2

UFF

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS LARANJEIRAS DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROECOLOGIA E
DESENVOLVIMENTO RURAL SUSTENTAVEL

LEONARDO MIGUEL CARARO

AVALIACAO DE OLEO ESSENCIAL DE OREGANO, Origanum vulgare, COMO
PROMOTOR DE CRESCIMENTO E RESISTENCIA AO ECTOPARASITA
Ichthyophthirius multifiliis EM JUVENIS DE JUNDIA, Rhamdia sp.

LARANJEIRAS DO SUL
2017



LEONARDO MIGUEL CARARO

AVALIACAO DE OLEO ESSENCIAL DE OREGANO, Origanum vulgare, COMO
PROMOTOR DE CRESCIMENTO E RESISTENCIA AO ECTOPARASITA
Ichthyophthirius multifiliis EM JUVENIS DE JUNDIA, Rhamdia sp.

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
graduagdo em Agroecologia e Desenvolvimento
Rural Sustentavel da Universidade Federal da
Fronteira Sul, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel.

Orientadora: Prof.2. Dr2, Maude Regina de Borba

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Yuji Sado

LARANJEIRAS DO SUL
2017



Cararc, Lecnardo Migusl
.?—'LVP;LIE—'&(;ﬁO DE OLEQ ESSENCIAL DE OREG}'&NO, Origanum
vulgare, COMO PRCMOTOR DE CRESCIMENTO E RESISTENCIA AOD
ECTOPARASITA Ichthyophthirius multifiliis EM JUVENIS DE
JUNDIA, Rhamdia sp./ Leonardo Miguel Cararc. —- 2017.
76 fo:il.

Orientadora: Mzude Regina de Borba.
Co-orientador: Ricardo Yuji Sado.

Dissertacdc (Mestrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Programa de P{s-Graduacdo em Mestrado em
hgroecologia e Desenvelvimento Rural Sustentavel -
PPGADR, Laranjeiras do Sul, PR, 2017.

1. Aditiveo natural. 2. Aguicultura sustentavel. 3.
Desafio. 4. Desempenho zootécnico. 5. Sanidade. I.
Borba, Maude Regina de, orient. II. Sado, Ricarde Yuji,
co—orient. III. Universidade Federal da Fronteira Sul.
IV. Titulo.




LEONARDO MIGUEL CARARO

AVALIAGAO DE OLEO ESSENCIAL DE OREGANO COMO PROMOTOR DE
CRESCIMENTO E RESISTENCIA AO ECTOPARASITA Ichthyophthirius
multifiliis EM JUVENIS DE JUNDIA, Rhamdia sp.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-graduagdo em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel da Universidade Federal da Fronteira Sul, como
requisito parcial para obtengdo do titulo de Mestre em Agroecologia e
Desenvolvimento Rural Sustentavel.

Orientadora: Prof.2. Dr. Maude Regina de Borba

Esta dissertacdo de mestrado foi defendida e aprovada pela banca em:

301061 &l

BANCA EXAMINADORA

Prof.. Dr, Maudf Regina de Borba (UFFS)

Prof. Dr/l'@(iéardjb Yujigado (UTFPR/DV)

A\ _dastlabner,
/Prof.a. Dr?. Betina Muelbert (UFFS)

N>

Prof. Dr/Juan Ramon E/équivel Garcia (UNISUL)




Aos meus amados pais, Pedro e
Mercedes (in memoriam), pela educacéo,
amor e apoio em todos 0s momentos
possiveis.

A minha esposa Priscila, pelo amor,
incentivo, companheirismo e preciosa
paciéncia pelo tempo que néo pude estar
ao seu lado.

Aos meus filhos, Felipe e Gabriel, por
serem a minha principal fonte motivadora

ao decorrer dessa jornada.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela fé, saude e coragem, para vencer os desafios, por ser a minha
rocha, por ter me dado a oportunidade de realizar mais esta conquista valiosa.
Aos meus familiares, em especial aos meus pais, pela educacdo, amor e incentivo
em todos os momentos dificeis.
A minha amada esposa, Priscila, pelo amor, paciéncia, motivacio na realizac&o
deste trabalho.
Aos meus lindos filhos, Felipe e Gabriel, minha principal fonte motivadora.
A minha orientadora professora Dr2, Maude Regina de Borba, pela oportunidade,
orientacdo, paciéncia, confianca e valioso apoio prestado.
Ao meu coorientador professor Dr. Ricardo Yuji Sado pelos valiosos conhecimentos
a mim repassados e apoio.
A Universidade Federal da Fronteira Sul pela oportunidade da realizagéo dessa pos-
graduacao.
Aos alunos de graduacéao (Eder, Dara e Igor) pela valiosa ajuda nas tarefas diarias e
andlises de laboratorio.
Ao técnico de laboratério Frank, pelo suporte técnico na fase experimental do
trabalho em laboratdrio.
A todas as pessoas que direta ou indiretamente auxiliaram no desenvolvimento dos

trabalhos.



“E disse Deus: Encham-se as aguas de seres vivos... Assim Deus criou 0s grandes
animais aquaticos e os demais seres vivos que povoam as aguas, de acordo com as
suas espécies... e viu Deus que era bom.”

Génesis 1: 20-21



RESUMO

A aquicultura de base agroecologica surge como alternativa de producéo
especialmente interessante para os agricultores familiares rurais. Em tais sistemas,
€ desejavel a utilizacdo de meios que possibilitem melhorar o desempenho
zootécnico e fortalecimento do sistema imune dos peixes, a partir de produtos
naturais. Neste sentido, objetivou-se com o0 presente estudo avaliar o efeito da
suplementacéo de dieta organica com 6leo essencial de orégano, Origanum vulgare,
sobre o desempenho zootécnico, parametros hematoldgicos e resisténcia ao
ectoparasita ictio, Ichthyophthirius multifiliis, em juvenis de jundia, Rhamdia sp. Foi
adotado um delineamento inteiramente ao acaso, com 5 tratamentos (concentracées
0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g de 6leo essencial de orégano/kg de dieta) e 4 repeticdes.
Grupos de 20 juvenis de jundia (peso inicial 12,5+0,5 g) foram estocados em 20
caixas de polietileno (54 L volume util) conectadas a um sistema de recirculacéo de
agua, com aeracdo individual. As dietas foram preparadas com ingredientes
organicos certificados e ofertadas durante 89 dias, em duas refei¢cdes diarias. Ao
final do periodo experimental, foram avaliados a sobrevivéncia, desempenho
zootécnico, parametros hematolégicos e composicédo corporal dos peixes. Apds a
biometria final, realizou-se o desafio com infestacdo experimental por ictio. Nao
houve efeito (P>0,05) das concentracfes de 6leo essencial de orégano na dieta
sobre o0 crescimento, hematologia e composi¢cao corporal dos juvenis de jundia.
Tampouco foi verificada influéncia sobre o grau de infestacdo e mortalidade
acumulada dos peixes submetidos ao desafio com ictio. O Oleo essencial de
orégano nao se mostrou um aditivo dietético efetivo na melhora do desempenho ou
aumento da resisténcia contra o ictio em juvenis de jundia. Todavia, tendo em vista a
importancia do tema, mais estudos devem ser realizados para ampliacdo do
conhecimento sobre o efeito deste e outros aditivos naturais em jundias, inclusive

em outras fases de desenvolvimento.

Palavras-chave: Aditivo natural. Aquicultura sustentavel. Desafio. Desempenho

zootécnico. Sanidade.



ABSTRACT

Aquaculture based on agroecology emerges as a particularly interesting production
alternative for rural family farmers. In such systems, it is desirable to use means for
enhancing the zootechnical performance and improving fish immune responses from
natural products. Thus, the present study aimed to evaluate the effect of organic diet
supplementation with oregano essential oil, Origanum vulgare, on zootechnical
performance, hematological parameters, and resistance to the ectoparasite
Ichthyophthirius multifiliis (ich) in silver catfish juveniles, Rhamdia sp. A completely
randomized design with five treatments (concentrations 0, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 g of
oregano essential oil kg diet) and four replicates was adopted. Groups of 20 silver
catfish juveniles (initial weight 12.5 = 0.5g) were stored in 20 polyethylene boxes (54
L usable volume) connected to a water recirculation system with individual aeration.
The diets were prepared with certified organic ingredients and offered for 89 days in
two meals a day. At the end of the experimental period, survival, zootechnical
performance, hematological parameters, and fish body composition were evaluated.
After the final biometry, an experimental challenge with ich infestation was
performed. Dietary concentrations of oregano essential oil had no effects on growth,
hematology, and body composition of silver catfish juveniles (p> 0.05). Neither was
there any influence on the degree of infestation and accumulated mortality of the fish
under challenge with ich. Supplementation with oregano essential oil did not prove to
be an effective dietary additive in improving the performance or increasing resistance
against ich in silver catfish juveniles. However, in view of the importance of the topic,
further studies should be carried out to increase knowledge about the effect of this
and other natural additives in silver catfish, including at other stages of development.

Key words: Natural additive. Sustainable aquaculture. Experimental challenge.

Zootechnical performance. Sanity.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é o setor de producéo de alimentos de origem animal que mais
vem se expandido mundialmente, cujo potencial para enfrentar os desafios da
seguranca alimentar, gerar empregos e ganhos econdmicos tem sido claramente
demonstrado (HLPE, 2014; FAO, 2016). O crescimento deste setor no Brasil em
2015 foi de 2,81%, acima da meédia mundial (1,6%), enquanto que na pesca
extrativista vem ocorrendo estagnacédo na producdo (IBGE, 2015; FAO, 2016). No
Brasil, a regido Sul é a segunda maior produtora de peixes, respondendo por 24,4%
da producao total do pais, com o Estado do Parand, responsavel por 14,3% do
montante produzido, se apresentando como o0 segundo maior produtor aquicola
nacional, atras apenas do Estado de Rondénia (IBGE, 2015).

O aumento na producdo aquicola € estimulado pelo maior consumo de
peixes, como consequéncia de mudancas ocorridas no habito de uma populagéo
gue vem crescendo em ritmo acelerado, que busca por alimentos em quantidade e
gualidade adequados (RODRIGUES et al., 2015). Neste sentido, o peixe se destaca
pelo seu alto valor nutricional: adequado perfil de aminoacidos, vitaminas e minerais,
€ um alimento de baixa gordura e elevado teor de dmega-3, que trazem beneficios a
salde humana (MENEZES et al.,, 2009). Adicionalmente, Rodrigues et al. (2015)
salientam que o aumento na producdo de peixes também acompanhou a evolucdo
nos estudos em nutricdo, melhoramento genético, sanidade e ambiéncia, resultando
em tecnologias que permitiram a intensificacdo da aquicultura.

Além dos fatores anteriormente citados, o Brasil possui condi¢cdes propicias
para que a aquicultura, tanto continental como marinha, se desenvolva, tornando
esta atividade uma importante fonte de alimento e renda, uma vez que tem
registrado um crescimento significativamente maior e mais rapido que os demais
segmentos agropecuarios alimentares (FAO, 2011). Sendo assim, € primordial
encontrar meios de desenvolver a atividade de forma sustentavel, buscando
aumentar a producdo aquicola sem comprometimento dos recursos naturais, a partir
de uma visdo de seguranga alimentar e nutricional (SOUZA, 2010; HLPE, 2014).

Neste sentido, a producao de peixes em sistemas organicos/agroecoldgicos
se torna uma importante ferramenta ao desenvolvimento sustentdvel da aquicultura,
uma vez que preconiza a minimizagdo dos impactos negativos da atividade e agrega
valor aos produtos (BOSCOLO et al., 2012; MUELBERT et al., 2016).
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De acordo com a definicao apresentada pelo Conselho da Unido Europeia, a
producdo organica € um sistema global de gestdo de propriedades e producéo de
alimentos que combina melhor as praticas ambientais, um elevado nivel de
biodiversidade, a preservacao dos recursos naturais, a aplicacdo do bem-estar dos
animais e a producdo com métodos de acordo com a preferéncia de certos
consumidores que procuram por produtos obtidos utilizando processos e
substancias naturais (MENTE et al., 2011).

A aquicultura organica no Brasil é pautada pela Instrucdo Normativa
Interministerial MAPA/MPA N° 28, de 8 de junho de 2011, que estabelece normas
técnicas e requisitos gerais para as questbes ambientais, econémicas, sociais, de
bem estar animal, uso de insumos, entre outros critérios, para 0s sistemas organicos
de producdo aquicola. A normativa preconiza a utilizacdo preferencialmente de
espécies nativas na producao organica e menciona que deve ser evitado o uso de
antibiéticos, bem como outros aditivos sintéticos na alimentacéo (BRASIL, 2011).

