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RESUMO

Heluy, Guilherme Melgaco. Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare) como
aditivo em dieta para alevinos de tildpia Oreochromis niloticus cultivados em agua
salinizada. 2019. 42p. Dissertagdo (Mestrado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é atualmente a espécie de peixe de agua doce
mais criada no Brasil. Uma das vantagens do seu cultivo é a capacidade de tolerar certo
nivel de salinidade na 4gua, aumentando os estudos com essa espécie nesse ambiente.
Aditivos fitogénicos sdo produtos derivados de plantas que sdo adicionados as dietas
dos animais de producdo com a finalidade de melhorar o seu desempenho produtivo.
Dentre eles, o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) se destaca por ser um
composto natural e seguro, tanto para os animais e humanos, quanto para 0 meio
ambiente, possuindo potencial para ser utilizado como promotor de crescimento,
melhorando a eficiéncia alimentar. Com isso, o trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar os efeitos do dleo essencial de orégano sobre o desempenho zootécnico,
glicemia sanguinea, composi¢cdo quimica das carcagas e na morfometria intestinal da
tilipia do Nilo, cultivada em agua salinizada. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com cinco tratamentos e quatro repeti¢des, onde foi avaliado uma
dieta controle e quatro contendo diferentes concentracGes de dleo essencial de orégano
(0,75; 1,5; 2,25; 3,0 g kg?). Os peixes (1,47+0,39 g) foram distribuidos em vinte
tanques contendo 60 litros de volume (til de gua salinizada a 10 g L, na densidade de
0,5 peixes L (vinte peixes por tanque) e foram alimentados ad libidum, quatro vezes ao
dia, durante 64 dias. Houve efeito significativo (p<0,05) na incluséo de 0,0; 0,75; 2,25 e
3,0 g kg de dleo essencial de orégano na dieta para os pardmetros de desempenho
zootécnico de ganho de peso, taxa de conversdo alimentar aparente, taxa de eficiéncia
alimentar e taxa de eficiéncia proteica. Para morfometria intestinal, houve efeito
significativo sobre o comprimento das vilosidades, que foram maiores quanto maior o
nivel de inclusdo de 6leo essencial de orégano na dieta, sendo o nivel de 3,0 g kg o que
apresentou os resultados mais expressivos para esse parametro. Dessa forma, pode-se
concluir que a adicdo do Gleo essencial de orégano em dietas para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), no nivel de 3,0 g Kg*, cultivadas em agua salinizada, pode
atuar como estimulador do crescimento das vilosidades intestinais e, consequentemente,
promotor de crescimento.

Palavras-chave: Fitoterapicos, Desempenho produtivo, Eficiéncia alimentar.



ABSTRACT

Heluy, Guilherme Melgago. Oregano essential oil (Origanum vulgare) as a dietary
additive for juveniles of tilapia Oreochromis niloticus grown in salinized water.
2019. 42p. Dissertation (Master in Animal Science). Instituto de Zootecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is currently the most widely created freshwater fish
species in Brazil. One of the advantages of its cultivation is the ability to tolerate a
certain level of salinity in the water, increasing the studies with this species in this
environment. Phytogenic additives are plant derived products that are added in the diets
of animals for improving their productive performance. Among them, oregano essential
oil (Origanum vulgare) stands out as being a natural and safe compound, both for
animals and humans, as well as for the environment, having the potential to be used as a
growth promoter, improving food efficiency. The subject of this study was to evaluate
the effects of Oregano essential oil on zootechnical performance, blood glycemia, body
composition and intestinal morphometry of Nile tilapia reared in salinized water. The
experimental design was completely randomized, where a control diet and four
containing different concentrations of oregano essential oil (0.75; 1.5; 2.25; 3.0 g kg™).
The fish (1.47 £ 0.39 g) were distributed into twenty tanks containing 60 liters of saline
water at 10 g L™ at the density of 0.5 fish L™ (twenty fish per tank) and fed ad libidum
four times day during 64 days. There was a significant effect (p<0.05) on the inclusion
of 0.0; 0.75; 2.25 and 3.0 g kg* of oregano essential oil in the diet for the parameters of
zootechnical performance gain weight, apparent feed conversion rate, feed efficiency
ratio and feed rate protein efficiency. There was also a significant effect on the villus
length, which was higher than the level of reading of essential level of oregano in the
diet, being the level of 3.0 g kg™ which presented the most expressive results for this
parameter. Thus, it can be concluded that the addition of oregano essential oil in diets
for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) at the level of 3.0 g Kg?, grown in salinized
water, can act as a stimulator of villi growth intestinal and, consequently, growth
promoting.

