippia sidoides até 1% por 30 dias € seguro e ndo

causa alteracdes deletérias na carpa koi.

Palavras-chave: peixe ornamental, fitoterapico, tanque-rede, dieta, hematologia

Abstract
Essential oils have been studied for promoting immune system responses, growth, intestinal

mucosal stimulant, liver and pancreas for better nutrient absorption. However, there are few
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studies on the possible histological and hematological effects on ornamental fish. This study
evaluated the effects of inclusion of sprayed Lippia sidoides oil on the diet on the hematological
and histopathological parameters of koi Cyprinus carpio carp. The oil was obtained by
hydrodistillation method and its chemical constituents identified by chromatography coupled
to mass spectrophotometer. The diets were prepared with the inclusion of 0.0; 0.25; 0.5; 0.75
and 1.0% of L. sidosides oil in the diet, in triplicate. A total of 300 carps with initial average
weight of 3.56 + 0.68 g were randomly distributed in 15 net tanks and fed twice a day. After 30
and 60 days of feeding, five fish were removed per experimental unit for histological and
hematological analysis. Histopathological analysis of renal tissue showed dilatation of the
capillaries at a concentration of 1.0% of L. sidosides oil at 60 days of feeding, compared to 0.0,
0.25, 0.50, 0.75%. The heart presented greater eosinophilic infiltration in 60 days compared to
30 days. Hematological parameters were not altered at any of the oil concentrations. The main
chemical compounds identified in L. sidoides oil were thymol (72.2%), p-cymene (8.15%) and
(E) caryophyllene (4.9%). It was concluded that dietary supplementation with Lippia sidosides
essential oil up to 1% for 30 days is safe and does not cause deleterious changes in koi carp.

Key words: ornamental fish, phytotherapic, net cage, diet, hematology.

1. Introducio

O interesse por peixes ornamentais tem sido crescente e continuo no Brasil € no mundo.
De acordo com dados da INFOFISH international (2016), em 2014, Singapura ocupava a
lideranga no ranking em exportacdo de peixes ornamentais, faturando no referido ano US$
69,32 milhdes, sendo considerada a capital do pescado ornamental do mundo, contribuindo com
cerca de 20% da oferta total. Até hoje, continua sendo o principal centro de comércio na Asia,
seguida pelo Japao (US § 41,34 milhdes), mantendo estavel a participacdo no mercado devido
ao seu nicho de carpas koi Cyprinus carpio. Em terceiro lugar, destaca-se a Republica Checa
com fornecimentos US $ 32,0 milhdes, seguida pela Tailandia (US $ 23,31 milhdes), Malasia
(US $ 22,62 milhoes), Indonésia (US $ 21,54 milhdes), Israel (US $ 19,04 milhdes), Brasil (US
$ 18,52 milhdes), Sri Lanka (US $ 13,1 milhdes) e Colombia (US $ 12,3 milhdes).

Neste mercado, diversas espécies estdo sendo cultivadas e comercializadas. Dentre as
espécies mais cultivadas no Brasil estdo as exoticas, por apresentarem algumas vantagens, tais
como, rusticidade ao manejo, tolerancia a variacdes de temperatura, dominio do processo

reprodutivo em cativeiro, adaptagdo a varios sistemas de cultivo e aceitacdo de diversos itens
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alimentares, o que facilita sua criagdo por parte de profissionais e robistas (ABINPET, 2018;
Faria et al., 2016 Giannecchini et al., 2012; Rothbard et al., 2010).

Entre os peixes exoéticos cultivados no Brasil que apresentam tais caracteristicas estao
as carpas koi (Cyprinus carpio), que possuem grande demanda e elevado valor comercial
ocupando a segunda posi¢ao entre os peixes ornamentais mais cultivados e comercializados no
mercado nacional (Magalhaes e Jacobi, 2010; Secex, 2016). Apesar das carpas possuirem
facilidade em aceitar alimentos exdgenos, ainda nao se tem relato de estudos com 6leo essencial
de Lippia sidoides na racdo, avaliando as possiveis alteracdoes hematoldgicas e histologia dos
orgaos da carpa koi, uma vez que os Oleos essenciais tém apresentado bons resultados na
aquicultura (Dehghan et al., 2016; Ngugi et al., 2017; Silva et al., 2019; Zheng et al., 2009).

Os o6leos essenciais de plantas sdo compostos complexos de substancias volateis,
liquidas, lipofilicas e geralmente odoriferas, sendo extraidos de varias partes dos vegetais, tais
como cascas, caule, frutos, sementes e principalmente de folhas (Harbone,1984; Traesel et al.,
2011; ISSO 9235, 2013). Estes compostos vegetais estdo sendo testados em animais aquaticos
em formas de banho terapéutico, tratamento profilatico, redutor de estresse (Teixeira et al.,
2018), anestésicos, sedativos e na alimentagdo (Hashimoto et al., 2016; Souza et al., 2018; Toni
et al., 2014). Na nutricao, os 6leos vegetais estao sendo utilizados para melhorar o desempenho
zootécnico (Hassaan e Soltan, 2016), aumentar a imunidade dos animais (Dehghan et al., 2016;
Vazirzadeh et al., 2017), reduzir a mortalidade frente a infec¢des bacterianas (Acar et al., 2015;
Gulec et al., 2013), como imunomoduladores (Ngugi et al., 2017;) e como tratamentos
terapéuticos para diversos patdogenos na aquicultura (Acar et al., 2015; Baba et al., 2017; Santos
et al., 2017; Silva et al., 2019).

Dentre os vegetais ricos em 0leos essenciais € com diversas atividades bioldgicas esta
o género Lippia. Este género ¢ de origem brasileira e tem tolerancia a varios tipos de ambientes.
Além de crescimento vegetativo rapido, € rico em dleos essenciais, com rendimento que pode
variar de 2,44 a 4,4% (Yamamoto, 2006; Zoghbi et al., 1998). Das inimeras espécies deste
género, se destaca a Lippia sidoides, conhecido como alecrim-pimenta, esta espécie detém
diversas atividades biologicas comprovadas, como antifiingica contra Candida spp. (Fontenelle
et al., 2007). Na aquicultura, o 6leo tem sido avaliado como antibacteriano contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Castro et al., 2011), Aeromonas hydrophila (Majolo
et al, 2017) e como antiparasitario contra monogenoides de tambaqui, Colossoma

macropomum e tilapia, Oreochromis niloticus (Hashimoto et al., 2016; Soares et al., 2017).



109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

84

Apesar das diferentes formas de aplicagdo dos 6leos vegetais nos animais aquaticos,
pouco se conhece sobre seus efeitos sobre os pardmetros hematologicos e histologicos apods
incorpora¢do na ragao de peixes ornamentais.

Os parametros hematoldgicos sdo ferramentas uteis para diferentes diagnodsticos na
aquicultura, sendo estes empregados para diversas espécies e com varias finalidades, inclusive
para avaliar possiveis mudancas causadas pela utilizagdo de fitoterapicos (Brum et al., 2017;
Ranzani-Paiva et al., 2013; Chagas et al., 2016; Silva et al., 2019). Dentre as alterag¢des
analisadas estdo o aumento ou reducdo no numero de basodfilos, leucocitos, monocitos,
neutrdfilos, hematdcrito, eritrocitos (RBC) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(Harikrishnan et al., 2012; Jeronimo et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Panjvini et al., 2016).