Dentre as diversas espécies nativas com potencial para a aquicultura, o
jundia, Rhamdia sp., se destaca para o cultivo no Sul do Brasil, por ser um peixe
adaptado ao clima mais frio da regido, o qual demonstra continuo crescimento nos
meses de inverno (FRACALOSSI et al., 2004). Apresenta ainda outras
caracteristicas desejaveis, como a qualidade da carne, auséncia de espinhas
intramusculares e boa palatabilidade, além de ser uma espécie autéctone, rustica,
resistente ao manejo e décil (MEYER; FRACALOSSI, 2004; BALDISSEROTTO;
RADUNZ NETO, 2005). Porém, apesar de suas caracteristicas de interesse, o
entrave na producdo do jundid estd na susceptibilidade ao ectoparasita
Ichthyophthirius multifiliis, popularmente conhecido como ictio, que causa a
enfermidade conhecida como “doenca dos pontos brancos” ou ictiofitiriase, a qual
tratada com substadncias muitas vezes toxicas ao homem e ao ambiente
(CARNEIRO et al., 2005; BORBA et al., 2007; PADUA et al., 2012).

Neste contexto, como alternativa ao uso de quimioterapicos sintéticos, varios
produtos naturais a base de plantas aromaticas tém recebido atencédo e vém sendo
estudados em peixes (CHITMANAT et al., 2005; CRUZ, 2005; CHRISTYBAPITA et
al., 2007; FERNANDES et al., 2007; MEURER, 2009; SANTOS et al., 2009; ZHENG
et al., 2009; CUNHA et al., 2010; AHMADIFAR et al., 2011; AZAMBUJA et al., 2011,
ABBAS et al., 2012; BECKER et al., 2012; GABOR et al., 2012; MONTEIRO, 2012;
CAMPAGNOLO et al., 2013; DAIRIKI et al., 2013; FERREIRA et al., 2014; FRECCIA
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et al., 2014; TALPUR, 2014; UCZAY, et al., 2014; VOLPATTI et al. 2014; ZAGO,
2014; KANASHIRO, 2015; RIBEIRO, 2015; SOUZA et al., 2015).

A busca por aditivos alternativos com potencial para melhorar o desempenho
zootécnico e fortalecer o sistema imunologico animal, mas que ndo deixem qualquer
residuo na carne do pescado e nem resultem em bactérias resistentes, tem
impulsionado pesquisas sobre a inclusdo de produtos naturais em dietas para peixes
(CAMPAGNOLDO et al.,, 2013). Dentre tais produtos, o 6leo essencial de orégano,
Origanum sp., tem se destacado, tanto como promotor de crescimento (FERREIRA
et al., 2014), quanto pelas suas propriedades antioxidante e antimicrobiana (ZHENG
et al., 2009) podendo contribuir para o aprimoramento de tecnologias para a criacdo
de espécies nativas como o jundia, com possibilidade de resultar em aumento da
producédo de forma sustentavel. Contudo, também ha na literatura relatos de estudos
em que a utilizacao deste aditivo na dieta ndo surtiu efeito no desempenho ou saude
em algumas espécies de peixes (VOLPATTI et al., 2014; YILMAZ et al., 2015).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a eficacia da
suplementacdo da racdo com diferentes concentracbes de Oleo essencial de
orégano, Origanum vulgare, para otimizacdo do potencial produtivo do jundia,

Rhamdia sp., e resisténcia ao ectoparasita I. multifiliis.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o uso de 6leo essencial de orégano como aditivo na dieta visando aumentar
o desempenho zootécnico e a resisténcia a ictiofitiriase em juvenis de jundia,

Rhamdia sp.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de concentracdes crescentes de 0leo essencial de orégano na
dieta sobre o desempenho zootécnico de juvenis de jundig;

e Avaliar a influéncia de concentra¢ges crescentes de 6leo essencial de orégano
na dieta sobre a composicdo corporal, rendimento de carcaga e indices

hepatossomatico e viscerossomatico de juvenis de jundia;
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e Verificar a influéncia da suplementacdo de dieta com Gleo essencial de orégano
sobre os parametros hematoldgicos de juvenis de jundid;
e Verificar a influéncia da suplementacéo de dieta com 6leo essencial de orégano

sobre a resisténcia ao ectoparasita |. multifiliis (ictio) em juvenis de jundia.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROECOLOGIA E SUSTENTABILIDADE NA AQUICULTURA

A Agroecologia, enquanto ciéncia, foca o0os seus estudos nas relagdes
presentes em um agroecossistema, inclusive nas relacdes sociais que esse
estabelece com o sistema agroalimentar como um todo. Sendo assim, a
agroecologia assume o compromisso de apoiar e dar sustentacdo a transicdo dos
atuais modelos de desenvolvimento rural e de agricultura convencionais para estilos
de desenvolvimento rural e de agricultura sustentaveis (CAPORAL; COSTABEBER,
2004). Desta forma, a agroecologia se contrapde ao modelo tecnoldgico
hegemobnico que é, em nivel mundial, a base de sustentacdo do agronegdcio e
também do processo de expropriacdo dos camponeses que nunca deixou de existir
(MORAES, 2013). Também propicia e amplia a conservacao e a biodiversidade dos
ecossistemas tendo em vista o estabelecimento de numerosas interacfes entre solo,
plantas e animais, ampliando a autorregulacdo do agroecossistema da propriedade
(ALTIERI, 2008). Sendo assim, a agroecologia como uma nova ciéncia em
construcdo reorienta os cursos alterados dos processos de uso de forma a ampliar a
inclusdo social, reduzir danos ambientais e fortalecer a seguranca alimentar e
nutricional com a oferta de alimentos sadios para todos os brasileiros (CAPORAL et
al., 2009).

A aquicultura pode ser definida como uma atividade multidisciplinar que
abrange o cultivo de diversos organismos aquaticos, incluindo peixes, moluscos,
crustaceos e plantas aquaticas, que tém na agua o seu principal ou mais frequente
ambiente de vida, sendo que € imprescindivel a intervencdo e manejo no processo
de criacdo para aumento da produgéo, principalmente para espécies que podem ser
utilizadas na alimentacdo humana (OLIVEIRA, 2009; FAO, 2014).

A aquicultura sustentavel é definida por Valenti et al. (2011) como a producao

de organismos aquaticos de forma produtiva e lucrativa, que gera e distribui renda,



17

mas que mantém interacdo harménica e duradoura com 0s ecossistemas e as
comunidades locais, onde 0s recursos naturais sdo usados racionalmente, sem
degradar os ecossistemas no qual se insere. O desenvolvimento sustentavel das
atividades aquicola deve envolver a conducdo destas de forma ambientalmente e
politicamente correta, além de economicamente e socialmente viavel, visando
minimizar seu impacto ao meio ambiente (SARANDON et al., 2014). O papel da
aquicultura, em todas as suas vertentes, se apresenta como instrumento eficaz de
inclusdo social (como de pescadores, assentados, indios e quilombolas de
diferentes géneros), de producéo de alimento e renda em escala familiar, garantindo
a obtencdo de seguranca alimentar e nutricional, bem como de organizacédo, em
torno de associacdes e de cooperativas no meio rural (OSTRENSKY et al., 2008).

Ao longo das ultimas trés décadas, a aquicultura vem despontando como um
dos setores importantes e de mais rapido crescimento que produzem alimentos de
alto valor nutricional, tornando-se uma induastria global robusta e vital, apresentando-
se, desta forma, como alternativa para aumentar a producéo e oferta de produtos
para alimentacdo humana, como peixes e camarbes (IBGE, 2013; FAO, 2016).

Neste contexto, a atividade representa importante papel na reducdo da
pressao ambiental sobre as espécies obtidas por meio da pesca (extrativismo), que
tem reduzido a biodiversidade, resultando na estagnacdo da producdo pesqueira
(IBGE, 2013).

A aquicultura depende fundamentalmente dos ecossistemas nos quais esta
inserida. E impossivel produzir sem provocar alteragdes ambientais. No entanto,
pode-se reduzir o impacto sobre 0 meio ambiente a um minimo indispensavel, de
modo que ndo haja reducdo da biodiversidade, esgotamento ou comprometimento
de qualquer recurso natural, bem como alteragGes significativas na estrutura e
funcionamento dos ecossistemas (VALENTI, 2002).

A producado de peixes agroecologicos € uma forma de oferecer alimento de
gualidade para os consumidores, porém, ainda € pouco praticada no pais, ndo
existindo na atualidade cultivos em escala comercial (MUELBERT et al., 2013). A
aquicultura organica, forma alternativa a producéo convencional de pescado, vem
crescendo mundialmente, possibilitando a obtencdo de um produto final mais
saudavel e com menos agressdo ao meio ambiente (BOSCOLO et al., 2012).
Segundo Mente et al. (2011), o modelo ainda incipiente da aquicultura organica pode

ser atribuido a pouca variedade e diversificacdo das espécies cultivadas, sistemas e
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métodos praticados. Além disso, apesar do desenvolvimento de regulamentacdo da
agricultura organica, ainda ha a falta de normas universalmente aceitas e critérios de
acreditacao relativo a aquicultura organica.

No Brasil a normatizacdo para aquicultura organica é relativamente recente,
consolidada por meio da Instrucdo Normativa Interministerial N°28, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) junto ao entdo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) (BRASIL, 2011). A piscicultura organica envolve a criacdo de
peixes em agua isenta de contaminantes ou poluentes. Os organismos devem se
alimentar naturalmente (ex: plancton, nécton, bentos ou vegetais) ou receber racao
organica, formuladas com ingredientes organicos certificados, de acordo com o
habito alimentar e fase de criacdo de cada espécie. Os juvenis e pos-larvas devem
ser oriundos preferencialmente de cultivos organicos, sendo proibido organismos
geneticamente modificados, uso de terapéuticos sintéticos e produtos quimicos
(BRASIL, 2011).

O crescimento da producdo aquicola brasileira tem sido acompanhado, em
varios segmentos, por medidas para o controle da saude dos animais, entre as quais
esta a utilizacdo de substancias quimicas, os chamados quimioterapicos, tanto no
tratamento quanto na prevencdo de doencas ocasionadas por microrganismos, tais
como parasitas, bactérias e virus. No entanto, a utilizac&o irracional de antibiéticos e
o0 aumento nas descargas de efluentes elevam os potenciais riscos de poluicao
ambiental e do numero de bactérias resistentes a estes produtos, 0 que torna a
situacdo ainda mais preocupante (JONES et al., 2003). Segundo a FAO (2011),
todos os medicamentos veterinarios e produtos quimicos utilizados na aquicultura
devem cumprir com 0s regulamentos nacionais e orientagdes. Nesse contexto, 0 uso
de produtos naturais tem sido visto como uma alternativa de destaque na
aquicultura, pois, sendo fontes promissoras de substancias bioativas, agem como
potenciais agentes antivirais, antibacterianos, antifungicos e antiparasiticos
(CITARASU, 2010), além de ndo serem prejudiciais ao meio ambiente (SOARES;
TAVARES DIAS, 2013).

Conforme destacado por Boscolo et al. (2012), os alimentos organicos devem
ser produzidos em sistemas de cultivo agroecologicos, de forma tecnicamente viavel
e ecologicamente correta, sem comprometer o bem-estar animal. Os sistemas de
producdo de alimentos organicos estdao em plena expansao no Brasil e exterior,

atendendo a uma crescente demanda dos consumidores, representando assim,
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papel importante na geracdo e manutencdo de empregos no campo, principalmente
para a agricultura familiar. Desta forma, pesquisas com alimentos organicos sao
pertinentes, e mais investigacdes sobre os efeitos das dietas organicas sobre a
saude dos peixes e a qualidade do produto final sGo necessarias para proporcionar
um desenvolvimento sélido e sustentavel da aquicultura organica com orientacdes

eficazes para garantir a sua qualidade ao consumidor (MENTE et al., 2011).

2.2 JUNDIA (RHAMDIA SP)

O Brasil possui inUmeras espécies nativas com grande potencial para
exploragéo pela aquicultura. No entanto, a grande maioria delas, ainda necessita de
aportes cientificos e tecnoldgicos para coloca-las em um patamar de plena
viabilidade zootécnica e econdmica (OSTRENSKY et al., 2008).

O jundid (Figura 1) é um bagre de &gua doce pertencente a familia
Pimelodidae (Siluriformes). Possui habito alimentar onivoro, noturno e crepuscular,
periodo em que se alimenta com maior voracidade. Sua distribuicdo geografica &
ampla, com registros de ocorréncia desde a regido central da Argentina até o sul do
México, 0 que resulta em grande plasticidade de formas, levantando a hip6tese de
gue o género Rhamdia representa um complexo de espécies (SILFVERGRIP, 1996;
GOMES et al., 2000; BALDISSEROTTO et al., 2010).

Trata-se de um peixe nativo que apresenta grande potencial para a
piscicultura na regido Sul do Brasil. Dentre suas caracteristicas de interesse,
destaca-se a resisténcia ao manejo, docilidade, crescimento mesmo em
temperaturas amenas, eficiéncia alimentar, inclusive nos meses mais frios, além de
apresentar carne saborosa e sem espinhas intramusculares (FRACALOSSI et al.,
2004; BALDISSEROTTO et al., 2010). Suporta bem grandes variacdes de oxigénio
dissolvido, pH (entre 4,0 e 9,5) e temperatura da agua (de 15 a 34°C), além de
apresentar tolerancia a salinidade, possibilitando o tratamento profilatico e curativo

de doencas com sal comum (GOMES et al., 2000).
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Figura 1 - llustracéo representativa do jundia, Rhamdia sp.