Keywords: Phytotherapics, Growth performance, Food efficiency.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade que se encontra em crescente expansdo, tendo
praticamente dobrado a sua producdo anual, quando comparado com o inicio do século
XXI (FAO, 2018). O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de peixes de agua
doce e quarto maior produtor mundial da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
espécie que apresenta maior expansao na producdo brasileira (IBGE, 2016).

As tilapias do Nilo foram introduzidas no Brasil na década de 1970 e como
possuem origem africana, se adaptaram bem as condi¢des climéticas tropicais do pais
(MELO e STIPP, 2001). Essa espécie consegue se alimentar de itens basicos da cadeia
tréfica, possuem curto ciclo de engorda, maior resisténcia a diversas condicdes
ambientais, desovam o0 ano todo e aceitam uma ampla variedade de alimentos
(SHOEMAKER et al., 2000). Outra caracteristica importante sobre a tilapia é a sua
capacidade de tolerar niveis de salinidade na agua, tornando o cultivo dessa espécie uma
alternativa principalmente em regides estuarinas ou costeiras (PEREIRA et al., 2016).

Com a crescente expansdo da aquicultura, houve a sua intensificagdo com
reducdo das areas de producdo e aumento da densidade de cultivo dos peixes, ocorrendo
consequentemente, diminuicdo no desempenho produtivo dos mesmos (SANCHES-
MUROQOS et al., 2016). Isso resultou no uso indiscriminado de antibioticos como
promotores de desempenho, gerando crescentes problemas relacionados a seguranca
alimentar na producdo animal, como a selecdo e proliferagdo de bactérias resistentes
(SOUZA et al., 2010, SANTOS e RAMOS, 2018).

Posteriormente, com o objetivo de obter a melhor qualidade do produto final, o
uso de antibidticos para essa finalidade foi proibido em 2006 pela Unido Europeia
(CATALAN et al., 2012), devido principalmente a resisténcia bacteriana gerada pelo
seu uso descontrolado, aumentando os estudos que buscam alternativas viaveis (ERTAS
et al., 2005). Entre essas alternativas, destacam-se 0s acidos organicos, enzimas e
probidticos, substancias ja bem estabelecidas para uso em dietas e 0s 0leos essenciais,
que sdo aditivos fitogénicos dos quais ainda se possui certo desconhecimento sobre as
consequéncias do uso na nutri¢cdo animal (WINDISCH, 2008; ZENG et al., 2015).

Os aditivos fitogénicos sdo substancias oriundas de plantas medicinais ou de
especiarias, que evidenciam resultados positivos na producdo e na saude dos animais
(PERIC et al., 2009). Os 6leos essenciais se destacam nesse grupo € s30 caracterizados
como compostos volateis e complexos, oriundos de uma mistura natural de substancias
organicas, sintetizada por plantas aromaticas (SUTILI et al., 2017). Uma das possiveis
funcbes que esses Oleos podem desempenhar é a alteracdo da morfometria intestinal,
possibilitando maior absorcdo de nutrientes, melhorando os indices de desempenho
zootécnico dos animais de producdo (MOHAMED, et al., 2014).

O Oleo essencial de orégano (OEO) (Origanum sp.) e o seu principal
constituinte, o carvacrol, sdo crescentemente estudados para utilizacdo na nutricdo
animal, especialmente em animais monogastricos, como aves, suinos e peixes, pois
aléem da sua facil obtencdo e uso, estudos mostram que, quando inclusos em dietas,
podem atuar como otimizador de desempenho (FERREIRA et al., 2014), como
antibacteriano (RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2010) e como
antioxidante (ZHENG et al., 2009).