Para peixes ornamentais, a histologia e a hematologia tém sido pouco empregadas € o
namero de estudos sdo reduzidos. Dada a relevancia destas analises e a importancia do uso dos
0leos essenciais como promotores de crescimento e tratamento de enfermidades na criacao de
peixes ornamentais, se faz necessario conhecer os eventuais efeitos adversos e o
estabelecimento de doses-limites para o uso seguro destas substancias. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo na ragdo com oOleo essencial de Lippia
sidoides sobre os parametros hematologicos e histoldgicos de carpa koi.

2. Material e Métodos
2.1 Material biolégico

As carpas koi com peso médio de 3,56+0,68 g e comprimento padrao de 4,71+0,54 cm
foram adquiridas da piscicultura Vale dos Bettas, localizada no municipio de Biguagu, no
estado de Santa Catarina. O ensaio in vivo foi desenvolvido na propria fazenda, realizado em
tanques-rede de 1,0 x 1,0 x 1,30 m com 0,5 cm de abertura de malha, instalados em uma represa
com aproximadamente 1 hectare de area total. Todos os procedimentos com os animais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC 1440100217).

2.2 Obtencao e composicio quimica dos dleos essenciais

O dleo essencial foi obtido a partir das folhas de plantas cultivadas e processadas no
Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da EMBRAPA Amazo6nia Ocidental,
localizado em Manaus, Amazonas. Apds a coleta das folhas pela manha, elas foram secas em
estufa de circulagdo continua de ar a 45°C por 48 h e em seguida foi realizada a extragdo do
6leo essencial pelo processo de hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger (Silveira et al.,

2012; Matos, 2007).
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A composicdo quimica do o6leo de L. sidoides foi determinada pelo método de
cromatografia em fase gasosa com equipamento Agilent 6890, e detector seletivo de massas
Agilent 5973N. A separa¢do dos componentes foi realizada em uma coluna capilar HP5-MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) com temperatura de 60° a 240°C, com varia¢do de 3°C min™'. Foi
injetado 1,0 pL de uma solucdo contendo 1% de cada 6leo no divisor de fluxo na proporc¢ao de
(1: 100) e mantido a 250 °C. A quantificagdo relativa (%) dos componentes dos dleos foi
realizada em cromatografo a gas Agilent 6890N, que foi equipado com um detector de
ionizacao por chama, mantido a 280 °C, e por uma coluna capilar HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25
um) com a utilizagdo de hidrogénio (1,5 mL.min™") como gas carreador. A identificagio dos
constituintes de cada dleo foi realizada por comparagdo de espectro de massas obtido por
biblioteca de espectros Wiley 6th edition e por comparacao do indice de retengdo calculado de
cada componente com dados da literatura. O célculo do indice foi realizado por inje¢do de uma
série de n-alcanos nas mesmas condigdes analiticas empregadas para os demais 6leos (Adams,
2007).

2.4 Teste in vivo com o 6leo de Lippia sidoides suplementado na ragao
2.4.1 Preparo das dietas experimentais

O oleo essencial de Lippia sidoides foi adicionado em uma ragdo comercial com 50%
de proteina bruta, a qual os peixes ja estavam adaptados. O 6leo essencial nas concentragdes
0,0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0% foi inicialmente pesado com auxilio de uma balanca digital e
posteriormente diluido em alcool de cereais na proporgao 100 g de alcool por quilo de ra¢ao. O
mesmo procedimento de pesagem foi efetuado para a racdo comercial contendo 50% de
proteina bruta, destinada a adigdo dos 6leos para o experimento. O 6leo com suas respectivas
concentragdes foi adicionado em um pulverizador manual e aspergido nas ragdes, que passaram
por secagem por 24 h em temperatura ambiente e, posteriormente, foram armazenadas em
freezer (-20 °C) até o dia da sua utilizagdao de acordo com Dairiki et al. (2013).

2.4.2 Ensaio em tanques-rede

Foram utilizadas 300 carpas com peso inicial médio de 3,56 = 0,68 g, provenientes do
mesmo acude, as quais foram distribuidas homogeneamente em tanques-rede de 1 x 1 x 1,30
m, com 0,5 cm de abertura de malha. O desenho experimental constituiu-se de cinco
tratamentos, em triplicata: controle (racdo comercial sem adi¢do de 6leo essencial), 0,25, 0,50,
0,75 e 1,0% do 6leo de Lippia sidoides. Os peixes foram alimentados duas vezes por dia (9:00
a.m. e 4:00 p.m.) por um periodo de 60 dias. Ao final de 30 e 60 dias foram realizadas coletas

de amostras de cinco peixes por unidade experimental para as andlises hematologicas e
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histolégicas. Durante o periodo experimental, a qualidade da 4gua manteve-se nos seguintes
valores: oxigénio dissolvido 6,08+1,55 mg.L"!, temperatura 20,50+0,88 °C, pH 5,40+0,82,
condutividade elétrica 40,73+6,52 uS.cm™ e sélidos totais 19,25+4,20 mg.L!, medidos com
multiparimetro Hanna instrument (HI 9828), amonia total 0,58+0,27 mg.L! e nitrito 0 mg.L!
medidos com kit comercial da marca Alcon pet® e a transparéncia 24,17+1,83 cm medida com
disco de Secchi.
2.5. Coleta e analises sanguineas

A coleta de sangue foi realizada com cinco peixes de cada tanques-rede em 30 e 60 dias
de experimento. Os peixes foram anestesiados com eugenol (75 mg.L™"), e em seguida o sangue
foi coletado por puncao do vaso caudal, utilizando seringas de 1 mL contendo EDTA (10%). O
sangue coletado foi destinado as analises de contagem total de eritrocitos determinada em
camara de Neubauer utilizando apos diluicao 1:200 em solucdo de Dacie, contagem total de
leucocitos e diferencial de leucdcitos realizada em extensdes sanguineas, apOs serem
previamente coradas com May-Griinwald-Giemsa-Wright (MGGW) segundo Tavares-Dias e
Moraes (2003). A concentragao de glicose plasmatica foi determinada com glicosimetro portatil
Accu-Chek® Advantage (Roche Diagnostica, Brasil).
2.6. Analise histolégica

Os mesmos peixes utilizados na coleta de sangue, foram eutanasiados por secc¢ao
medular para a realizacdo da coleta de fragmentos das branquias, intestinos, rim, bago, coragao
e figado. Estes fragmentos foram fixados em solucao de formalina a 10% tamponada com pH
6,8-7,4 para observacao de possiveis alteracdes nos tecidos causadas pela adigdo das diferentes
concentragdes do oleo de L. sidoides na dieta. Em seguida, todos os fragmentos dos 6rgaos
passaram por desidratacdo em séries de alcool etanol, e seguidamente em xilol, sendo
embebidas em parafina a 60 °C. Foram confeccionados cortes transversais de 5 um de espessura
dos 6rgdos, os mesmos foram corados em hematoxilina e eosina e foi realizada a montagem das
laminas, as quais foram analisadas em microscopio de contraste de interferéncia diferencial
(DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2, Goéttingen, Alemanha). As alteracdes histologicas nas
branquias, rim, bago, figado, coracdo e intestino foram avaliadas semi-quantitativamente,
atribuindo valores de acordo com o grau de severidade das lesdes: 0 (auséncia de lesdo), 1 (leve,
correspondendo a <25% da é4rea do tecido), 2 (moderada, de 25% a 50 % da area do tecido) e 3
(severa, >50% da area do tecido) de acordo com método modificado de Schwaiger et al. (1997).