Fonte: Www.cpt.com.br

O jundia é produzido principalmente na regido Sul do pais, onde € muito
apreciado pelos consumidores. Esta espécie pode ser cultivada em sistemas de
mono ou policultivo (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2005). Em Santa Catarina,
no ano 2014, a producdo de jundia foi de 746.794 kg, ficando atrds apenas da
producdo de tilapia e carpas (EPAGRI, 2014). No Estado do Rio Grande do Sul,
segundo informacdo da EMATER-RS (2016), o jundia também € a terceira espécie
mais cultivada, representando 4% da producao total de peixes, ficando atras das
carpas e da tilapia. J& no Estado do Parana, o jundia representa apenas 0,8% da
producéo total de peixes e concentra-se na regiao sul do Estado, aparecendo atras
da tilapia, que domina a producédo com 91%, e de outras espécies nativas, além das
carpas (EMATER-PR, 2016).

Todavia, algumas dificuldades sdo encontradas no seu cultivo, como a
maturacdo precoce dos peixes, que é considerada problema durante a fase de
engorda, uma vez que atingem a maturidade sexual antes de alcancarem o0 peso
comercial, destinando energia para o desenvolvimento das génadas ao invés de
crescimento corporal, o que se reflete em reducdo da taxa de crescimento e
eficiéncia alimentar (FRACALOSSI et al., 2004). Outro importante entrave no cultivo
desta espécie, principalmente na fase inicial de desenvolvimento, € a sua alta
susceptibilidade a chamada doenca dos pontos brancos, causada pelo protozoario
ectoparasita |. multifilis, responsavel por grandes mortalidades e prejuizos na
producdo (CARNEIRO et al., 2005; BORBA et al., 2007).


http://www.cpt.com.br/
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2.3 SANIDADE NA AQUICULTURA

A expansado do setor aquicola tem aumentado a intensificacdo dos sistemas
produtivos nos mais diversificados ecossistemas aquaticos mundiais, resultando
muitas vezes em exposicao frequente dos animais a fatores estressantes, como alta
densidade de estocagem e manejo alimentar inadequado. Estes fatores tém
contribuido para o aumento da incidéncia de doencas por diferentes tipos de
patégenos, acarretando em prejuizo no desempenho e até mesmo mortalidades
expressivas (ROHR et al., 2011; MARQUEZ et al., 2014). Adicionalmente, aspectos
intrinsecos do hospedeiro e do patogeno também estéo envolvidos na disseminacéo
de doencas, como o grau de imunidade do hospedeiro, a habilidade do agente
patogénico em infectd-lo, além da presenca de hospedeiros intermediarios e
definitivos no ambiente de cultivo (IWASHITA; MACIEL, 2013).

Em geral, para que sejam controladas ou eliminadas tais doencas da criacao,
sdo investidos grandes esforcos financeiros, com o alto custo de produtos quimicos,
manejo e mao-de-obra especializada. Em fun¢éo da elevada ocorréncia de doencas,
0 uso de produtos quimioterapicos e antibidticos tem aumentado em sistemas
intensivos de producdo (MORAES; MORAES, 2009).

Dentre os principais e mais usuais farmacos e produtos quimicos utilizados
na aquicultura estdo a formalina (formaldeido 37-40%), permanganato de potassio
(KMnOQa4), sulfato de cobre (CuSOa4), organofosforados (triclorfon), inseticidas
organoclorados (diflubenzuron), antibiéticos (oxitetraciclina, florfenicol e a
terramicina) e anti-helminticos (mebendazol, abendazol, praziquantel, levamisol,
ivermectina) (TAVECHIO et al., 2009). Ainda existe o azul de metileno e o verde
malaquita, cujo uso em peixes que serao destinados ao consumo, independente da
fase de cultivo, entre outras atividades aquicolas como a aquariofilia, ndo sdo mais
recomendados, pois podem trazer riscos a saude humana pelo seu poder de
conservar residuos na carne (IWASHITA; MACIEL, 2013), porém este produto ainda
€ muito utilizado por produtores de alevinos, principalmente de jundia.

A presenca de residuos em tecidos dos peixes resulta em restricbes na
comercializacdo, particularmente de paises importadores, pois pode oferecer risco
potencial ao consumidor, caso ndo sejam respeitados os tempos de caréncia pos-
tratamento (PELICANO et al., 2005; CABELLO et al., 2013). Muitos destes produtos

guimicos, além de terem efeito toxico aos tecidos dos peixes (principalmente
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branquias, tegumento e figado) e poderem acumular residuos na musculatura,
implicam ainda, no caso de antibidticos, em risco de aumento de resisténcia
bacteriana. Desta forma, o uso indiscriminado de tais compostos tem ocasionado
grande preocupacao e a tendéncia mundial € de busca pela diminuicdo da aplicacéo
destes na aquicultura (PELICANO et al., 2005; TAVECHIO et al., 2009). Cabe ainda
ressaltar que a utilizagdo de produtos quimicos deve ser regida por legislacédo
especifica e que, no Brasil, poucos produtos s&o registrados para uso em
aquicultura (TAVECHIO et al., 2009).

Devido aos problemas mencionados, a nutricdo aquicola deve buscar
alimentos e formulagdes que auxiliem no melhor desenvolvimento e sanidade dos
animais. Nesse contexto, aditivos alimentares, como 0s extratos vegetais e 0leos
essenciais, podem ser utilizados na aquicultura visando melhorar o desempenho

zootécnico e controlar surtos de varias doencas (SANTOS et al., 2009).

2.3.1 — Fitoterapicos na aquicultura

A utilizacdo de fitoterapicos vem ganhando espaco na aquicultura
especialmente como profilaticos alternativos ao uso de produtos quimicos, devendo
ser incentivada. Os fitoterapicos apresentam algumas vantagens sobre os produtos
sintéticos para uso no cultivo de peixes, tais como o potencial menos téxico por
serem menos concentrados, possuirem multiplos modos de acéo, resultando em
menor probabilidade de causar resisténcia, além de diminuicdo do impacto
ambiental, pois sdo produtos biodegradaveis, auxiliando na qualidade do cultivo e
reducédo nos custos de producao (COIMBRA et al., 2006).

O controle de diferentes tipos de bactérias como Pseudomonas spp. e
Aeromonas spp., reducéo de infeccao por fungos, controle de Trichodina spp., de |I.
multifilis e monogenéticos vem sendo obtido em diversas espécies de peixes com o
uso de diferentes fitoterapicos (MADSEN et al., 2000; MARTINS et al., 2002;
CHANSUE; TANGTRONGPIROS, 2005; CHITMANAT et al., 2005; CRUZ, 2005;
CHRISTYBAPITA, et al., 2007; JOHN et al., 2007; DIAB et al., 2008; MONTEIRO,
2012; TALPUR, 2014; DIAS et al., 2015).

Compostos naturais considerados imunoestimulantes, aumentam a

resisténcia dos peixes e estimulam as respostas ndo-especificas do sistema
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imunolégico (TAVECHIO et al., 2009), podendo ser administrados por meio da
alimentacdo dos animais, adicionados a ragédo (SANTOS et al., 2009), aplicados no
ambiente de producéo, por banho, spray ou injecdo (MONTEIRO, 2012; SAHU et al.,
2007).

As plantas medicinais, seus extratos e 0leos, possuem grande potencial para
0 combate das principais enfermidades em peixes de cultivo, envolvendo baixo
custo na sua utilizacdo. Existe grande diversidade de principios ativos oriundos de
vegetais, os quais devem ser estudados em relacdo a sua efetividade na
potencializacdo do desempenho zootécnico e acdo imunoestimulante em espécies
de interesse. Neste sentido, sendo confirmada a sua eficacia, o uso dos fitoterapicos
na piscicultura pode representar beneficios econémicos e ao ambiente, resultando
na producdo de alimento de 6tima qualidade para o consumidor (SCHALCH et al.,
2015).

2.3.1.1 — Propriedades e acao dos 6leos essenciais

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos remonta as primeiras descri¢cdes
de nossa cultura. Na China, no ano 3000 a.C., ja se praticava o cultivo de plantas
medicinais, conceito mantido até os nossos dias e consolidado na medicina chinesa
(MARTINS et al., 2003). No Brasil aconteceram influéncias da cultura indigena,
africana e europeia na utilizacdo das plantas medicinais (MAIOLI-AZEVEDO;
FONSECA-KRUEL, 2007; SILVA; OLIVEIRA, 2013).

Existe uma grande biodiversidade de plantas no planeta e a maioria €
desconhecida sob o ponto de vista cientifico. Ha entre 250-500 mil espécies, porém
somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma percentagem
menor avaliada sob os aspectos biolégicos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Esta
diversidade e complexidade de moléculas biossintetizadas pelas plantas sao
conhecidas como principios medicinais ou principios ativos (CUNHA JR;
SCHEUERMANN, 2005). Segundo Kamel (2001) ha varios principios ativos que
atuam sobre o metabolismo e fisiologia dos animais, fazendo com que alguns
extratos vegetais possam ser utilizados como promotores de crescimento
alternativo. Dentre os mais estudados estdo os 0leos essenciais, designados pela
ISO (International Standard Organization) como sendo misturas complexas de

substancias organicas voléateis, lipofilicas, normalmente odoriferas (quase sempre
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agradaveis) e liquidas, oriundas do metabolismo secundario que conferem
propriedades aromaticas as plantas, extraidos por métodos especificos, sendo o
mais frequente a destilacdo por arraste de vapor de agua (SIMOES et al., 2002).

A familia Lamiaceae compreende o maior nimero de espécies com Oleos
essenciais, além de uma grande diversidade de substancias incluidas neste grupo
de principios ativos. Nesta familia se concentra uma grande quantidade de plantas
referidas e citadas como medicinais em todo o mundo, tais como o manjericao
(Ocimum basilicum), horteld&/menta (Mentha sp.), salvia (Salvia officinalis), alecrim
(Rosmarinus officinalis), erva cidreira (Melissa officinalis), tomilho (Thymus vulgaris)
e orégano (Origanum sp.) (MARTINS et al., 1995 apud PULICI, 2012). Membros do
género Origanum sao frequentemente caracterizados pela existéncia de diferencas
guimicas, com relacdo tanto nas quantidades como composicdo dos principios
ativos do 0leo essencial (SIVROPOULOU et al., 1996).

O O. vulgare (Linneus) (Figura 2), € uma planta aromatica, possui um
perfume agradavel, herbaceo, intenso, de sabor quente e queimado, € conhecida
em todo o Brasil, como orégano ou manjerona, ou mMesmoO COMO manjerona-
selvagem (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). E um dos condimentos mais populares
do mundo, muito utilizado na culinaria, pois confere um sabor caracteristico aos
alimentos, sendo também usado na medicina popular em funcéo de ser uma planta
tbnica e digestiva. Além disso, essa planta tem sido objeto de estudo devido ao
potencial biolégico de seus componentes presentes no 6leo essencial (LORENZI;
MATOS, 2008).

Figura 2 — Imagem ilustrativa de exemplar de orégano.

5@"
"£~!~ A’ "’ ’

NS .r'/'-ro .'-.)

P - ¢
3 ,:i,,;gr P

Fonte: www.pinterest.com



https://www.pinterest.com/mbspiceco/herb-botanical-prints-and-illustrations/

25

Os principais principios ativos do orégano é o carvacrol (fenol néo
cristalizavel) e o timol, mas também apresenta concentracdes de borneol, cineol,
terpineol, terpineol-4, terpineno, pineno, canfeno, linalol, limoneno, felandreno, cis-
sabineno hidratado, acetato de linalila, acetato de cis-sabineno hidratado,
germacreno, p-cimeno, cariofileno e espatulenol, (SIMOES et al., 2002; BURT, 2007;
LORENZI; MATOS, 2008). Na composi¢do quimica de suas folhas e inflorescéncias
destaca-se a presenca de 1% de Oleo essencial, com teor de 40 a 70% de carvacrol
acompanhado dos demais principios ativos (LORENZI; MATOS, 2008). Porém, pode
ocorrer discrepancia entre estes valores devido a diferenca nas condi¢fes climéticas
e regido de cultivo, como altitude e sazonalidade, espécie cultivada, entre outras
caracteristicas agronémicas (RODRIGUES, 2002; KOFIDIS et al., 2003; MOCKUTE
et al., 2003; BORGES et al., 2012).