Com base neste contexto, o trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
desempenho produtivo de alevinos de tilapia do Nilo, linhagem GIFT, cultivados em
agua salinizada e alimentados com uma dieta contendo concentracbes de OEO, e
também a sua influéncia na composicdo centesimal, glicemia sanguinea e na
morfometria intestinal desses animais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Cenario Atual da Aquicultura

O aumento na demanda por recursos pesqueiros para 0 consumo humano tem
gerado um crescimento na producdo aquicola mundial em relacdo a pesca,
principalmente ap0s o inicio do século XXI, tendo aumentado no periodo de 2000 até
2016, de 25,7% para 47% no numero total de animais aquaticos produzidos destinados
para o consumo humano (FAO, 2018).

Essa crescente demanda mundial por alimentos provenientes da aquicultura é
justificado pelo aumento da populacdo mundial, pelo aumento da renda, pelos estudos
que tem mostrado as qualidades nutricionais que esse produto proporciona e devido a
demanda do mesmo ndo ser suprida apenas com a pesca (FULBER et al., 2009).
Projeta-se que até 2030, 62% dos peixes destinados ao consumo humano virdo da
aquicultura (BANCO MUNDIAL, 2013).

A produgdo mundial de peixes no ano de 2016 foi de cerca de 51,4 milhdes de
toneladas, no qual 47,5 milhGes de toneladas foram oriundas da piscicultura continental,
ficando o Brasil como o 8° maior produtor mundial de peixes de agua doce, oriundos da
aquicultura (FAO, 2018).

Entre as espécies de peixes de dgua doce cultivadas no Brasil no ano de 2018, a
tilapia foi a espécie que apresentou a maior producéo, representando em torno de 55,4%
da producdo de peixes, ou seja, aproximadamente 400.280 toneladas de um total de
722.560 toneladas de pescado, além de ser a espécie que apresentou grande
porcentagem de crescimento na producdo em relacdo ao ano anterior, tendo aumentado
11,9% a sua producdo em relacdo a 2017 (PEIXE BR, 2019), demonstrando a
importancia dos estudos para o aprimoramento do cultivo dessa espécie.

2.2 A Tilapicultura no Brasil

A tildpia € um peixe de agua doce e consiste em cerca de 70 espécies dos
géneros Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis, pertencentes a familia Cichlidae
(ciclideos) (CNAANI e HULATA, 2010) e, mesmo possuindo origem africana, foram
transportados para diversas regides tropicais, subtropicais e temperadas do planeta a
partir da década de 1950 (PILLAY e KUTTY, 2005). Originalmente, a introducéo da
tildpia nessas regides tiveram como objetivo a pesquisa e o seu cultivo para alimentacdo
humana, como também para o controle de plantas daninhas aquaticas e para pesca
recreativa (EL-SAYED, 2006a).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) proveniente da Costa do Marfim foi
introduzida no Brasil em 1971, na regido nordeste e, desde entdo, foram levadas para as
outras regibes do pais (MAINARDES-PINTO et al.,, 1989), sendo essa espécie
escolhida devido a sua tolerancia a uma ampla gama de condicdes ambientais, como
temperatura, pH, salinidade, baixo oxigénio dissolvido e amdnia; resisténcia ao estresse,
a doengas e a alta densidade de estocagem; alta prolificidade e facil aceitacdo de racéo
apos a absorcao do saco vitelino (EL-SAYED, 2006a).

A tilapia do Nilo tem se destacado na producdo aquicola brasileira, pois é uma
espécie com tecnologia de cultivo bem desenvolvida e com potencial para ampliacédo
futura (SARY et al.,, 2009). O sucesso na producdo dessa espécie se deve a sua
adaptacdo aos diversos sistemas de cultivo; seu rapido desenvolvimento; pelo processo
de reproducdo simples, sendo capaz de se reproduzir em cativeiro; por possuir habito



alimentar onivoro, podendo se alimentar de itens basicos da cadeia trofica e pela boa
conversdo alimentar (FURUYA, 2010).

Essas caracteristicas aumentaram a importancia do cultivo da tilapia do Nilo,
dando inicio a programas de melhoramento genético da mesma, se destacando a
linhagem GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), que chegou ao Brasil em 2005,
sendo fruto de um intenso melhoramento genético iniciado a partir de uma grande base
genética de linhagens selvagens e de criacdo (SCORVO FILHO et al., 2010).