No intestino, adicionalmente, foram avaliadas as caracteristicas morfométricas como:

quantidade, comprimento e largura dos vilos, nimero de células caliciformes, medidas do
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perimetro e éarea dos vilos, determinadas com auxilio de microscopio de contraste de
interferéncia diferencial (DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2, Gottingen, Alemanha).
3. Analise estatistica

Os resultados dos parametros hematologicos e histopatologicos foram inicialmente
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk ¢ de homocedasticidade de Levene. As
comparagdes entre os tratamentos, os tempos amostrais e a interacdo entre tratamento e tempo
foram verificadas mediante andlise de varidncia com dois fatores (two way ANOVA) seguida
deteste de Tukey. Em todos os testes estatisticos empregados, foi admitido nivel de
significancia de 5%.
4. Resultados
4.1. Composicao quimica do dleo essencial da Lippia sidoides

Os resultados das analises de composicao quimica da L. sidoides estao representados na
Fig. 1. Foram quantificados 100% dos componentes quimicos e destes, 99,4% foram
identificados, tendo como maiores percentuais os compostos: timol (72,2%), p-cimeno (8,15%)
e (E)-cariofileno (4,9%).
4.2. Analise histologica

Nao foram observadas alteracdes histopatologicas nas branquias, bago, intestino e
figado das carpas koi alimentadas com as ra¢des contendo 6leo de L. sidoides. Entretanto, foi
observado aumento significativo na dilatacdo dos capilares do tecido renal nos peixes
alimentados com rag¢do contendo 1,0% do 6leo de L. sidoides por 60 dias (Fig.2. A e B). Todos
0s grupos experimentais apresentaram elevagao significativa na intensidade de infiltrado
eosinofilico no tecido cardiaco ao final de 60 dias de suplementagdo (Fig.2. C e D), em
comparacao ao periodo de 30 dias (Tabelas 1 a 6).

Nao foram observadas alteracdes morfométricas intestinais nos peixes alimentados com
oleo essencial de Lippia sidoides ao final de 30 e 60 dias (Tabela 7).
4.3. Parametros hematolégicos

Os parametros hematologicos de carpas koi alimentadas com ra¢des contendo 6leo de
L. sidoides ndo apresentaram alteracdes significativas ao final de 30 e 60 dias (Tabela 8).
5. Discussao
5.1. Composi¢io quimica do d0leo essencial de Lippia sidoides

As analises de composi¢do quimica do 6leo de L. sidoides indicaram timol e p-cimeno
como 0s componentes quimicos majoritarios. Estes resultados corroboram os obtidos por Costa

et al. (2005), Hashimoto et al. (2016), Majolo et al. (2017), Marco et al. (2012), Oliveira et al.
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(2014), e Soares et al. (2017), que, embora tenham obtido valores percentuais diferentes,
também elencaram timol e p-cimeno como os componentes mais abundantes no 6leo essencial
desta espécie. Estudos realizados com o composto timol isolado tém comprovado o aumento
no desempenho de crescimento, na atividade antioxidante e na resisténcia a patdgenos em bagre
do canal (Ictalurus punctatus) em dieta com 5% de timol por oito semanas de alimentagdo
(Zheng et al., 2009). Além disso, a combinagio de 1 g kg™ de timol e 1g kg! de carvacrol na
racdo por um periodo de 56 dias de alimentagdo, reduziu o 6xido nitrico, melhorou a eficiéncia
alimentar e aumentou a capacidade de prote¢do antioxidante em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) em 5 dias de armazenamento refrigerado (Giannenas et al., 2012). Estudos com o
composto timol isolado tém comprovado sua atividade antimicrobiana, como o realizado por
Veras et al. (2017), que compararam a atividade antimicrobiana do 6leo de L. sidoides e o seu
composto majoritario, o timol, contra as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Klebsiella pneumoniae, Providencia rettgeri, Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli observando que ndo houve diferenca no
efeito antimicrobiano entre dleo e timol evidenciando que o timol € o responsavel pela atividade
antimicrobiana. Botelho et al. (2007) também observaram que o timol isolado, na concentragao
10 mg mL™!, apresentou atividade antibacteriana in vitro contra S. mutans. O timol e o carvacrol
tiveram sua eficacia antimicrobiana contra P. aeruginosa e S. aureus, sendo observada inibicao
total das bactérias (Lambert et al., 2001).

5.2 Analise histologica

A analise histopatologica ¢ uma ferramenta importante para a compreensao funcional
das células nos 6rgaos, para o diagnostico patologico e do estado nutricional dos peixes (Brum
et al., 2018).

O rim ¢ um dos principais 6rgdos de metabolismo da maioria dos téxicos. A
concentragdo do agente toxico e o periodo de exposi¢do determinam a gravidade do dano nesse
orgao (Tabarraei et al., 2019). Nos rins, as altera¢des causadas pela adi¢do de dleos essenciais
na racdo sdo escassos. No presente estudo, o tecido renal da carpa koi apresentou grave
dilatacdo dos capilares, na concentracdo de 1,0% do oleo de L. sidoides em 60 dias de
alimentacao, em relacdo as concentragdes de 0,00, 0,25%, 0,50% e 0,75 %. Desta forma, a
concentracdo 1% do oleo ndo ¢ recomendado na dieta da carpa koi. Entretanto, ndo foram
encontrados estudos com dilatacdo dos capilares com 6leo essenciais.

Comparando com dieta formulada deficiente em acidos graxos essenciais para juvenis

de dourada (Sparus aurata) contendo apenas 0,5% de gordura, apds 9 semanas, houve elevada
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dilata¢do dos capilares dos rins e espessamento das paredes dos capilares, porém, foi relatado
como condi¢des irregulares ou fora do comum dos glomérulos (Montero et al., 2004). Além
disso, essas alteragdes podem ser encontradas em diferentes nefropatias, como por exemplo
toxicidade com o poluente diclorodifeniltricloroetano (DDT), que causou dilatagdo dos
capilares dos rins do peixe-tigre (Hydrocynus vittatus), e estas alteracoes, foram associadas a
distarbios circulatoérios e alteragdes regressivas (McHugh et al., 2011). Em carpas (Labeo
rohita), coletadas em aguas contendo residuos de metais como cromo (Cr), manganés (Mn),
niquel (N1), chumbo (Pb) e s6lidos suspensos totais, por 15, 30 e 60 dias, observou-se aumento
do glomérulo, levando a reducao de espaco de Bowman, oclusdo da luz tubular, degeneragao
hialina e dilatacdo dos capilares. Essas alteracdes causaram necrose tubular e disfungdo do
orgao (Kaur e Dua, 2016).

O termo “doencga eosinofilica” ¢ usado para descrever um quadro em que ha infiltragao
de eosindfilos em varios tecidos, como por exemplo, bago, intestino, figado, rim e coracao, o
que leva a disfun¢ao dos o6rgaos afetados, podendo ser letal (Balla et al., 2010; Feist et al.,
2015). Em peixes, esta condi¢do esta associada ao parasitismo por nematoides e bactérias
(Fighera et al., 2004; Pedrosa, 2009; Romano et al., 2012). Neste estudo houve aumento nos
infiltrados eosinofilicos no coragao das carpas no periodo de 60 dias em relagao a 30 dias de
dieta com o oleo de L. sidoides. Embora tenha ocorrido maior infiltrado eosinofilico, estes
valores estao abaixo dos classificados como lesao leve. Denotando assim, que a lesao observada
nao causa danos aos peixes estando proximo aos valores encontrados para tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), alimentada com 1,5% de 6leos essenciais de gengibre e manjericao
por um periodo de 55 dias (Brum et al., 2018).