O orégano possui varias propriedades, como atividade antibacteriana,
antioxidante, anticoccidiana, antifungica, digestiva e imunologica (PULICI, 2012),
conferindo aumento na atividade das células fagocitarias, na producdo de
lisossomos e anticorpos (RIBEIRO et al., 2012). Tais propriedades podem atuar em
sinergismo, resultando em melhora na sanidade e produtividade dos animais (BELE,
2007). Em trabalhos realizados com diferentes espécies, foi constatada a acéo
bactericida do carvacrol para microrganismos como Bacillus cereus e Escherichia
coli (DORMAN; DEANS, 2000; ULTEE et al., 2011). Pereira et al. (2006) verificaram
a acdo antifungica do 6leo essencial de orégano pela inibicdo do crescimento de
cepas de fungos Fusarium sp., Aspergillus ochraceus, A. niger e A. flavus.
Adicionalmente, em estudo realizado com frangos, foi verificado que a mistura de
principios ativos deste Oleo essencial estimula a acdo de enzimas digestivas,
estabilizacdo da microbiota intestinal e inativacdo de toxinas de Clostridium
perfringens, podendo reduzir a colonizagéo deste no intestino (MITSCH et al., 2004).
Segundo Jamroz e Kamel (2002), tal propriedade pode ajudar na melhora da
converséao alimentar dos animais.

O dleo essencial de orégano pode atuar no controle de agentes patogénicos
potenciais, aumentando, assim, a disponibilidade de nutrientes essenciais,
melhorando a digestibilidade e a absor¢cdo dos nutrientes, possibilitando que o
animal expresse ao maximo o seu potencial genético de crescimento. Desta forma, o
hospedeiro é poupado dos mecanismos de respostas imunolédgicas desencadeadas

em situacbes de estresse durante condi¢cbes criticas de defesa do organismo
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(HASHIMI; DAVOODI, 2010). O carvacrol age como componente bactericida ou
bacteriostatico, com atividade dependente da concentracdo e tempo de exposi¢do
(ULTEE et al., 2011). Acredita-se que a acao antimicrobiana possa ser decorrente da
alteracdo de diversas enzimas, incluindo aquelas envolvidas com a producédo de
energia e a sintese de compostos estruturais (CLEFF et al., 2008).

A acdo de extratos naturais no organismo animal pode variar dependendo,
dentre outros fatores, da concentracdo dos principios ativos, niveis de inclusdo na
dieta e tempo de exposicdo. Grande parte desses aditivos sdo provenientes de
folhas, sementes, raizes, frutos ou até mesmo da planta inteira, sendo assim, as
propriedades toxicoldgicas, forma de uso, dosagem e atividades farmacolédgicas da
planta devem ser conhecidas (VEIGA JUNIOR, 2008; RODRIGUES et al., 2015).

2.3.2 Uso de Oleo essencial de orégano como aditivo alternativo em dietas

para animais de interesse zootécnico

Em piscicultura, o atendimento das exigéncias nutricionais e efetivo
aproveitamento do alimento pelos peixes € fundamental para a maximizacdo do
crescimento dos animais e minimizacdo do impacto ambiental. No entanto, a maioria
das pesquisas em nutricdo avalia as exigéncias e a utilizacdo de alimentos visando
apenas desempenho zootécnico e sinais de deficiéncia, sem considerar a
capacidade de resisténcia dos animais, quando expostos a patégenos ou agentes
estressores (RODRIGUES et al., 2015).

Os aditivos sao definidos como substéncias n&o nutritivas, adicionadas
intencionalmente as racgdes, com a finalidade de conservar e intensificar as
propriedades quimicas dos alimentos e/ou melhorar a condicdo dos animais, como
0S corantes, conservantes, antioxidantes, dentre outros (OLIVEIRA et al.,, 2005;
RIBEIRO et al., 2012). Os aditivos utilizados na nutricdo animal podem ser
classificados de acordo com suas propriedades e fungdes, sendo incluidos em uma
ou mais categorias, tais como: tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e
anticoccidianos (RIBEIRO et al., 2012; CAVALHEIRO et al., 2014).

Atualmente, os aditivos zootécnicos como 0s promotores de crescimento tém
ganhado destaqgue na nutricdo animal, sobretudo aqueles naturais, com

propriedades fitoterapicas, também denominados “alimentos funcionais”. Um
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alimento é considerado funcional se for demonstrado que o mesmo pode afetar
beneficamente uma ou mais fun¢des alvo no corpo, além de possuir os adequados
efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a saude
guanto para a reducao do risco de uma doenca. Possuem substancias com funcdes
biolégicas distintas, denominadas compostos bioativos e sdo apresentados na forma
de alimentos comuns, podendo assim, serem consumidos em dietas convencionais
(RIBEIRO et al., 2012).

O uso de extratos e Oleos essenciais de plantas vem ganhando destaque na
sanidade animal, pois podem ser fontes promissoras de substancias bioativas contra
parasitos e microrganismos patogénicos (SOARES; TAVARES DIAS, 2013), atuando
como antioxidantes, analgésicos, promotores de crescimento, dentre outros
(DAIRIKI et al., 2013). Em geral, sdo produtos naturais com boa disponibilidade que
apresentam menos efeitos colaterais ou toxidade (KALEMBA; KUNICKA, 2003).
Assim, pelo grande potencial na prevencao ou controle de patégenos na aquicultura,
surgem como alternativa ao uso de antibidticos e outros produtos quimicos
(RIBEIRO et al., 2012). Adicionalmente, sdo menos prejudiciais ao meio ambiente e
potencialmente menos agressivos a saude do homem, no que se refere aos
residuos produzidos, uma vez que apresentam maior biodegradabilidade
(KALEMBA; KUNICKA, 2003; SOARES; TAVARES DIAS, 2013).

No que concerne a dietas organicas, a Instrucdo Normativa Interministerial N°
28, que estabelece normas para producdo aquicola organica no pais (BRASIL,
2011), permite 0 uso de suplementos minerais e vitaminicos, desde que 0s seus
componentes ndo contenham residuos contaminantes acima dos limites permitidos
e que atendam a legislacdo especifica. Na piscicultura orgénica deve ser priorizado
0 uso de substancias naturais, devendo-se evitar antibiéticos, sendo proibido
substancias sintéticas que estimulem o crescimento, assim como outros aditivos
alimentares sintéticos (BOSCOLO et al., 2012).

Varios estudos realizados com aves, suinos e bovinos, demonstraram efeitos
positivos da adicdo de oOleo essencial de orégano na dieta sobre o desempenho e
imunidade dos animais. Em aves, 0 0Oleo essencial de orégano foi efetivo como
agente anticoccidiano (GIANNENAS et al., 2003; WALDENSTEDT, 2003; TSINAS et
al., 2011), como antioxidante (BOTSOGLOU et al., 2002, 2003; FLOROU-PANERI et
al., 2005; LUNA et al., 2010), resultou em melhora na digestibilidade (LEE et al.,
2003a; MITSCH et al., 2004; JANG et al., 2007; PAIM et al., 2008), na imunidade
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(OVIEDO-RONDON et al., 2006; TOGHYANI et al., 2010; LILLEHOJ et al., 2011;
DIAS et al., 2015) e em parametros de desempenho (WALDENSTEDT, 2003; LEE et
al., 2003b; CALISLAR et al., 2009; FOTEA et al., 2009; ROOFCHAEE et al., 2011).

A suplementacdo deste composto na dieta para suinos, também melhorou a
digestibilidade (OETTING et al., 2006; MICHIELS et al., 2008), imunidade (WALTER
e BILKEI, 2004) e desempenho dos animais (KHAJARERN; KHAJARERN, 2002;
ALLAN; BILKEI, 2005). De forma semelhante, estudos demonstram resultados
produtivos positivos em ruminantes, com a inclusao do 6leo essencial de orégano na
dieta (CHAVES et al., 2008, 2011). No entanto, também sdo encontrados na
literatura trabalhos em que n&o foram verificados efeitos significativos da
suplementacdo de Oleo essencial de orégano em dietas para aves, suinos e
bovinos, sobre o desempenho zootécnico e sistema imunolégico dos animais
(BOTSOGLOU et al., 2002; FUKAYAMA et al., 2005; JESUS, 2007; SILVA et al.,
2009; REVAJOVA et al., 2010; TSINAS et al., 2011; RIVAROLLI, 2014).

Em piscicultura, a intensificacdo dos sistemas produtivos tem levado ao
aumento da produtividade. Porém, as caracteristicas inerentes a esses sistemas de
criagdo, como altas densidades de estocagem, alto fluxo de &agua, piora nos
parametros de qualidade da 4gua e manejo dos animais podem ocasionar estresse
aos peixes (LIMA et al., 2006). O estresse é definido como um conjunto de respostas
da célula, ou organismo, a qualquer estimulo que altere o estado fisiolégico basal do
animal (IWAMA, 2006). Esta entre as principais causas de perdas na piscicultura,
pois afetam o metabolismo, diminuem a atividade imune e, consequentemente,
comprometem o crescimento e a sobrevivéncia dos peixes (OBA et al., 2009). Desta
forma, o uso de aditivos naturais em racdes para peixes pode representar alternativa
vidvel para minimizar as perdas e aumentar a produtividade em condi¢des intensivas
de criacéo, principalmente nas fases iniciais do cultivo, quando os peixes estdo mais
susceptiveis a doencas (RIBEIRO et al., 2012), uma vez que em muitas espécies
aumenta a eficiéncia de utilizacdo de nutrientes, a resisténcia ao estresse, além da
protecdo contra patdgenos (ZAGO, 2014).

Na aquicultura o emprego de aditivos naturais tem sido avaliado em diversos
estudos recentes, como o uso de propolis (ABBAS et al., 2012; UCZAY et al., 2014),
extrato de alho (Allium sativum) (FERNANDES et al., 2007), erva-cidreira (Lippia
alba) (CUNHA et al., 2010; AZAMBUJA et al., 2011; BECKER et al., 2012; SOUZA
et al., 2015), agridao-do-brejo (Eclipta alba) (CHRISTYBAPITA et al., 2007), menta



29

(Mentha piperita) (RIBEIRO, 2015), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) (SILVA et
al., 2012) e orégano ou seus principios ativos (ZHENG et al., 2009;
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010; AHMADIFAR et al., 2011;
GIANNENAS et al.,, 2012; FERREIRA et al.,, 2014; VOLPATTI et al.,, 2014;
KANASHIRO, 2015; YILMAZ et al.,, 2015), bem como estudos que compararam
Oleos essenciais de diferentes plantas (GABOR et al., 2012; CAMPAGNOLO et al.,
2013; FRECCIA et al., 2014).

A suplementacdo de 6leo essencial de orégano, assim como seu principal
principio ativo, o carvacrol, em dietas para diferentes espécies de peixe, como o
bagre do canal, truta-arco-iris e o lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax lacustris (=A.
altiparanae), apresentaram resultados positivos quanto ao desempenho (ZHENG et
al., 2009; AHMADIFAR et al., 2011; GIANNENAS et al.,, 2012; FERREIRA et al.,
2014), rendimento da carcaca (ZHENG et al., 2009; AHMADIFAR et al., 2011,
FERREIRA et al., 2014), composi¢ao corporal (AHMADIFAR et al., 2011; FERREIRA
et al., 2014), atividade antioxidante (ZHENG et al., 2009; GIANNENAS et al., 2012;
FERREIRA et al., 2014) e parametros hematolégicos (AHMADIFAR et al., 2011).
Porém, em estudos com a inclusdo de carvacrol na dieta de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), robalo (Dicentrarchus labrax), truta-arco-iris e bagre do
canal, nao foi verificado efeito significativo sobre os parametros de desempenho
avaliados (FRECCIA et al., 2014; VOLPATTI et al., 2014; YILMAZ et al., 2015) e
rendimento da carcaca (VOLPATTI et al., 2014).

Tais resultados contraditérios evidenciam a importancia da realizagdo de
estudos que visem avaliar a efetividade da suplementacdo da dieta com aditivos
naturais que apresentam potencial para otimizacdo do desempenho zootécnico e

sanidade de espécies de interesse para piscicultura organica.

2.3.3 Doencas parasitarias - Ichthyophthirius multifiliis

Os peixes cultivados sédo frequentemente expostos a parasitas, 0s quais
podem infestar a superficie corporal ou orgdos internos destes animais. De acordo
com a localizacdo nos hospedeiros, os parasitas podem ser classificados em
endoparasitas, que vivem no interior dos organismos; ectoparasitas, que se fixam na

superficie dos hospedeiros e ainda os hemoparasitas, que vivem na corrente
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sanguinea (IWASHITA e MACIEL, 2013).

O . multifiliis, foi descrito por Fouquet (1876) na Franca, onde causou
problemas devido a sua rapida multiplicacdo em lagoas de trutas durante a estacéo
mais quente. Pertence ao filo Ciliophora, classe Oligohymenophora, subordem
Ophryoglenina, familia Ichthyophthiriidae. Popularmente conhecido como ictio, € um
protozodrio ciliado, de formato esférico, que possui um macronucleo em forma de
ferradura. Apresenta distribuicdo geografica mundial e, por ndo ter especificidade
parasitaria, ja foi descrito em diversas espécies de peixes de cultivo ou da natureza
(PAVANELLI et al., 2008; IWASHITA; MACIEL, 2013).

Segundo Dickerson e Clark (1996), o I. multifilis € um dos mais comuns e
destrutivos protozoarios parasitas de peixes de agua doce, representando um
problema significativo para a aquicultura. Este ectoparasita tem trés estagios de
desenvolvimento: um tomonte reprodutivo, um teronte infeccioso e um trofonte
parasitico (PAVANELLI et al., 2008). A doenca causada pelo ictio é conhecida como
ictiofitiriase ou “Doenca dos Pontos Brancos”, onde cada ponto corresponde a um
parasita, na fase de trofonte, localizado abaixo das células epiteliais da pele ou
branquias do hospedeiro (BUCHMANN et al., 2001).