2.3 A Producéo de Tilapias do Nilo em Agua Salinizada

Em razdo da escassez de agua doce no mundo, existe uma tendéncia para o
cultivo de espécies de peixes de agua doce, como a tilapia do Nilo, em agua salinizada
(EL-SAYED, 2006b), pois por ser um peixe eurialino, possui alta capacidade para se
adaptar a este tipo de ambiente (KULTZ, 2015). O fato da tilapia possuir ancestrais de
origem marinha, que em algum momento adentraram em &gua doce, explicaria essa
capacidade da espécie em tolerar ambientes que possuem variacdo de salinidade
(BARLOW, 2000).

Uma vantagem nesse procedimento & a oportunidade de cultivar a tilapia em
regibes com falta de 4gua doce, como a regido nordeste, na qual ja existem estudos que
comprovam a eficiéncia do cultivo dessa espécie em efluentes de dessalinizadores, que
geram agua potavel para a regido e, como ndo se tinha aproveitamento dos residuos
gerados, provocavam impacto ambiental (OLIVEIRA e SANTOS, 2015). Outra
vantagem é a possibilidade de producdo integrada com espécies marinhas como o
camardo, sem que ocorra competicdo pelos mesmos recursos, pois eles possuem nichos
troficos diferentes, aumentando assim a produtividade do setor (JUNIOR et al. 2012).

Alteracdes da salinidade da agua podem ocasionar estresse ao peixe devido a
mudancas na homeostase e com os processos fisioldgicos normais (KULTZ, 2015). A
osmorregulacdo é importante para o processo de homeostase, sendo as branquias e o
trato gastrointestinal 6rgaos que possuem funcdo importante nesse processo, devido a
interacdo com o meio externo (BAYSQY et al., 2013). Em ambiente altamente idnico e
hiperosmotico, 0s peixes perdem agua e obtém sal, e para a sua aclimatacdo precisam
absorver, com gasto de energia, o0 sal e a agua atraves do trato gastrointestinal, na qual a
agua é retida no corpo e o excesso de sal € liberado pelas branquias (LI et al., 2014).

Mesmo que grande parte das espécies de tilapia possam ser adaptadas ao cultivo
em agua salinizada, alguns fatores podem debilitar o desenvolvimento e até a
sobrevivéncia desse animal a esta condicdo de cultivo, como a temperatura, método de
aclimatacdo, idade e tamanho dos animais (SURESH e LIN 1992). Logo, o processo de
salinizacdo da agua de cultivo deve ser gradual, com adi¢do de sais variando de 2 a 8 g
L dia?, assim permitindo que os peixes ativem seus mecanismos osmorregulatorios
para resistir a elevada salinidade, para um limite de tolerancia variando entre 20 a 22 g
L (LEMARIE et al. 2004).

O cultivo de tilapias do Nilo em faixas mais elevadas de temperatura (28 a
32°C), combinados com uma salinidade variando entre 0 e 12 g L™, pode resultar em
um desenvolvimento mais rapido dos alevinos de tilapia, quando comparados com
cultivos em salinidades maiores, obtendo o melhor desempenho dos animais em
ambientes com até 8 g L de sal, uma vez que acima disso, a salinidade pode prejudicar
0 uso dos nutrientes para o crescimento dos alevinos, por causa da energia gasta para
manté-lo em um ambiente fora de sua homeostase (LIKONGWE et al., 1996), levando
0s animais a terem uma diminuicdo no ganho de peso, na conversdo alimentar e até na
sua sobrevivéncia (DE AZEVEDO et al., 2015).



2.4 O Aumento no Uso de Aditivos na Producgdo Aquicola

Com a crescente intensificacdo da aquicultura, devido a maior demanda por
pescado, houve aumento da densidade de cultivo dos peixes (JEFFERY et al., 2010),
com a finalidade de diminuir os custos operacionais, afim de garantir a rentabilidade e a
sustentabilidade da criagdo (EL-HAWARRY et al., 2018).

Contudo, esse processo torna os animais vulnerdveis ao estresse, podendo
causar gradativa diminuicdo do crescimento (LEMOS et al., 2018) e aumentar a sua
susceptibilidade a doencas (GARCIA et al., 2013), a medida que se aumenta a
densidade de cultivo dessa espécie nas estruturas de criacdo (JEFFERY et al., 2010), o
que leva ao uso indevido de antibioticos que geram complicacbes de seguranca
alimentar e de proliferagdo de bactérias resistentes, além de elevar o custo desses
produtos (HARIKRISHNAN et al., 2011).