O intestino e o figado sdo os 6rgdos mais importantes na digestdo e absor¢do dos
nutrientes da ragdo. Dessa forma, monitorar os efeitos nocivos sobre o figado e intestino, ¢ uma
das formas de avalia¢do dos diferentes nutrientes, e dos ingredientes de origem vegetal na racao
(Moldal et al., 2014; Raskovi¢ et al., 2011). Dieta com inclusdo de 2,5 a 3,0 mL.kg™! de 6leo de
orégano turco (Origanum onites), por 180 dia na dieta de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
causou necrose nos hepatocitos (Yigit et al., 2017). No presente estudo, o intestino e figado da
carpa koi ndo sofreram alteracdes com as concentracdes de oleo de L. sidoides testadas,
demonstrando assim, que as concentragdes utilizadas ndo causaram lesdes a estes Orgaos.
Alteragdes histopatologicas no intestino podem variar dependendo da espécie e alimentos

utilizados nos experimentos (Raskovic¢ et al., 2011).
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O bago ¢ um dos principais 6rgaos do sistema imunoloégico dos peixes, isto porque, ele
concentra e filtra antigenos, onde ocorre a hemocaterese e estoca eritrocitos. Para algumas
espécies, 0 bago ¢ o principal 6rgdo hematopoiético (Kiron, 2012). Nesta pesquisa, o bago ndo
foi alterado com as diferentes concentragdes do dleo de L. sidoides, sugerindo assim, que o 6leo
pode ser usado na ragdo da carpa koi sem prejudicar o funcionamento deste orgdo. O mesmo
resultado também foi relatado por Yigit et al. (2017), com a inclusio de 0, 0,125, 1,5, mL kg
de o6leo de orégano-turco, Origanum onites, por 90 dias na dieta de truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss.

Dietas com diferentes inclusdes de vegetais na ragdo de peixe tém demonstrado
diferentes tipos de alteragdes nas branquias, que variam de moderadas a severas (Brum et al.,
2018; Costa et al., 2017). Neste estudo ndo foram observadas alteragdes nas branquias nas
diferentes concentragdes de 6leo de L. sidoides testadas, evidenciando que o 6leo de L. sidoides
ndo causou nenhum efeito deletério ao tecido branquial.

A morfologia intestinal reflete a condicdo de satide dos peixes, e esta relacionada a
capacidade de assimilagdo de nutrientes e fun¢des imunoldgicas (Brum et al., 2018; Nicholson
et al., 2012), portanto, 0 monitoramento histologico deste 6rgao torna-se necessario (Raskovi¢
et al.,, 2011). No presente estudo, os exames morfométricos do intestino ndo mostraram
quaisquer alteragdes patologicas em nenhum dos tratamentos com oleo de L. sidoides.
Resultado similar foi relatado por Valladao et al. (2019), que fez inclusdo do 6leo de tomilho
(Thymus vulgaris) na ragdo da tilapia, Oreochromis niloticus, nas concentragoes de 0,1; 0,5 e
1% por 15 dias, sem que houvesse alteracdes na morfologia intestinal ou no niimero de células
caliciformes.

5.3 Parametros hematolégicos

A reducdo dos valores de glicose no sangue dos peixes tratados com fitoterapicos €
apontada como um indicativo de estresse ndo especifico dos animais (Ngugi et al., 2017).
Estudo realizado por Hashimoto et al. (2016) com 20 mg.L™! de dleo de L. sidoides aumentou
os valores de glicose, indicando estresse para a tilapia, Oreochromis niloticus. No presente
estudo, os valores de glicose ndo foram alterados com a inclusdo do 6leo da L. sidoides na racao
da carpa koi, indicando que ndo houve estresse dos animais ao consumir a racdo com 6leo. Estes
resultados s@o consistentes com os estudos realizado por Saccol et al. (2013), onde os niveis de
glicose plasmatica ndo foram afetados com a inclusdo de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mL.kg™! do 6leo
essencial de Lippia alba na dieta do jundia (Rhamdia quelen) por 60 dias. Dieta contendo dleo

de orégano, Origanum sp., também ndo influenciou os niveis de glicose plasmatica do tetra,



338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

91

(Astyanax altiparanae) (Ferreira et al.,, 2014). Similarmente, o 6leo essencial de Aloysia
triphylla nas concentracdes 0,25 e 2,0 mL.kg! na dieta de jundias, R. quelen, ndo alterou os
niveis de glicose aos 60 dias (Zeppenfeld et al., 2016).

Pesquisas estdo comprovando a eficacia da inclusdo dos 6leos essenciais na dieta dos
peixes, ja que eles tém a capacidade de aumentar ou manter inalterados os valores
hematologicos dos animais, como uma forma de protecdo e defesa contra diferentes
enfermidades (Fadeifard et al., 2018). Em um estudo realizado com tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus, exposta a trés banhos com 20 mg.L™! do éleo essencial de L. sidoides,
por 10 min, com intervalo de 24 h entre os tratamentos, observou-se redu¢do no niimero de
eritrocitos, trombocitos e aumento no numero de neutrofilos e glicose. Para o tambaqui,
(Colossoma macropomum), 20 mg.L™! de 6leo essencial de L. sidoides, diminuiu o niimero de
eritrocitos e causou alteragdes severas e danos irreversiveis nas branquias (Soares et al., 2017).
Neste estudo, os parametros hematologicos de carpas koi alimentadas com o6leo de L. sidoides,
nao apresentaram alteragoes ao final de 30 e 60 dias, indicando que as concentragdes do 6leo
nao causaram efeitos nocivos para os peixes. Resultado semelhante ao do presente estudo foi
relatado no estudo de Valladao et al. (2017), no qual ndo foram observadas alteragdes nos
parametros hematologicos em tildpia-do-Nilo, O. niloticus, alimentada com 100 e 250 mg.kg!
de oleo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita) por 60 dias. Os autores sugeriram o uso
do 6leo como aditivo na ragao devido ao seu potencial benéfico na saude dos peixes e nos
parametros imunoldgicos, mesmo em baixas concentragdes. Da mesma forma, dietas com
inclusdo de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g.Kg™! de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) nio
causaram alteragdes nos parametros hematologicos do bagre (Rhamdia sp.) em 89 dias (Cararo
et al., 2017).

Neste estudo, numero de mondcitos nao diferiram entre os tempos amostrados ¢ as
diferentes concentragdes do 6leo de L. sidoides. Sugere-se que a suplementacdo dietaria com
6leo de L. sidoides ndo causou efeito negativo ou inflamatorio a carpa koi. Estudo realizado
com inclusdo de 1%, 2% e 3% de extrato aquoso de hortela pimenta por 60 dias na dieta do
peixe-branco (Rutilus frisii kutum) ndo alterou o nimero de mondcitos (Adel et al., 2015). Dieta
suplementada com 6leo essencial de L. alba (4 mL.kg™" de ragdo) ndo alterou o nimero de
monocitos em tildpia-do-Nilo apds inducdo de aerocistite por inje¢do de carragenina
(Rodrigues-Soares et al., 2018). Tilapias-do-Nilo ndo mostraram alteragdo no nimero destas
células, em 50 dias apds alimentacdo com Oleo essencial de menta, Mentha piperita, em

diferentes concentragdes (0,075%, 0,125%, 0,25%), ndo mostraram alteracao no numero destas
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células (Silva et al., 2019). Tambaqui, C. macropomum, alimentado por 30 dias com dietas
contendo diferentes concentragdes (0,5% 1,0% e 1,5%) de 6leo essencial de hortela-pimenta,
Mentha piperita, também ndo apresentou alteragdo no niimero destas células (Ribeiro et al.,
2016).