Segundo Cross (1994), o ciclo de vida é direto e dependente da temperatura
(entre 20 e 26°C). Por exemplo, a 20°C os trofozoitos, j& no hospedeiro, conseguem
se desenvolver dentro de 5-7 dias, transformando-se em trofonte que apds este
periodo deixa o hospedeiro e aloja-se no substrato incistando dentro de 1 hora
transformando-se em tomonte. Nesta fase, em seu interior, dentro de 24h, ocorrem
sucessivas divisbes através de mitose, dando origem aos tomitos, que ao se
libertarem encontram-se na forma infectante de teronte, fase em que os parasitas,
nas préximas 24h, buscam o hospedeiro e vao se alojar entre a epiderme e a derme
do peixe, causando a doenca (Figura 3). Este mesmo autor afirma que em
temperaturas entre 24-26°C, este ciclo pode ser mais curto, onde os terontes podem
eclodir com 17-18h ap6s o incistamento e podem sobreviver por mais tempo, até
48hs, fora do hospedeiro.

Ainda, segundo Buchmann et al. (2001), o ictio pode resistir a temperaturas
muito mais baixas, de até 5°C, quando o processo de reproducao pode levar até 9
dias para ocorrer. J& em temperaturas um pouco maiores, de 12°C, este processo
leva apenas 36h, e o parasita pode permanecer até 10 a 12 dias no hospedeiro.

Desta forma, até determinado limite, quanto maior a temperatura, mais rapido € o
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ciclo do parasita, e mais rapido ocorre a infestacdo do hospedeiro, causando maior

mortalidade em menor tempo.
Figura 3 - llustrag&o representativa do ciclo de vida do parasita I. multifiliis.
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Fonte: Adaptado de Cross (1994) e Dickerson; Clark (1998).

Quando infestados, o0s peixes apresentam pontos brancos que podem chegar
a 1-1,5 milimetro de didmetro no tegumento, nadadeiras e branquias, provocando
hiperplasia das células de muco e impermeabilizacdo das branquias. Ao atingir
determinado estagio de maturacdo, o parasita perfura a pele do peixe abrindo
caminho para o exterior, iniciando novamente sua fase reprodutiva, que dura cerca
de um dia quando em temperaturas maiores que 20°C, podendo produzir cerca de
100 a 2.000 novos individuos (MARTINS; ROMERO, 1996; PADUA et al., 2012).

Os danos provocados pelos parasitas em seus hospedeiros sao decorrentes
de acbOes mecanicas, espoliativas, irritativas e traumaticas, ocasionados por seu
aparelho de fixacdo e forma de alimentacdo, desencadeando uma resposta
inflamatoria no peixe (BUCHMANN et al., 2001). Como consequéncia, 0s peixes tem
sua capacidade respiratéria prejudicada, bem como tornam-se suscetiveis a
infeccbes secundarias por bactérias e fungos, podendo culminar em elevadas
mortalidades (PADUA et al., 2012).

O ictio é transmitido com grande facilidade de um peixe infectado para outro,
bem como pela agua e utensilios usados na piscicultura. Assim, para combater
esses parasitos ou manté-los em baixo nivel de intensidade, recomenda-se a

manutencdo de baixa densidade populacional, boa qualidade da agua, alimentagéo
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adequada e evitar estresse de manejo (PADUA et al., 2012). Além do adequado
manejo, Abdel-Hafez et al. (2014) preconiza duas estratégias para tratar peixes
infestados com |. multifiliis, por meio de banho quimico e por meio da alimentacéo. O
tratamento com banho quimico afeta os terontes, porém, sdo necessarias varias
repeticdes para evitar a continuacédo da infecgcdo. No entanto, estressam 0s peixes,
aumentando a suscetibilidade a infeccbes bacterianas e parasitarias secundarias,
podendo ter efeitos nocivos sobre o meio ambiente. Ja o tratamento com alimento
medicamentoso tém vantagens, uma vez que ndo sdo afetados pelos parametros
ambientais da agua como condutividade, pH, carga organica, etc. Sao faceis de
administrar, menos estressantes para 0s peixes e tém um longo periodo de atividade
nestes, dependendo do grau de aceitacdo e absorcdo do alimento medicado
(ABDEL-HAFEZ et al., 2014).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 PEIXES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de Piscicultura e de Nutricdo de
Organismos Agquaticos, da Universidade Federal da Fronteira Sul-UFFS, campus
Laranjeiras do Sul, Parana, Brasil, no periodo de janeiro a abril de 2016. Grupos de
20 juvenis de jundia, Rhamdia sp. (peso inicial: 12,5+0,5 g), oriundos de reproducao
induzida realizada no Laborat6ério de Piscicultura da UFFS, foram estocados em 20
caixas de polietileno (34 x 32 x 65,5 cm; volume (til 54 L), conectadas a um sistema
de recirculacdo com fluxo continuo de agua aquecida e salinizada com aeracdo
individual (Figura 4). Apos trés dias de adaptagdo as condi¢cbes experimentais,
durante os quais os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com a dieta
controle (sem Oleo essencial de orégano), foi dado inicio ao experimento. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com cada uma das cinco
dietas experimentais (Tabela 1) distribuida a quatro grupos de peixes. Os juvenis de
jundia foram alimentados até a saciedade aparente duas vezes ao dia (9:00 e
17:00h) durante 89 dias e a quantidade de dieta fornecida para cada unidade
experimental registrada diariamente. A iluminacao foi natural, obtida pela entrada de
claridade pelas janelas do laboratério, conferindo fotoperiodo de 12 horas.

A temperatura da agua e salinidade (monitorados diariamente) mantiveram-se
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em 28,3+0,97°C e 3,1+0,64%o, respectivamente. O pH, amdnia e nitrito (monitorados
semanalmente) mantiveram-se, respectivamente, em 7,0+0,04, 0,021+0,009 mg/L e
0,4+0,08 mg/L. As concentracfes de oxigénio dissolvido, dureza e alcalinidade
(monitoradas quinzenalmente) foram de 8,84+0,66 mg/L, 86,67+40,33 mg/L e
31,67+11,69 mg/L, respectivamente. Todos os parametros de qualidade de agua
estiveram dentro das condic¢des toleraveis para a espécie (GOMES et al., 2000).

Ao final do periodo de alimentacdo os peixes foram anestesiados (1 mL de
Oleo de cravo/10 L de agua), contados e pesados individualmente (precisdo balanca
= 0,01 g) para avaliacdo da sobrevivéncia e crescimento. Posteriormente a
biometria, sete jundids (nUmero restante apds as amostras coletadas para andlises e
considerando a sobrevivéncia em algumas repeticées) foram recolocados em suas
respectivas caixas, que foram desconectadas do sistema de recirculacdo, para

realizacdo da infestacdo experimental por I. multifiliis.

Figura 4 - (A) Vista geral do bloco de Laboratorios/UFFS; (B) Sistema experimental.
.

Fonte: Cararo, 2016.

3.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

Cinco dietas peletizadas isoproteicas (37% de proteina bruta - PB) e
isoenergéticas (3315 Kcal de energia digestivel - ED/kg) foram formuladas para
atender as exigéncias nutricionais do jundia (MEYER; FRACALOSSI, 2004,
RADUNZ; BORBA, 2012). As dietas experimentais tiveram na sua composicdo
basal, farinha de peixe e farelo de soja como ingredientes proteicos, milho, trigo e
oleo de soja, de procedéncia organica certificada, como ingredientes energéticos,
sal, premix mineral/vitaminico e, como aditivo, 0 Oleo essencial de orégano,
suplementado nas concentra¢bes 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g/kg (FERREIRA et al., 2014),
além do controle (0,0 g/kg), compreendendo cinco tratamentos, com quatro

repeticdes cada (Tabela 1).
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Todos os ingredientes secos foram moidos e peneirados (<600u) para
padronizacao do didmetro das particulas. O 6leo essencial de orégano foi misturado
ao Oleo de soja e posteriormente homogeneizado aos demais ingredientes. As dietas
foram preparadas misturando-se inicialmente os ingredientes secos, adicionando-se
em seguida o 6leo e, por fim, agua. A massa homogénea resultante foi passada em
um equipamento moedor de carne, através de uma matriz com orificio de 3 mm, e
os filamentos produzidos levados para secagem em estufa a 40°C por 12 horas
(Figura 5). Apos secagem, as dietas foram embaladas em sacos plasticos
hermeticamente fechados e armazenadas a -20°C até sua utilizagdo. Para evitar o
manuseio frequente das dietas armazenadas sob congelamento, quantidades
suficientes para uso em uma semana eram armazenadas em frascos plasticos, os
guais eram mantidos sob refrigeracao (4°C).

A composi¢do centesimal (matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e
cinzas) das dietas foi determinada de acordo com procedimentos da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2000).

Figura 5 — (A) Homogeneizacdo da mistura; (B) Peletizacdo das dietas; (C) Estufa

de Secagem da racao; (D) Frascos para armazenamento das dietas experimentais.
B. 3 a4

Fonte: Cararo, 2016.
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Tabela 1 - Ingredientes e composicao centesimal das dietas experimentais (g/kg da
matéria seca) distribuidas a quatro grupos de juvenis de jundia durante 89 dias.

Dietas experimentais

Ingredientes Oleo essencial de orégano (g/kg)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Farelo de soja! 443,84 443,84 443,84 443,84 443,84
Farinha de peixe! 289,71 289,71 289,71 289,71 289,71
Milho grdo moido? 193,46 193,46 193,46 193,46 193,46
Farinha de trigo? 63,21 63,21 63,21 63,21 63,21
Farelo de trigo? 60,17 60,17 60,17 60,17 60,17
Premix vitam./mineral® 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Fosfato monocélcico 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Sal 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de sojat 10,00 9,50 9,00 8,50 8,00
Oleo de orégano? 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Composicdo quimica das dietas
Matéria seca (g/kg) 918,6 917,2 918,5 921,5 923,1
Proteina Bruta (g/kg) 385,2 385.,4 382.,6 381,9 382,6
Lipidio (g/kg) 64,1 715 66,6 62,5 60,4
Cinzas (g/kg) 119,0 114,2 117,2 115,4 116,0
Energia Digestivel 3315 3315 3315 3315 3315
(Kcal/kg)
Carvacrol (mg/kg)* 0,00 0,375 0,75 1,125 1,50
Timol (mg/kg)* 0,00 0,03 0,06 0,09 0,12
p-Cimeno (mg/kg)* 0,00 0,025 0,05 0,075 0,10
y-Terpineno (mg/kg)* 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
1,8-Cineol (mg/kg) * 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Canfeno (mg/kg)* 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Cariofileno (mg/kg)* 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Felandreno (mg/kg)* 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Limoneno (mg/kg)* 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

!Biorganica Comércio de Produtos Organicos Ltda., Realeza/PR.

2L ASZLO Aromaterapia Ltda., Belo Horizonte/MG. (Composicdo: Carvacrol: 75-80%; Timol: 4-6%; p-
Cimeno: 4-5%; y-Terpineno: 3-4%; 1,8-Cineol: 1-2%; Canfeno: 1-2%; Cariofileno: 1-2%; Felandreno:
1-2%; Limoneno: 1-2%.

3Composicéo (unidades/kg de premix): vitamina A 1,000,000 IU; vitamina D3 500,000 IU; vitamina E
20,000 IU; vitamina K3 500mg; antioxidante 0,6g; acido félico 250mg; acido pantoténico 5,000mg;
biotina 125mg; niacina 5,000mg; tiamina 1,250mg; cianocobalamina 3,750mg; riboflavina 2,500mg;
piridoxina 2,485mg; acido ascérbico 42,000mg; cobalto 25mg; cobre 2,000mg; ferro 13,820 mg; iodo
100mg; manganés 3,750mg; selénio 75mg e zinco 17,500mg.

4valores calculados de acordo com a composicéo quimica do 6leo essencial de orégano apresentada
pelo fabricante.
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3.3 AVALIACAO DO DESEMPENHO ZOOTECNICO

Os peixes de cada unidade experimental, apos jejum de 15 horas, foram
anestesiados e pesados em grupo (precisdo balanca = 0,1g) a cada vinte dias e
individualmente (preciséo balanca = 0,01 g) no final do experimento.

Amostras de 20 jundias do estoque inicial e 3 jundias por caixa (n=12) no final
do experimento, foram coletadas para determinacdo da composicdo corporal do
peixe inteiro (AOAC, 2000). Os peixes foram sacrificados por seccdo medular e
armazenados (-20°C) até realizagdo das analises. O figado e visceras de outros 3
jundias por caixa (n=12) foram removidos e pesados para determinacdo do indice
Hepatossomatico (IHS) e indice Viscerossomaético (IVS), respectivamente, bem
como do rendimento de carcaca. Para as analises hematoldgicas foram coletadas
amostras de sangue, via punc¢éo do vaso caudal, de dois peixes por caixa (n=8).

O desempenho dos juvenis de jundia foi avaliado considerando os seguintes

parametros:

niumero final de peixes

- Sobrevivéncia (S) = = 100

nimero inicial de peixes

Ganho em peso (GF) (g) = peso final - peso inicial

peso final +peso inicial

( )
- Consumo alimentar didrio (% peso corporal/dia)(CD) = x 100

tempo em dias

CcoRsumo metérie sece (MS)
z

= . Consumo (M5)
- Conversdo alimentar (CA) = ——
ganho em peso

(ln peso final - In peso inicial)

- Taxa de crescimento especifico (TCE)(%) = [ ] x 100

diaz de experimento

ganho em pezo

- Taxa de eficiéncia proteica (TEP) =

proteina consumida (M5)

- Indice hepatossomatico (IHS) = peso do fizade + 100

peszo corporal

£ . . ron peso das visceras
- Indice viscerossomatico (IVS) =——— x 100
peso corporal

- Rendimento da carcaca (RC) = peso dacarcasa 100

peso final
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3.4 ANALISES HEMATOLOGICAS

Para realizacdo de analises hematoldgicas, ao final dos 89 dias do periodo de
alimentacdo, foi efetuada coleta de sangue de dois juvenis de jundia por unidade
experimental (n = 8) com auxilio de seringas lavadas internamente com solucdo
EDTA 10%. Foram avaliados os indices hematimétricos absolutos e suas variaveis,
contagem diferencial de leucdcitos, contagem total de leucdcitos, trombdcitos e o
burst oxidativo.

As variaveis hematimétricas e o burst oxidativo dos leucdécitos foram
determinados em conjunto com a Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
UTFPR.

3.4.1 Contagem de eritrocitos

A contagem de eritrocitos foi feita em camara hemocitométrica de Neubauer
usando diluente conforme Natt e Herrick (1952). A avaliacdo da concentracdo de
hemoglobina foi realizada de acordo com o método da cianometa-hemoglobina
(BLAXHALL e DAISLEY, 1973).

3.4.2 Contagem de hematdcrito

O hematocrito foi determinado com auxilio de microhematdcrito segundo
metodologia preconizada por Goldenfarb et al. (1971). As varidveis hematimétricas
VCM, HCM e CHCM foram determinadas de acordo com o método de Wintrobe
(1934):

Hematdcrito x 10
n® Eritrocitos

VCM (A =

Hemoglobina x 10

HCM (pg cell™)) = o e ros

Hemoglobina x 100
Hematdcrito

CHCM (g dL™%) =

3.4.3 Contagem de leucocitos e trombadcitos

A contagem total de leucdcitos e trombdcitos foi realizada pelo método
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indireto (TAVARES DIAS et al., 2002a):

L . 1 n° de leucocitos x n® total de eritrocitos
Leucocitos (10°uL-7) =

2000 eritrécitos contados na extensdo sanguinea

n° de trombocitos x n® total de eritrocitos

Trombécitos (uL-1) = —— — -
2000 eritrocitos contados na extensio sanguinea

Para a contagem diferencial das células de defesa (leucécitos), foram
realizadas extensdes sanguineas coradas pelo método de Rosenfeld (1947), onde
foram contadas 100 células em cada lamina e o resultado expresso em % de cada
tipo celular (neutrofilo, linfécito, mondcito, eosindfilo e célula granulocitica especial),
sendo posteriormente calculados o niamero absoluto de cada um com relacdo ao
nuamero total de leucécitos observados na camara de Newbauer.

O burst respiratério dos leucdcitos foi determinado seguindo o protocolo de
Anderson e Siwicki (1995), que consiste em determinagdo colorimétrica dos ROSs

(espécies reativas de oxigénio) produzidos pela explosao respiratéria dos leucocitos.

3.5 INFESTACAO EXPERIMENTAL POR ICTIO

Jundias naturalmente infestados com ictio foram mantidos em uma caixa
isolada no laboratorio e serviram de indculo inicial para a infestagdo experimental, a
gual seguiu diferentes etapas: 1 - para a obtencdo de trofontes foi realizada
raspagem suave com lamina de bisturi sobre a superficie corporal dos jundias
infestados com ictio; 2 - o material coletado foi depositado em placa de petri, por
meio de lavagem da lamina de bisturi com jatos de agua declorada, e em seguida
foram incubados por 24 horas para obtencdo dos terontes (forma infectante) a
serem inoculados em cada unidade experimental; 3 — os terontes foram entéao
transferidos da placa de petri para um becker de 30 mL, e apdés contagem em
triplicata com auxilio de camara de Sedgewick-Rafter, para determinacdo da
guantidade obtida de terontes/mL, foram inoculados 21.000 terontes por peixe (XU
et al., 2004). O numero devido de terontes para cada unidade experimental
(147.000) foi colocado em placas de petri, que foram posteriormente mergulhadas
nas caixas.

Para que houvesse maior probabilidade do encontro parasita-hospedeiro, foi
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diminuido o volume de &gua das caixas para 15 L na primeira hora de infestacao,
sendo restabelecido o volume (54 L) posteriormente. Uma repeticdo de cada
tratamento ndo foi inoculada com ictio e serviu de controle negativo da infestacao.

Durante o periodo de infestacdo experimental, os peixes foram alimentados
apenas uma vez ao dia para evitar a deterioracdo da qualidade da agua. Ainda,
visando minimizar o risco de se modificar a quantidade de inéculo das caixas, pela
eventual retirada de parasitas via sifonamento e troca de agua, foram realizadas
renovacbes de 30% do volume da &gua a cada dois dias. A temperatura,
concentracbes de oxigénio dissolvido e amoénia na agua durante periodo de
infestacdo foram de, respectivamente, 19,02 + 0,72°C, 7,5 + 0,5 mg/L e 0,1 + 0,0
mg/L.

Apoés 5 dias da infestacdo experimental, foram coletadas amostras de trés
peixes por unidade experimental (n=12), os quais foram sacrificados por seccao
medular e preservados em formol 4% para determinagédo do grau de infestagcédo por
ictio. Os demais peixes foram mantidos em cada caixa, para observacdo da
evolucdo da mortalidade acumulada. Com auxilio de lupa, foi realizada a contagem
do numero de cistos (pontos brancos) na superficie corporal dos jundias, incluindo
as nadadeiras caudal, anal, adiposa, dorsal, peitorais e pélvicas (Figura 6). O
namero de cistos em cada peixe foi determinado pela média de duas contagens

realizadas com variacédo inferior a 10% (BORBA et al., 2007).

Figura 6 - Amostra de juvenis de jundia (A) utilizados para contagem do numero de
cistos (pontos brancos) e avaliacdo do grau de infestacao por ictio (B).

A | K

Fonte: Cararo, 2016.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa estdo em conformidade com a
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFFS, aprovada sob o protocolo
n°® 23205.004644/2015-61.
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A avaliacao dos efeitos das concentracdes de Oleo essencial de orégano na

dieta sobre os parametros de desempenho e resisténcia a infestagédo por ictio em

juvenis de jundia foi realizada por meio de andlise de variancia de um fator (one-way

ANOVA) e regressao polinomial. O modelo mais adequado de regressdo foi

escolhido levando em consideracéo a significancia do coeficiente de regressao, a

magnitude do coeficiente de determinacdo, assim como 0 comportamento das

varidveis sob anadlise. Para verificacdo da normalidade e homocedasticidade dos

dados foi aplicado o teste de Shapiro Wilk. Todas as analises foram realizadas com

auxilio do software R adotando-se o nivel de 5% de significancia. Os valores em

percentagem sofreram transformacdo arco-seno para serem analisados (ZAR,

1996).

4 RESULTADOS

4.1 DESEMPENHO ZOOTECNICO

N&o foi verificado efeito (P>0,05) das concentracdes de Oleo essencial de

orégano na dieta (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 g/kg) sobre as variaveis analisadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Desempenho zootécnico dos juvenis de jundia alimentados com dietas
contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de orégano durante 89 dias?.

Dietas experimentais

D;;g{g&iggo Oleo essencial de orégano (g/kg)
0,0 0,5 1,0 15 2,0

Sobrevivéncia (%) 93,75+6,29  95,00+7,07  98,75+2,5 100,0+0,0 100,0+0,0
Ganho em peso (g) 50,82+4,99 53,13+5,22 50,21+9,93 48,87+1,58 48,87+1,58
Z‘Z‘Szgﬁc‘ﬁ%’memo 1,85:0,09  1,69+0,08  1,63:0,16  1,62¢0,03  1,62:0,03
g/‘;rg)seusrg‘-"cofggp;/”;g) 2,30£0,07  2,15:0,08  222+0,12  2,34%0,08  2,34%0,08
Conversao alimentar 1,51+0,06 1,40+0,09 1,48+0,06 1,56+0,06 1,56+0,06
Taxa de eficiéncia proteica  1,72+0,06 1,88+0,13  1,77+0,08  1,68+0,06  1,68+0,06
indice hepatossomatico (%) 1,20+0,22  1,34+0,14  1,28+0,11 1,43+0,11 1,43+0,11
indice viscerossomatico (%) 9,43+1,35 9,47+0,61 10,25+1,01 8,79+0,96  8,79+0,96
Rendimento da carcaca (%) 89,36+1,42 89,19+0,67 88,46+1,09 89,79+0,96 89,79+0,96
ANOVA P ns ns ns ns ns
Regresséo P ns ns ns ns ns

1Peso inicial dos peixes = 12,00 £ 0,5 g (média e desvio padrao).

2Nao significativo (P>0,05).



41

4.2 COMPOSICAO CORPORAL

Os resultados da analise da composicdo corporal dos juvenis de jundia,
encontram-se sumarizados na Tabela 3. As diferentes concentracbes de 6leo
essencial de orégano na dieta ndo influenciaram significativamente os teores de
umidade, proteina, lipidio e cinzas dos peixes ao final dos 89 dias do periodo de

alimentacéo.

Tabela 3 - Composicdo corporal dos juvenis de jundid alimentados com dietas
contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de orégano durante 89 dias!?

Dietas experimentais
Oleo essencial de orégano (g/kg)

Composicéo corporal

(%)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Umidade 68,35+0,69 68,31+0,66 69,73+1,16 69,31+0,23 68,98+0,73
Proteina 17,22+0,51 17,53+0,36 17,91+0,66 17,61+0,96 18,03+0,47
Lipidios 11,75+0,81 11,78+0,92 10,96+1,10 11,50+0,37 11,12+1,30
Cinzas 3,01+0,27 3,08+0,13 2,95+0,22 2,95+0,34 2,94+0,17
ANOVA P ns® ns ns ns ns
Regresséao P ns ns ns ns ns

1Composicao corporal inicial (%): umidade 75,51; proteina, lipidio e cinzas (com base na matéria
Umida): 16,97; 5,12; 3,46, respectivamente.

2Média de amostras compostas por trés peixes de cada repeticdo (n=12).

3N4&o significativo (P>0,05).

4.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

As variaveis eritrocitarias (numero de eritrécitos, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina, hemoglobina corpuscular
meédia (HCM) e concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM)),
leucocitarias (contagens de trombdcitos, leucécitos totais e distribuicdo das células
sanguineas de defesa organica: neutrofilos, linfocitos, monécitos, eosindfilos e célula
granulocitica especial (CGE)) e o burst estdo apresentados nas na Tabela 4. Nao
foram verificadas alteracdes significativas nos parametros hematoldgicos dos juvenis

de jundia submetidos aos diferentes tratamentos dietéticos.



42

Tabela 4 - Parametros hematoldgicos (eritrocitarios e células de defesa) dos juvenis de jundia alimentados com dietas contendo
diferentes concentracdes de 0leo essencial de orégano durante 89 dias.

Dietas experimentais

Parametros Oleo essencial de orégano (g/kg)

hematoldgicos 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Eritrocitos (108/uL) 2,758x10°+0,412 x10° 3,046 x106+0,758 x10° 2,816 x10°+0,696 x10° 2,483 x10°+0,427 x10° 2,714 x108+0,302 x10°

Hematécrito (%) 22,57+1,72 25,38+4,63 23,13+4,09 19,88+3,91 22,38+2,13

VCM (fL) 84,83+11,97 84,93+11,64 84,46x16,35 81,08+16,91 83,11+10,37
Conc. HGB (g/dL) 6,33t1,13 6,3212,47 6,30£1,73 4,89+1,80 5,52+1,79

HCM (pg/cel) 24,11+3,74 21,41%9,45 22,62+4,76 20,68+10,57 20,1145,05
CHCM (g/dL) 28,74+4,69 25,09+9,84 27,3746,85 26,77+15,03 24,55+6,98
Trombdcitos (uL) 63687,04+40842,83 41012,27+21108,07 37905,65+22076,91 42132,95+11315,77 41932,71+22415,31
Leucécitos Totais (UL) 37273,63+17710,17 28259,08+13800,34 31616,54+9644,50 35185,86+26288,86 32106,81+10945,69

Linfécitos (uL)
Neutrdfilos (uL)
Mondcitos (uL)
Eosinofilos (uL)
CGE (pL)

Burst (DO)

ANOVA P
Regressao P

18230,56+6579,53
16392,20+13760,63
2323,37+978,10
19,81456,04
307,64+381,57
0,275£0,100

nst

ns

16914,80+8508,69
9667,11+5979,25
1196,19+1242,66
207,38+249,40
273,60+336,21
0,316+0,103

ns
ns

16134,00+6398,07
13909,42+8366,28
1236,64+480,38
185,98+185,39
150,51+167,98
0,395+0,073

ns
ns

17439,05+18820,17
14326,37+8309,10
2828,98+2449,47
277,71+370,39
313,75+416,21
0,328+0,087

ns
ns

15831,43+6146,22
13757,14+6640,57
2083,68+806,85
27,45+53,68
407,11+475,42
0,280+0,108

ns
ns

VCM (Volume Corpuscular Meédio); Conc. HGB (Concentragédo de Hemoglobina); HCM (Hemoglobina Corpuscular Média); CHCM (Concentragéo da
Hemoglobina Corpuscular Média); CGE (Célula Granulocitica Especial); DO (Densidade Optica).