No presente estudo, o nimero de trombdcitos ndo se alterou com a inclusdo do dleo de
L. sidoides na ragdo da carpa koi, sugerindo que o 6leo ndo causou disturbio aos peixes.
Resultado semelhante foi evidenciado por Brum et al. (2017), com inclusao de 0,5% 1,0% e
1,5% de 6leos essenciais de manjericao, (Ocimum gratissimum) e gengibre (Zingiber officinale)
na ragdo de tilapia-do-Nilo, O. niloticus, ap6s 55 dias de alimentagao.

Os peixes suplementados com a ragdo contendo o 6leo de L. sidoides ndo apresentaram
alteragdes no niimero de linfocitos. Estudo com 6leo essencial de L. alba suplementada com 4
mL.kg! de ragdo em tilapia-do-Nilo, O. niloticus, apds indugio de aerocistite com carragenina
nao alterou o numero de linfocitos apds 45 dias de suplementacao (Rodrigues-Soares et al.,
2018). Resultado semelhante foi evidenciado por Silva et al. (2019), com inclusao de 0,075%,
0,125% e 0,25% de 6leo de hortela-pimenta, M. piperita, na ragdo de tilapia durante 50 dias de
alimentacdo. A suplementagiio com 1 g.kg! do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare)
na ragdo de tilapia-de-barriga-vemelha (Tilapia zillii) também ndo alterou o ntimero destas
c¢lulas (Mabrok e Wahdan, 2018).

Neste estudo, o nimero de neutrofilos ndo foi alterado com a inclusdo do 6leo de L.
sidoides. Considerando a estabilidade no niimero de neutréfilos, pode-se afirmar que nao houve
inducdo de qualquer resposta relacionada a inflamacao ou estresse nos animais que receberam
a dieta suplementada com 6leo de L. sidoides. Estudos de Rodrigues-Soares et al. (2018) ndo
mostraram alteragcdes no nimero de neutrofilos em tilapias-do-Nilo, O. niloticus, alimentadas
com dleo essencial de Lippia alba na concentragdo 4 mL.kg™! durante 45 dias. Silva et al. (2019),
também, nao observaram alteragao no nimero de neutrofilos em tilapias-do-Nilo, O. niloticus,
alimentadas durante 50 dias com 0,075%, 0,125% e 0,25% de 6leo de hortela-pimenta, M.
piperita.

No presente trabalho, os valores de eritrocitos ndao foram alterados com inclusdo de L.
sidoides na dieta, sendo possivel concluir que, o 6leo ndo causou estresse aos peixes.
Corroborando com o presente estudo, a inclusdo de 0,5; 1,0; 1,5% do 6leo de hortela-pimenta,
M. piperita na dieta de tambaqui também ndo alterou os valores de eritrocitos apds 30 dias de
alimentacdo em um estudo de Ribeiro et al. (2016). Dietas com inclusdao de 0,001 ¢ 0,01% de

6leo essencial de Ducrosia anethifolia para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) nao alteraram
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os valores de eritrocitos apos oito semanas de tratamento (Vazirzadeh et al, 2017).
Similarmente, a inclusio de 0,25 ¢ 2,0 mL kg de 6leo essencial de cidrio de 4rvore Aloysia
triphylla na ra¢ao do jundid, R. quelen, durante 21 dias ndo alterou os valores destas células
(Santos et al., 2017).

A explosdo respiratoria de leucocitos estd relacionada a liberagdo de citocinas e a
resposta inflamatoria em peixes (Rieger e Barreda, 2011). Neste estudo, os leucédcitos ndo foram
alterados nos tempos amostrados, indicando que o 6leo ndao causou nenhuma resposta
inflamatoria aos peixes. Da mesma forma, apds administracdo de dieta com 1% de extrato de
babosa (4loe vera), durante oito semanas para truta arco-iris, O. mykiss, nao foram observadas
diferencas significativas nos valores de eritrocitos e leucocitos, e os autores sugeriram que a
suplementagao com 1% na dieta possa ter aumentado a atividade do sistema imunolégico inato
nos peixes (Haghighi et al. 2014). Dieta com inclusdo de 1,5 e 10 mg.kg™! de babosa, 4. vera,
na racao por até 4 semanas nao aumentou o nimero de leucocitos de carpa (Labeo rohita), no
entanto, os autores relataram aumento destes parametros nos peixes posteriormente infectados
com o fungo Aphanomyces invadans, apés 6 semanas de experimento (Davi et al., 2019).
Estudos tém revelado que, peixes alimentados com diferentes inclusdes de 6leos essenciais em
suas dietas, ndo mostraram alteragcdes em parametros hematoldgicos. Entretanto, as alteragdes
hematoldgicas ocorrem quando estes peixes sao desafiados com algum patégeno, como reagao
natural do sistema imunologico a presenca do organismo invasor, porém, esta resposta pode ser
incrementada pelo uso de produtos terapéuticos (Cunha et al., 2018; Santos et al., 2017). O
efeito de estimular as defesas somente na presenga do patdogeno € uma caracteristica
fundamental aos produtos imunomoduladores. Entretanto, neste estudo o desafio ndo era o
objetivo do trabalho, uma vez que foi desenvolvido dentro de uma produgdo de peixes
ornamentais. A finalidade era melhorar a condi¢do de saude dos animais ao longo do periodo
de alimentacao.

6. Conclusao

Conclui-se, que as concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0% do 6leo de L. sidoides nao
provocaram alteragdes nos parametros histologicos e hematologicos no periodo de 30 dias. As
concentragoes de 0,25; 0,50; ¢ 0,75% do oleo de L. sidoides mostraram similaridade na
histologia e hematologia no periodo de 60 dias, sugerindo que os peixes ndo foram afetados
com a inclusdo do oOleo na racdo nestes periodos e concentragdes. Portanto, o uso desta

substancia mostrou-se segura para carpa koi no periodo e dose recomendados. Sugerem-se
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estudos adicionais para verificar a eficacia do 6leo em forma de banho contra parasitos e em
testes de suplementagdo dietaria seguida de desafio com bactéria patogénica.
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Figura 2: Alteracdes histologicas em carpa koi apos 30 e 60 dias de suplementagido com 6leos de Lippia sidoides.

A: Tecido renal sem alteragoes glomérulo em 30 dias (seta); B: Tecido renal com dilatados dos capilares em 1,0%

do 6leo em 60 dias (cabega de seta); C: Tecido cardiaco sem alteragio em 30 dias; D: Tecido cardiaca com

infiltrado eosinofilico em 60 dias de tratamento (asterisco). Coloragdo: HE, Barra: 50 um.