INao significativo (P>0,05).
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4.4 AVALIACAO DO GRAU DE INFESTACAO POR ICTIO

Os resultados do grau de infestacdo dos juvenis de jundia alimentados com
as diferentes dietas experimentais e posteriormente submetidos a infestacdo
experimental com ictio estédo apresentados na Tabela 5. N&o foi verificada influéncia
significativa das concentracdoes de 0leo essencial de orégano na dieta sobre este

parametro.

Tabela 5 - Grau de infestacdo por Ichthyophthirius multifiliis em juvenis de jundia
alimentados com dietas contendo diferentes concentracfes de Oleo essencial de
orégano durante 89 dias e submetidos a infestacdo experimental?.

Dietas Grau de infestacao
(Oleo essencial de orégano, g/kg) (n° de cistos/peixe)
0,0 265,44+119,67
0,5 348,22+275,96
1,0 331,67+258,41
1,5 284,44+162,84
2,0 369,67+133,26
ANOVA P ns?
Regressao P ns

! Média de amostras compostas por trés peixes de cada repeticdo (n=9).
ZN4o significativo (P>0,05).

As diferentes concentracdes de 6Oleo essencial de orégano nas dietas nao
foram eficazes quando comparadas com a dieta controle (0,0 g/kg de 6leo essencial
de orégano) tanto em relacdo a mortalidade acumulada, que ocorreu em sua
totalidade entre o 11° e 13° dia de infestacdo, quanto ao grau de infestacdo dos
jundias. Entre o 5° dia (coleta) e o 13° dia (mortalidade total), as mortes foram
ocorrendo de forma gradativa, sendo que em algumas repeticdes a mortalidade total
ocorreu antes do 11°-13° dias (Fig. 7).

Na avaliacdo dos peixes de cada tratamento que nao foram infestados
experimentalmente e serviram como controle negativo da infestacao, foi constatado
gue alguns se encontravam com pequena presenca de ictio (<18 cistos/px), muito

inferior aos tratamentos submetidos a infestacéo experimental.
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Figura 7 — Mortalidade acumulada® de juvenis de jundia alimentados com dietas
contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de orégano durante 89 dias e
submetidos a infestacéo experimental com Ichthyophthirius multifiliis.
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IN&o significativa (P>0,05).

5 DISCUSSAO

No presente estudo, as concentracbes de O6leo essencial de orégano
suplementadas (0,5 a 2,0 g/kg) em dieta organica para juvenis de jundia nédo
resultaram em melhora significativa no desempenho zootécnico dos peixes,
tampouco nos parametros sanguineos ou resisténcia ao ictio.

Os juvenis de jundia alimentaram-se ativamente e apresentaram incremento
no peso de aproximadamente 5,3 vezes em 89 dias de periodo experimental. A
conversédo alimentar (1,40 a 1,56) e taxa de crescimento especifico (1,62 a 1,89%)
foram um pouco piores que as meédias de CA (1,3) e TCE (2,3%) apresentadas por
juvenis de R. quelen com peso inicial de 14,5 g, alimentados com diferentes niveis
de farinha de linhaca na dieta durante sete semanas (GOULART et al., 2013).
Todavia, € possivel que os piores resultados aqui verificados estejam relacionados
ao maior periodo experimental, que foi quase o dobro do referido estudo. Ainda, na
literatura também sdo encontrados valores de TCE <1,0% para o R. quelen,
inferiores aos obtidos no presente estudo, mesmo se tratando de peixes com menor
peso inicial (2,9 g) e menor periodo experimental (45 dias) (ROCHA et al., 2007).
Segundo Losekann et al. (2008), valores de conversao alimentar entre 1,3-1,5 sao

considerados aceitaveis para jundia.
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A taxa de eficiéncia proteica foi bastante similar entre os tratamentos
alimentares (1,7 a 1,9), sugerindo bom aproveitamento da proteina dietética. Valores
semelhantes foram obtidos em estudo com juvenis de R. quelen com 15 g de peso
inicial, alimentados por 60 dias com diferentes fontes proteicas (LAZZARI et al.,
2006).

Os indices hepatossomatico (IHS), viscerossomatico (IVS) e o rendimento de
carcaca (RC) ndo variaram significativamente, indicando que ndo houve alteracbes
morfolégicas em relacdo as dietas testadas (LOVATTO et al., 2014). Em estudos
com juvenis de jundia de tamanho semelhante, também ndo foram observadas
diferencas significativas para tais parametros, mas valores médios mais altos de IHS
(1,5 a 1,7%) e inferiores de RC (84,3 a 86,4%) foram obtidos por Lovatto et al.
(2014) e Goulart et al. (2013), respectivamente.

Na literatura, existem poucas informacBes sobre a influéncia do Oleo
essencial de orégano em dietas para peixes e 0s resultados encontrados sdo um
tanto contraditorios. Corroborando com o presente trabalho, Kanashiro (2015), em
estudo com juvenis de lambari-do-rabo-amarelo, alimentados com dietas
suplementadas com Oleo essencial de orégano, também ndo verificou efeito
significativo para os parametros de desempenho avaliados. Da mesma forma, em
juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com diferentes 6leos essenciais, incluindo o
0leo essencial de orégano, ndo foi verificado efeito quanto aos parametros de
crescimento (CAMPAGNOLO et al., 2013). Assim como também nao foi verificado
influéncia significativa sobre os resultados em estudos com suplementacdo de
carvacrol (principal principio ativo do 6leo essencial de orégano) em dietas para a
tilapia-do-Nilo (FRECCIA et al., 2014), robalo (VOLPATTI et al., 2014) e truta-arco-
iris (YILMAZ et al., 2015). Por outro lado, em contraste aos estudos supracitados, a
inclusdo de 6leo essencial de orégano na dieta resultou em efeitos positivos sobre o
desempenho de juvenis de bagre do canal (Ictalurus punctatus) (ZHENG et al.,
2009), de truta-arco-iris (AHMADIFAR et al., 2011; DILER et al., 2017) e de lambari-
do-rabo-amarelo (FERREIRA et al., 2014).

Efeitos do Oleo essencial de orégano no desempenho produtivo de peixes
podem estar relacionados com a ativacdo de enzimas digestivas, como por exemplo
a secrecao de tripsina na por¢cao superior do intestino delgado, potencializando a
acao da microbiota intestinal (JAMROZ et al., 2005; FRECCIA et al., 2014) por meio

de interacdes sinérgicas entre 0s compostos fenolicos e a microbiota gastrointestinal
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(ZHENG et al., 2009; AHMADIFAR et al.,, 2011) aumentando, desta forma, a
digestibilidade (HERNANDEZ et al., 2004) e absor¢édo de nutrientes (MICHIELS et
al., 2010; FERREIRA et al., 2014), melhorando a eficiéncia alimentar. Este efeito de
ativacdo de enzimas digestivas também € observado em outros animais, como no
caso de frangos de corte, em que a suplementacdo de 6leo essencial de orégano
aumentou a atividade da quimotripsina no sistema digestivo e melhorou a
digestibilidade da dieta (BASMACIOGLU et al., 2010).

A maioria dos suplementos alternativos reivindica ter efeitos sobre a
microbiota direta ou indiretamente (MACLENNAN et al., 2002). Embora os peixes
tenham apenas beneficios nutricionais marginais da microbiota intestinal em
comparacao com outros animais terrestres, tais como ruminantes e herbivoros néo-
ruminantes, a reducdo da atividade de microrganismos antagonistas na microbiota
intestinal pode influenciar na resiliéncia do hospedeiro, protegendo-o contra agéo de
patégenos (CORREA et al., 2002; SCHNEITZ, 2005; ZHENG et al., 2009). Os fendis,
como os terpenodides e fenilpropandides presentes no Oleo essencial de orégano,
podem penetrar na membrana das células de microrganismos devido a sua
lipofilidade, sensibilizando a bicamada fosfolipidica destas, desintegrando e
atingindo as partes internas da célula, sugerindo, assim, aumento da permeabilidade
e perdas de constituintes intracelulares vitais ou danos nos sistemas da membrana
celular do microrganismo (HELANDER et al., 1998; SINGH et al., 2002).

Também as propriedades estruturais, tais como a presenca dos grupos
funcionais e aromaticidade podem ser responsaveis pela atividade antibacteriana.
Sendo assim, o controle da microbiota poderia influenciar positivamente o
desempenho animal e o 6leo essencial de orégano, com suas propriedades
antimicrobianas conhecidas, é considerado uma boa alternativa natural para os
promotores de crescimento (ZHENG et al., 2009). Todavia, a melhora supracitada no
crescimento dos peixes nao foi verificada no presente estudo, sugerindo que
provavelmente o O6leo essencial de orégano ndo influenciou positivamente a
microflora intestinal e digestibilidade dos jundias.

Quanto a analise de composicdo corporal, também nédo foi verificada
influéncia da suplementacdo da dieta com Oleo essencial de orégano sobre os
teores de proteina, lipidio, cinzas e umidade entre 0s grupos experimentais, 0 que
vai de encontro aos resultados obtidos por Yilmaz et al. (2015), que também néao

verificaram diferencas significativas na composicao corporal de juvenis de truta-arco-
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iris alimentados com dietas suplementadas com carvacrol. J& outros estudos
demonstraram influéncia da suplementacao da dieta com 6leo essencial de orégano,
ou seus principios ativos, sobre a composicao corporal de diferentes espécies de
peixes. Em juvenis do bagre do canal os contetdos de lipidio, cinzas e matéria seca
ndo foram influenciados pela suplementacdo de 6leo essencial de orégano, de timol
ou carvacrol na dieta, mas os teores de proteina corporal sim, 0s quais aumentaram
com a inclusdo destes compostos (ZHENG et al., 2009). Em juvenis de truta-arco-
iris, por sua vez, a suplementacdo da dieta com timol-carvacrol (1 a 3 g/kg)
influenciou significativamente os teores corporais de lipidio, proteina e cinzas, mas
ndo na matéria seca (AHMADIFAR et al., 2011). Ja para juvenis de lambari-do-rabo-
amarelo somente o teor de cinzas nao foi influenciado pelos tratamentos
alimentares, a proteina corporal aumentou significativamente nos peixes que
receberam dietas com 2,5 g/kg de 6leo essencial de orégano e verificou-se efeito
linear decrescente para a matéria seca e lipidio corporais (FERREIRA et al., 2014).

Os compostos fendlicos presentes no 6leo essencial de orégano podem atuar
como moduladores, ou seja, ajudam na adaptacdo da microbiota intestinal dos
peixes auxiliando na digestdo e absor¢cdo dos nutrientes, proporcionando maior
disponibilizacdo de aminoacidos para a sintese proteica e consequente aumento do
conteudo de proteina corporal (CAMPAGNOLO et al., 2013).

O nivel de inclusdo do 6leo essencial de orégano na dieta, assim como a
composicdo e concentracdo dos compostos bioativos, podem ser fatores de
variagdo nos resultados de estudos realizados com este tipo de aditivo natural.
Entretanto, provavelmente estes ndo foram os motivos da n&o verificagdo de
diferencas significativas entre os tratamentos no presente estudo, uma vez que foi
utilizado o mesmo produto comercial e mesmas concentragbes avaliados no
trabalho de Ferreira et al. (2014), que obtiveram melhora significativa no
desempenho e composicao corporal de juvenis de lambari-do-rabo-amarelo. Outros
fatores também podem influenciar os resultados obtidos com este aditivo, dentre os
guais o tempo de administragdo, a fase de desenvolvimento dos peixes e as
caracteristicas intrinsecas a cada espécie (CAMPAGNOLO et al., 2013; YILMAZ et
al., 2015).