Tabela 1: Avaliagio histologia do rim (média + desvio padrdo) da carpa koi, suplementada com 0,25; 0,50; 0,75

e 1,00% de dleos essenciais de Lippia sidoides na ragao.
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Tratamentos
Parametros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
Degeneragio granular 2,00+0,00 1,67+0,29 2,00£0,00 2,00+0,00 2,000,00
Hipertrofia celular 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Hipertrofia nuclear 1,L17+0,29  1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+=0,00 1,00+ 0,00
Vacuolizagio celular 0,00+0,00 0,00=+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
Dilatagédo da luz tubular 0,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Tubulos em regeneracio 1,00+0,00 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00=+0,00
Rompimento celular 1,L17+0,29  1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00
Degeneragdo hialina 0,33+0,58 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00
Oclusdo da luz tubular 0,67+0,58 1,00£1,00 1,00+1,00 0,33+0,58 0,67+ 0,58
Degeneragdo tubular 0,17+0,29 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
30 dias Novo néfrons 1,L17£0,76  0,67+0,29 0,67+0,58 0,33+0,58 0,50+ 0,50
Dilatacéo dos capilares 1,50+0,87* 1,33+0,29*1,33+0,58* 1,33+0,58* 1,67+0,58
Espessamento do endotélio 1,67+0,58 1,33+0,29 2,00+£0,00 1,33+0,58 1,67=+0,58
Aumento vol. glomerular 1,67+0,58 0,67+1,15 0,67+0,58 1,00+1,00 1,00=+1,00
Redugio espago de Bowman 1,50+ 0,87 1,00£0,00 1,00+1,00 2,33+0,58 0,83+0,29
Presenca de hemacia 2,00£0,00 1,67£0,58 1,33+0,58 1,33+0,58 1,17+0,76
Extravasamento de sangue 1,33+0,58 1,33+0,29 1,00£0,00 1,00£0,00 1,17+0,76
Melamacrofago 0,67+0,58 0,33+0,58 0,67+0,58 1,00+0,00 1,50+0,87
Infiltrado linfocitario 1,33+£1,53 1,00£0,00 0,67 +1,15 2,00+1,00 1,17+0,76
Bolas hialina 0,00£0,00 0,33+0,58 1,67+1,53 0,67+0,58 0,50+ 0,50
Infiltrado eosinofilicos 1,00+ 1,00 1,00£1,73 0,00£0,00 1,33+1,15 1,50+0,50
Degeneragio granular 1,50+ 0,50 2,00£0,00 1,83+0,29 1,83+0,29 2,00=+0,00
Hipertrofia celular 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Hipertrofia nuclear 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Vacuolizagdo celular 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00=%0,00
Dilatacdo da luz tubular 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Tubulos em regeneragio 1,00£0,00 1,00£0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 1,00+ 0,00
Rompimento celular 1,L17£029 1,83+0,29 1,33+0,58 1,50+0,50 1,00+ 0,00
Degeneragio hialina 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
Oclusio da luz tubular 0,67+0,58 1,00£0,00 0,83+0,29 0,83+0,29 1,00+ 0,00
Degeneracio tubular 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
60 dias Novo néfrons 0,83+0,76 1,67+0,58 1,00+0,00 1,17£029 1,33+0,58
Dilatagio dos capilares 1,83+£0,29% 1,33+£0,58% 1,33 +0,58* 1,00+ 0,00° 3,00 + 0,00°
Espessamento do endotélio 1,83+0,29 1,67+0,58 1,50+0,50 1,83+029 1,67+0,58
Aumento do volume glomerular 1,33£029 1,50+0,50 1,33+0,58 1,33+0,29 1,67 +0,58
Reducio espago de Bowman 2,17+£0,76  2,17+0,76 1,50+0,50 1,67+1,04 2,00+1,75
Presenca de hemacia 1,00£0,00 1,33+0,58 1,17+0,29 1,17£0,29 1,00+ 0,00
Extravasamento de sangue 0,83+0,29 1,00+1,00 1,17+0,29 1,00£0,00 0,67=+0,58
Melamacrofago 1,00£1,00 1,33+0,58 1,50+0,50 1,67+0,15 1,00+ 0,00
Infiltrado linfocitario 2,00+ 0,00 2,50+0,50 2,00+0,00 1,67+0,76 2,67+0,58
Bolas hialina 1,50+1,50 1,33+0,58 1,33+1,53 1,33+1,15 1,00+0,00
Infiltrado eosinofilicos 1,67+£0,76 2,67+0,58 1,17+0,29 1,83+1,04 2,00+0,00

Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos.



108

755 Tabela 2: Intensidade de alteragdes histologicas do coragdo (média = desvio padrao) da carpa koi, suplementada
756 com 0,25; 0,50; 0,75 ¢ 1,00% de 06leos essenciais de Lippia sidoides na ragao.
Tratamentos
Parimetros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
Esteatose cardiaca 1,33+£0,58 1,50+0,87 1,17+0,29 1,67+0,58 1,67+1,15
Congestao 1,33+1,53 1,83+0,29 0,00£0,00 1,67+1,53 0,00 0,00
30 dias  Necrose 0,00+ 0,00 0,83+1,04 0,00£0,00 1,00£0,87 0,67+1,15
Infiltrado linfocitario 0,67 +0,58 0,83+0,29 1,00£0,00 0,67+0,76 1,33+0,58
Infiltrado eosinofilico 0,00 + 0,00* 0,00 + 0,00* 0,00 + 0,00* 0,00+ 0,00* 0,00 + 0,00°
Esteatose cardiaca 1,67+1,15 1,67+0,29 0,67+0,58 1,33+0,58 1,67+1,15
Congestao 2,17+1,04 1,33+0,29 1,00£1,00 1,50+0,50 1,17+0,76
60 dias  Necrose 0,33+0,58 1,00+0,87 0,00£0,00 0,83+1,04 0,00 0,00
Infiltrado linfocitario  1,83+0,29 2,00£0,50 1,00+£0,00 1,50+1,32 1,50+0,50
Infiltrado eosinofilico 0,67 =0,29° 0,67 +0,28" 0,67 +0,58" 0,71+0,28" 0,83 +0,29"
757 Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos.
758 Tabela 3: Avaliacgo histologica do intestino (média + desvio padrdo) da carpa koi, suplementada com 0,25; 0,50;
759 0,75 ¢ 1,00% de 6leos essenciais de Lippia sidoides na agao.
Tratamentos
Parametros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
Vacuolizagdo 0,00+ 0,00 0,00+=0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
Inﬁltrado hnfOCltérlo 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
30 dias Infiltrado eosinofilico 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Melanomacrofago 0,00+ 0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
Deslocamento da submucosa 0,00 +0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 ©.00=+0,00
Vacuolizagdo 0,00+ 0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
Inﬁltrado hnfOCItérlo 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
60 dias Infiltrado eosinofilico 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00
Melanomacrofago 0,00+ 0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00
Deslocamento da submucosa 0,00 0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
760 Tabela 4: Analise histologica do figado (média + desvio padrao) da carpa koi, suplementada com 0,25; 0,50; 0,75
761 € 1,00% de 6leos essenciais de Lippia sidoides na ragao.

Tratamentos
Parametros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%

1 8,33 +12,34 0,00 £ 0,00 20,83+7,22 12,50+ 12,50 8,33+ 14,43

2 54,17+19,09 41,67+19,09 62,50+12,50 75,00+0,00 79,17 +19,09
. 3 75,00+ 12,50 67,00+£2546 91,67+14,43 87,50+21,65 70,83 +14,45

30 dias . . . . .