A avaliacdo de pardmetros sanguineos € uma importante ferramenta em
estudos com peixes, pois podem ser usados como indicadores biolégicos no

diagnostico de doencas e estresse que 0 ambiente ou patdgenos podem impor aos
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peixes, indicando condi¢cdes de saude dos animais, tanto em ambiente natural
quanto em cultivo (TAVARES-DIAS et al., 2007; ARAUJO et al., 2009; SANTOS e
TAVARES-DIAS, 2010; RANZANI-PAIVA et al., 2013). O eritrograma permite a
identificacdo de processos anémicos, enquanto o0 leucograma possibilita o
diagndstico de processos infecciosos em populagdo de peixes (TAVARES-DIAS et
al., 2007; SANTOS et al., 2009; RANZANI-PAIVA et al., 2013). Assim, as altera¢cbes
dos padrbes hematologicos de referéncia, bem como os disturbios morfolégicos de
células do sangue podem ser utilizadas para avaliacdo prognostica em peixes frente
aos diferentes desafios do ambiente, principalmente de cultivo, visto que estas
alteracbes ocorrem em resposta aos danos causados por agentes agressores
(SATAKE et al., 2009).

No presente estudo, ndo foram observadas alteracdes significativas nos
parametros hematoldgicos em juvenis de jundid alimentados com niveis crescentes
de dleo essencial de orégano na dieta. Da mesma forma, a suplementacao dietética
de carvacrol também ndo influenciou parametros hematoldgicos em juvenis de truta-
arco-iris (YILMAZ et al. (2015).

As variaveis hematoldgicas, leucocitarias e indices hematimétricos dos
juvenis de jundid apresentaram-se dentro dos valores basais encontrados para a
espécie (TAVARES-DIAS et al., 2002b), indicativo de que durante o periodo
experimental os peixes estiveram em ambiente adequado, com os parametros de
gualidade de agua aceitaveis para o jundia (GOMES et al., 2000). A ndo alteracao
destas variaveis no presente estudo sugerem, conforme Tavares-Dias et al. (2007),
gue 0s peixes ndo passaram por nenhum fator estressante significativo e que
estavam em estado nutricional adequado.

As variaveis leucocitarias, células que fazem parte do sistema imune inato
(n&o especifico), formam a primeira linha de defesa contra patégenos, utilizando as
vias sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infecgbes e/ou danos
teciduais (PUNITHA et al., 2008; TAVARES-DIAS et al., 2009). Desta forma, um
elevado numero destas células na circulagdo dos peixes e rapida renovacao
possivelmente confere melhor protecdo contra varios microrganismos patogénicos
gue aparecem em concentracdes mais altas no ambiente aquatico, em comparacao
com o ambiente terrestre (SADO et al., 2014).

Os leucécitos, apds estimulos, sdo capazes de produzir metabolismo
conhecido na literatura como burst oxidativo (exploséo respiratéria). O burst também
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esta correlacionado com liberagdo de citocinas e resposta inflamatéria em peixes
(NEUMANN et al., 2000; RIEGER et al., 2010). Neste processo que desencadeia o
burst respiratério dos leucdcitos, os fagécitos produzem espécies reativas de
oxigénio (ROSs) que contribuem para a destruicdo de microrganismos (BILLER-
TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Os ROSs sdo substancias soluveis intracelulares,
notavelmente toxicos para microrganismos, que fornecem ao corpo dos peixes
protecdo inata humoral contra patdégenos fagocitados ou patdégenos que tenham
invadido a célula hospedeira (RIEGER; BARREDA, 2011). A atividade de burst
respiratéria dos fagocitos tem sido usada com frequéncia como um indicador de
imunidade inespecifica em peixes (SAHOO et al., 2005).

A fagocitose € um dos mais importantes mecanismos de defesa do peixe,
capazes de destruir as particulas invasoras, além de processa-las e apresenta-las
as células especificas que irdo promover a producdo de imunoglobulinas
(NEUMANN et al., 2001). Durante a fagocitose dos agentes patogénicos, 0s
leucdcitos aumentam o seu consumo de oxigénio gerando varias espécies reativas
de oxigénio, como o superéxido e peroxido de hidrogénio que sédo altamente toxicos
e formam a base de um potente sistema antibacteriano (KLEBANOFF, 1999). Neste
sentido, os imunoestimulantes, tais como 0s 6leos essenciais, trazem beneficios
para os peixes, promovendo varios mecanismos de defesa imunolégica, dentre os
guais 0 aumento da atividade de macréfagos, fagocitose por neutréfilos e monécitos,
maior producédo de linfocitos, imunoglobulina e lisozima (VIADANNA, 2012).

Os Oleos essenciais sdo considerados substancias biologicas que auxiliam
beneficamente os mecanismos especificos imunoldgicos e nao especificos dos
animais a agentes infecciosos (JENEY et al., 2009; HARIKRISHNAN et al., 2011).
Todavia, nem sempre tais efeitos positivos sdo verificados e, como no presente
estudo, Volpatti et al. (2014) também ndo observaram influéncia do carvacrol
suplementado na dieta sobre as células de defesa de juvenis de robalos. Ja
Ahmadifar et al. (2011), verificaram que juvenis de truta-arco-iris alimentados com
dietas contendo timol-carvacrol apresentaram maior niamero de linfécitos que o
grupo controle. Da mesma forma, em estudo também com juvenis de truta-arco-iris
alimentados com dietas contendo niveis crescentes de 0Oleo essencial de orégano,
foi verificado maior atividade de lisozima e resisténcia a doenca em peixes que
receberam o maior nivel testado (3 mL/kg) (DILER et al. (2017).

Os linfocitos estdo entre as células importantes do sistema de defesa em
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peixes, produzindo anticorpos por respostas de imunidade especifica enquanto
aumentam a atividade de macrofagos (JALALI et al., 2009) e podem apresentar
efeitos semelhantes aos de imunoglobulinas proporcionando protecdo contra
parasitas (YAMAMOTO et al., 2001).

Juntamente com os leucécitos, os trombdcitos fazem parte das células de
defesa do organismo, tém funcbes homeostéticas, como as plaquetas de mamiferos,
e também podem participar do processo de morbidade e resisténcia a doenca,
sendo essencial para o diagnostico de possiveis alteracdes hematoldgicas
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; TAVARES-DIAS et al., 2009). A presenca desta
célula em exsudatos inflamatorios, substancias envolvidas na fagocitose como
fosfatase &cida, glicogénio e capacidade de aderéncia em Aeromonas hydrophila
mostram sua efetiva participacdo em mecanismos de defesa (BURROWS et al.,
2001; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Da mesma forma, os mondcitos (células
fagociticas) podem migrar dos vasos sanguineos para o sitio inflamatorio se
diferenciando em macréfagos (SADO; MATUSHIMA, 2007), e os neutrdfilos, que
também tem atividade fagocitica contra microrganismos e substancias estranhas
(SADO et al., 2014) representando o leucoécito mais importante no peixe devido a
sua elevada sensibilidade as alteracbes ambientais e rapida resposta migratoria aos
tecidos inflamados, iniciando a resposta imune celular (SILVA; SORIANO, 2009). A
guantidade destas células no presente estudo, bem como as células granulociticas
especiais, que apesar de sua funcdo ainda ndo estar bem clara, ha indicativo de
propriedades bactericidas e imunomoduladoras (VEIGA et al., 2002; TAVARES-DIAS
et al., 2004) e os eosindfilos que por sua vez, também nao tem suas funcbes bem
claras, mas a presenca de um elevado numero desta célula pode ser caracteristica
de determinada espécie de peixe ou infestacdo parasitaria (TAVARES-DIAS;
MATAQUEIRO, 2004), estiveram dentro da normalidade para a espécie, sugerindo
gue 0s peixes ndo passaram por nenhum processo inflamatorio ou parasitario.

Cabe destacar que estudos voltados ao efeito de 6leos essenciais sobre o
sistema imune de peixes ainda sdo escassos, principalmente em espécies
neotropicais, e inexistentes em sistemas agroecologicos de producao. Mas, segundo
Tavares-Dias et al. (2009), se trata de ferramenta importante para melhor
compreensao dos mecanismos de agao destas substancias.

Uma possivel explicagédo para a suplementacédo do 6leo essencial de orégano

em dietas para juvenis de jundia néo ter se mostrado efetiva como imunoestimulante
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das células de defesa pode ser o fato dos peixes ndo terem sido expostos a um
agente patogénico durante os 89 dias do periodo de alimentacdo. Sendo assim, ndo
houve estimulo para que o sistema imune dos peixes fosse ativado e, entéo, resultar
em diferencas entre os tratamentos em relacgdo ao aumento do numero de
leucocitos. Tampouco a atividade de explosao respiratoria (burst) mostrou algum
estimulo das células fagociticas. Por outro lado, também ha relatos na literatura que
mesmo gquando na presenca de patdgeno o estimulo das células de defesa nédo é
evidenciado. Este foi o caso em juvenis de Diplodus puntazzo, espécie de peixe
marinho conhecido como “sargo”, alimentados com 6éleo essencial de orégano, que
mesmo estando infectados por Myxobolus sp. ndo foi observado maior nimero das
células fagociticas e atividade de exploséo respiratoria (KARAGOUNI et al., 2005).

No presente estudo utilizou-se o método indireto para contagem de leucdcitos
totais, conforme recomendado por TAVARES-DIAS et al. (2002a), cujos valores
resultantes sdo maiores do que os obtidos pelo método direto (preconizado por NAT;
HERRICK, 1952) utilizado por Barcellos et al. (2004) em estudo hematolégico com
jundiads. Diferentes metodologias podem resultar em diferencas nos valores
leucocitarios. Tavares-Dias et al. (2002b) ainda sugere que individuos de tamanhos
diferentes consomem energia em quantidade diversa, podendo interferir no seu
guadro hematoldgico. Outros fatores bibticos e abidticos também podem influenciar,
como o estado nutricional, maturacdo gonadal, sexo, variacdo genética, processos
infecciosos, qualidade da agua, temperatura, além da metodologia de colheita de
sangue e tipo de anticoagulante usado (TAVARES-DIAS et al., 2002b; VIADANNA,
2012; SADO et al., 2014).

A inclusédo de niveis crescentes de 0leo essencial de orégano na dieta nao
apresentou efeito imunoestimulante para juvenis de jundia, o que pbde ser
confirmado pela analise hematoldgica e ensaio de resisténcia a infestacao
experimental com o ectoparasita I. multifiliis. Houve elevado grau de infestacdo e
mortalidade em todos os tratamentos, ocorrendo 100% de mortalidade dos peixes
entre 0 11° e 13° dia da infestagdo experimental. Apds inicio de mortes dos peixes,
acontece liberacdo de terontes de forma exponencial e processo de re-infestacdes
dos animais, o que eleva a mortalidade acumulada (YASUMARU, 2007).

Em juvenis de truta-arco-iris, alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de vitamina C durante 8 semanas, também n&o foi verificado diferenca

significativa no grau de infestacdo dos peixes coletados 8 dias apds a infestacdo
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experimental por ictio. Porém, a mortalidade acumulada foi significativamente menor
nas dietas de maiores concentracdes de vitamina C em comparacdo com as
concentracfes mais baixas e a dieta controle, sugerindo melhor condicdo geral dos
peixes (WAHLI et al., 1995). Em estudo com juvenis de jundia, também alimentados
com dietas suplementadas com diferentes niveis de vitamina C e posteriormente
desafiados com ictio, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
inclusive em relacéo aos peixes alimentados com a dieta controle, isenta de vitamina
C (BORBA et al., 2007).

Na avaliacdo dos peixes de cada tratamento que nao foram infestados
experimentalmente e serviram como controle negativo da infestagéo, foi constatado
gue alguns se encontravam com pequena presenca de ictio (<18 cistos/px), muito
inferior aos tratamentos submetidos a infestacdo experimental. Tal fato pode ter
ocorrido devido a fatores estressores a que os jundias foram submetidos ao final do
periodo de alimentacao, quando se realizou a biometria com pesagem individual dos
peixes e reestocagem nas unidades experimentais. Tendo em vista que as caixas
foram desconectadas do sistema de recirculacédo, houve modificacdo das condicbes
ambientais em que os jundias vinham sendo mantidos, que antes era em agua
salinizada (3%o) e temperatura controlada (28,3 + 0,97°C), passando a ser em agua
com zero de salinidade e temperatura ambiente (19,02 £ 0,72°C). Assim, pela alta
susceptibilidade do jundid ao |. multifilis, tais fatores estressores provavelmente
influenciaram no surgimento de pequena quantidade de ictio em alguns peixes que
ndo foram submetidos a infestacdo experimental, confirmando os resultados de que
de fato a suplementacédo de 6leo essencial de orégano néo foi refletida em aumento

da resisténcia de jundia frente a este ectoparasita.

6 CONCLUSAO

A suplementacdo de Oleo essencial de orégano na dieta ndo se mostrou
efetiva na melhora do desempenho zootécnico ou aumento da resisténcia dos
juvenis de jundia ao |. multifiliis. Todavia, o conhecimento obtido representa um
passo significativo na busca de alternativas para prevenir de forma natural a
ictiofitiriase e melhorar os indices produtivos da espécie. Assim, tendo em vista a
importancia do tema, mais estudos devem ser realizados para ampliacdo do
conhecimento sobre os mecanismos de acédo e efeito deste e outros aditivos

naturais em jundias, inclusive em outras fases de desenvolvimento.
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