4 Sim Sim Sim Sim Sim

AB 1,50 £ 1,00 1,33 +£0,58 1,50 + 0,50 0,17+0,29 0,83 +0,76

C 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
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CGV 1,67 +0,76 1,17£0,29 1,83 +0,29 2,00+ 1,00 1,17+£0,29
CP 1,50+ 0,50 1,00 +£ 0,50 1,50+ 0,50 1,83 +0,76 1,00 = 1,00
CS 1,17+0,29 1,00 +£ 0,50 1,00 + 0,00 1,17£0,29 1,17+£0,76
CVS 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
DNH 1,33+0,29 1,67 +£0,58 1,00 £ 0,50 0,83 +0,29 1,00 £ 0,50
DS 0,83 +0,29 0,67 +0,58 1,00 £ 0,00 0,67 +0,58 0,67 +0,29
1IE 0,17+0,29 0,17+0,29 0,50+ 0,50 0,17+0,29 0,00 £= 0,00
IL 0,50+ 0,50 1,33 +0,58 1,00 £ 0,00 0,51 +0,50 1,00 = 0,00
HH 1,50+ 0,50 1,67 +£0,29 1,33 £0,76 0,83 +£0,29 0,50 = 0,50
HNH 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
MA 1,67 +1,26 1,33+ 1,04 1,17 £1,04 1,17 £1,04 0,83 +£0,76
Mi 1,67 +1,26 2,33+£0,76 0,50 £ 0,50 0,67 +0,58 0,67+0,29
N 1,33+ 1,04 1,83 +£0,29 1,00 £+ 1,00 1,00 £ 0,50 1,33+£0,76
NP 0,50 + 0,50 0,33+0,29 0,33 +0,58 0,33+0,29 0,50 = 0,50
NC 1,00 £+ 0,00 1,50+ 0,00 1,00 £ 0,00 0,83 +0,29 1,00 = 0,00
NCX 1,00 £+ 0,00 1,67 +£0,29 1,00 £ 0,00 0,83 +£0,29 0,83 +0,29
PNH 0,67 +0,58 1,00 £ 0,50 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,17+0,29
PNAP 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
1 12,50 £ 12,50 4,17+7,22 4,17+7,22 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
2 75,00+ 12,50  58,33+1443 54,17+3146  7500+0,00 79,17+7.22
3 73,33 +25,17 79,17+£7,22 70,83+19,09 50,00+25,00 87,50+21,65
4 Sim Sim Sim Sim Sim
AB 0,00 + 0,00 1,17+ 0,76 0,67 +1,15 0,17+0,29 0,67 £ 0,58
C 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
CGV 1,17+ 0,76 1,17+ 0,29 1,83 +1,26 1,33+ 0,58 1,33+ 0,58
CP 0,67 +£0,29 1,17+ 0,29 1,83+ 0,76 0,83 +£0,29 1,50 £ 0,50
CS 1,17+£0,29 1,17+ 0,29 1,00 + 0,50 1,00 £ 0,50 1,00 £ 0,00
CVS 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
DNH 1,00 + 0,00 1,50 £ 0,50 1,33+ 0,58 1,00 £ 0,00 0,83 +0, 29
60 dias DS 0,67 £ 0,58 1,00 + 0,50 0,33+ 0,58 0,83 +£0,29 0,00 £ 0,00
IE 0,00 + 0,00 0,50 £ 0,50 0,67+0,29 0,17+0,29 0,00 £ 0,00
IL 1,17+ 0,76 1,00 + 0,50 0,83 +£0,29 1,00 £ 0,00 0,67 £ 0,58
HH 0,83+ 0,29 1,50 £ 0,50 1,50 £ 0,87 1,00 £ 0,00 0,67 £ 0,58
HNH 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
MA 1,17+ 1,04 1,17 £ 0,30 0,83 £0,76 0,50 £ 0,50 0,83 +£0,76
Mi 0,50 £ 0,50 1,33+£0,76 1,33+ 1,53 0,33 +0,58 1,33 +1,53
N 1,17+0,29 1,67 £ 0,58 1,33+ 0,58 1,00 £+ 0,00 1,17+£0,76
NP 0,67 £ 0,58 0,50 £ 0,50 0,50+ 0,87 0,67 +0,29 0,17+0,29
NC 1,17+0,29 1,00 £ 0,00 1,50 £ 0,50 0,67 +0,58 0,50+ 0,50
NCX 1,17+0,29 1,00 £ 0,00 1,17£0,29 0,83 +0,29 0,67 +0,58
PNH 0,00 £ 0,00 0,17+0,29 0,17+0,29 0,33 +0,58 0,00 £ 0,00
PNAP 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

Legenda das abreviaturas: 1 (Aspecto cordonal), 2 (Uniformidade no tamanho das células e nucleos), 3(Pancreas
com acinos integros e granulos de zimogénio), 4 (Ductos biliares), AB (Aspecto balonoso nos hepatocitos), C
(Colestase); CGV (Congestao nos grandes vasos), CP (Congestao no pancreas), CS (Congestao nos sinusoides),
CVS (Congestao da veia porta), DNH (Deslocamento do ntcleo dos hepatdcitos), DS (Dilata¢ao dos sinusoides),
IE (Infiltrado eosinofilico), IL (Infiltrado linfocitario), HH (Hipertrofia dos hepatdcitos), HNH (Hipotrofia do
nucleo dos hepatocitos), Ma (Macroesteatose), Mi (Microesteatose), N (Necrose), NP (Nucleo com picnose), NC

(Nucleo com caridlise), NCx (Nucleo com cariorrexe), PNH (Perda de ntcleo dos hepatocitos), PNAP (Perda de
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nucleo nos acinos pancreaticos). Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre

0s tratamentos.

Tabela 5: Avaliagdo histologiaca do baco (média + desvio padrdo) da carpa koi suplementada com diferentes
concentragoes 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% de oleos essenciais de Lippia sidoides na ragao.

Tratamentos
Parimetros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
Integridade da polpa
L 100,00 £ 0,00 100,00+0,00 100,00+ 0,00 100,00+ 0,00 100,00 =+ 0,00
branca média
Integridade da polpa
100,00 £ 0,00 100,00+0,00 100,00+ 0,00 100,00+ 0,00 100,00+ 0,00
vermelha
Integridade da Cdpsula 0 56 000 91,674 11,79 100,00+ 0,00 100,00 = 0,00 100,00 + 0,00
fibrosa DP
| Centrosde 1,50+£0,71  0,67+0,47 050+£041 0,85+0,85 0,83 +0,24
30 dias melanomacrofagos
Melanomacrofagos 0,83 +0,24 0,33 +0,47 1,00 £ 0,82 1,00£0,82 1,00=+0,00
Necrose 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £0,00 0,00£0,00 0,00+0,00
Infiltrado eosinofilico 0,17+0,24  0,00+0,00 0,33 +0,47 0,00+ 0,00 0,50+0,00
Infiltrado linfocitario 0,17+0,24  0,00+0,00 0,00 £ 0,00 0,33+0,47 0,17+0,24

60 dias

Integridade da polpa
branca média
Integridade da polpa
vermelha

Integridade da capsula
fibrosa DP

Centros de
melanomacrofagos

Melanomacrofagos
Necrose
Infiltrado eosinofilico

Infiltrado linfocitario

100,00+ 0,00 100,00 + 0,00

100,00+ 0,00 100,00 + 0,00

100,00 = 0,00 100,00+ 0,00 100,00 £ 0,00

100,00 £ 0,00 100,00+ 0,00 100,00 = 0,00

100,00 £ 0,00 100,00+ 0,00 83,33 +23,57 100,00=+0,00 100,00+ 0,00

1,33+0,47
1,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

1,00 £ 0,82

0,83 +0,24
0,83 +0,24
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00

0,17+ 0,24

1,33+ 1,25
0,83 + 0,85
0,00 + 0,00
0,33+ 0,47

0,00 £ 0,00

1,17+0,24
0,67+ 0,47
0,00 % 0,00
0,00 % 0,00

0,17 0,24

1,83 +£0,85
1,33 +0,47
0,00 % 0,00
0,33+ 0,47

0,50 + 0,41

Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos.
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773 Tabela 6: Parametros histologico de branquias (média + desvio padrdo) de carpa koi alimentada com dietas

774 suplementadas com diferentes concentragdes de 6leos essenciais de Lippia sidoides.

Tratamentos
Parimetros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
A 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
CL 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
CvC 0,50+0,41 083+0,62 1,00+0,71 0,67+047 0,17+0,24
DVC 0,50+ 0,41 1,00+ 0,71 1,00+0,71 0,67+0,47 0,50+0,71
DEJ 1,67+0,24 1,83+0,24 1,67+0,24 1,33+0,94 1,33+0,47
DLS 0,33+0,47 0,83+0,24 0,50+0,00 0,00£0,00 0,50+0,71
DSV 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
EJ 1,50+ 0,41 1,67+0,47 1,67+0,24 1,00+0,82 1,67+0,47
30dias ELC 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
FLS 0,83+0,62 0,33+0,24 0,83+0,47 0,67+0,94 0,33+0,47
HI 2,17+0,85 1,83+0,24 1,67+0,24 2,00+0,82 1,67+0,47
HLS 1,83+£0,62 2,00+0,71 1,50+0,00 1,67+0,94 1,83+0,62
HCC 1,50+ 0,41 1,17+0,24 1,00+0,00 2,00+0,82 1,50+0,41
IE 2,17+0,24  2,50+0,71 2,33+0,47 2,00+141 2,17+0,24
IL 1,83+0,62 1,83+1,03 1,50+0,00 1,67+1,25 2,33+0,47
N 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
T 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
A 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
CL 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
CcvC 0,33+0,47 0,50+041 0,50+0,71 0,17+0,24 1,17+0,24
DVC 0,33+0,47 0,50+£0,41 1,33+0,94 0,67+0,24 0,83+0,62
DEJ 1,33+0,47 1,33+0,47 1,67+047 1,67+047 1,33+0,47
DLS 0,33+0,47 0,33+0,47 0,00+0,00 0,17+0,24 0,33+0,47
DSV 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
EJ 1,50+ 0,41 1,17+0,24 1,67+047 1,67+047 1,33+0,47
60 dias ELC 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00
FLS 0,17+0,24 1,00+041 0,67+094 1,17+0,62 0,83 +0,24
HI 1,83+0,24 1,50+1,08 1,83+0,24 233+0,47 1,83+0,24
HLS 1,17+0,85 1,00+0,71 0,83+0,85 1,50+0,41 1,83+0,85
HCC 0,67+£047 1,00+0,00 1,17+0,62 1,17+0,62 0,83 +0,85
1IE 2,33+047 2,50+0,41 2,67+047 2,83+024 2,67+047
IL 2,67£0,47 2,50+£0,41 1,67+0,62 2,17+0,85 2,67+0,47
N 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
T 0,00£0,00 0,00+£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00

775 Legenda das abreviaturas: A (Aneurisma); CL (congestdo das lamelas); CVC (Congestdo do veio central); DVC
776 (Dilatacdo do veio central); DEJ (Descolamento do epitélio justalamelar); DELS (Descolamento do epitélio da
777 lamela secundaria); DSV (Dilatacdo do seio venoso); EJ (Edema justalamelar); ELC (Epitélio lamelar corrugado);
778 FLS (Fusdo das lamelas secundarias); HI (Hiperplasia interlamelar); HLS (Hiperplasia da lamela secundaria);
779 HCC (Hipertrofia das células caliciformes); IE (Infiltrado eosinofilico); IL (Infiltrado linfocitario); N (Necrose);
780 T (Telangiectasia). Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os

781 tratamentos.
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Tabela 7: Intensidade de alteragdes morfologicas do intestino (média + desvio padrao) da carpa koi, suplementada

com 0,25; 0,50; 0,75 ¢ 1,00% de o6leos essenciais de Lippia sidoides na ragao.

Tratamentos
Parametros Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
VC 207,24 £69,90 254,59+98,03 233,41 +57,48 233,00+ 19,45 174,54 + 61,83
LV 95,89 +£ 23,63 98,00 + 19,37 88,65+12,28 99,00+£8,54 94,18 +4,98
30 dias NCC 16,29 + 8,37 19,3 + 18,66 16,55+3,47 13,56+449 11,39 +6,17
ATV 1011213,39 + 748117,04 = 92424480+ 1229649,41+ 991072,22 +
117507,62 283817,21 298963,96 491044,07 459161,27

vC 246,30 + 30,19 220,79 +£68,28 269,43 + 52,31 208,87 +31,70 210,09 + 40,07
LV 100,88 + 17,43 94,04 + 8,85 110,97 £23,87 95,51 +20,89 133,65+16,47

60 dias NCC 14,26 £1,71 10,87 £ 5,62 24,93 £16,39 14,40+ 3,01 14,31 £ 4,76
ATV 1459004,79 + 1011638,39 1011638,39+ 886624,13+  1395155,14 +
563249,74 +749840,25 749840,25 358260,14 728523,29

Legenda das abreviaturas: VC=Comprimentos dos vilos (um), LV=Largura dos vilos (um), NCC= N° das Células
caliciforme, ATV=Area total dos vilos (um). Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 8: Parametros sanguineo (média + desvio padrdo) da carpa koi, suplementada com 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%

de 6leos essenciais de Lippia sidoides na ragao.

Periodos Parimetros Tratamentos
Controle 0,25% 0,50% 0,75% 1,00%
Glicose (mg/dL) 21,08 +5,36 19,60+3,19 16,12+3,10 16,00+128 16,82+1,16

Mondcitos (10° células/uL) 4044 +2,66 31,10£637 5229+1515 3535+991 3823+6,18
Trombécitos (10° células/pL)  1,68+1,54  2,02+0,79 1,28 £1,08 336+3,02 2,06+0,70
30dias Linfocitos (10° células/uL) 56,56+13,53 61,23+4,70  73,40+£20 71,27+3,92 69,42+2243
Neutréfilos (10° células/uL) 0,14+024 000+£000 0,00£0,00 000+£000 0,00+0,00
Eritrocitos (10° células/pL) 1,20+0,15 132+008  1,53+£035 141+0,14 134+0,19

Leucdcitos totais (10°
células/pL)

Glicose (mg/dL) 1600+ 1,78 22,60+£259 1579+3,71 1503291 16,85+3,10

4857+8,00 4583+404 62,77+1533 53,75+3,49 53,82+87

Mondcitos (10° células/ul) 41,38 +£2225 42,38+29,18 63,92+ 10,01 5025+ 10,29 51,34 +2647
Trombocitos (10° células/ul)  0,54+024  050+0,61  142+1,64 027+027 0264024
60 dias  Linfocitos (10° células/uL) 89,23 + 60,18 96,67 +30,09 10624+ 10,90 91,78+3,77 88,69+ 17,9
Neutrofilos (10° células/ul) ~ 5A44+£548 3224245 4994281  225+1,12 2944276
Eritrécitos (10° células/ul) ~ 1,30£0,13  1,70£045  2,02+0,53  1,81+024 1,57+046

Leucocitos totais (10°

, 68,15+43,17 74,34+30,39 87,00+ 10,12 71,42+6,48 75,37+26,91
células/pL)

Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo de L. sidoides foi eficaz no teste in vitro contra monogenoides
nas concentracdes de 40, 60, 80 e 100 mg.L!. J4 no teste in vivo, as concentragdes 0,25, 0,50,
0,75 e 1,00%, nao foram eficazes contra os parasitos. Além disso, a concentragdo de 1,00%
ocasionou altera¢des histologicas no periodo de 60 dias, suplementados na ragdo. Pontanto,

recomenda-se a utilizacao de até 0,75% de L. sidoides, utilizados na ragao.
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