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na producéo animal, principalmente
para o tratamento de animais doentes e prevencdo de doencas entre animais suscetiveis
a infeccbes, promovendo maior desempenho produtivo dos mesmos (HONG et al.,
2012). No entanto, o uso excessivo de antibidticos provoca o aumento na selecdo de
populacbes de microrganismos resistentes, que possuem genes de resisténcia a
determinados compostos (CARNEIRO et al, 2007).

Esses mesmos autores realizaram um estudo na qual foi avaliado o perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas em diferentes sistemas de
cultivo de tilapia do Nilo e observaram um elevado nimero de bactérias com resisténcia
simultdnea a dois ou mais antimicrobianos, o que justifica a preocupacdo com relagcdo
ao consumo de alimentos de origem animal.

Visando garantir a qualidade e seguranca dos alimentos de origem animal, a
partir de Janeiro de 2006 a Unido Europeia proibiu a utilizacdo de antibidticos e
quimioterapicos como melhoradores de desempenho na produgdo (EC, 2003). Como
consequéncia, ocorreram perdas econdémicas na producdo pecuaria, pela diminuicdo no
desempenho, absorcdo de nutrientes e salde intestinal dos animais, aumentando a
suscetibilidade de colonizacdo por patdgenos e a contaminacdo dos produtos para
consumo humano (FERKET et al., 2005).

Diante disso, surge a necessidade de buscar compostos alternativos que
poderiam ser utilizados nas dietas, melhorando a funcdo imune e digestiva dos animais,
logo, melhorando o desempenho dos mesmos (ZAVARIZE et al.,, 2010). Neste
contexto, os aditivos passaram a ser utilizados na nutricdo animal objetivando 0 maximo
desempenho produtivo, levando em consideracdo o seu bem-estar, ndo deixando
residuos nos produtos de consumo e nem contaminando o meio ambiente (CATALAN
et al., 2012).

Os aditivos utilizados na nutri¢cdo animal podem ser classificados de acordo com
suas propriedades e funcgdes, sendo incluidos em uma ou mais categorias, tais como:
tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos, sendo os aditivos
zootécnicos todas as substancias que sdo adicionadas a racdo com finalidade de
aperfeicoar o desempenho dos animais, melhorando os parametros de produtividade
sem deixar residuo no produto de consumo (Instru¢cdo Normativa n°® 13/2004, MAPA).

Os aditivos sdo conhecidos como ingredientes nao-nutritivos ou componentes
ndo-nutritivos de ingredientes que sdo incluidos nas formulacGes para influenciar
propriedades fisicas ou quimicas da dieta ou melhorar o desempenho produtivo ou a
qualidade dos produtos resultantes (BARROWS e HARDY, 2000)

Dentro do grupo de substancias que podem ser classificadas como aditivos
zootécnicos, temos os aditivos fitogénicos, também conhecidos por fitoterapicos,



fitobidticos ou nutracéuticos. Esses compostos sdo definidos como substéncias
provenientes de plantas, como ervas, especiarias, 0leos essenciais e oleorresinas, que
podem ser acrescentados na dieta, atuando como potencias promotores de crescimento e
salde, aumentando o desempenho produtivo dos animais e consequentemente aumento
da qualidade dos produtos de origem animal, devido a melhoria das propriedades da
racdo (WINDISCH et al., 2008).

Os compostos bioativos contidos nesses aditivos possuem fungdes distintas,
também conhecidos como alimentos funcionais, pois além de possuir seus efeitos
nutricionais, podem atingir de maneira positiva outras fungdes no organismos,
melhorando tanto a salde, quanto o bem-estar desses animais, diminuindo os riscos de
enfermidades e, como sdo apresentados na forma de alimentos comuns, podem ser
consumidos em dietas convencionais (OLIVEIRA et al., 2002).

2.5 O Uso dos Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo obtidos de extratos vegetais, que sdo denominados como
“preparagdes concentradas, de diversas consisténcias possiveis, que passaram ou nao
por tratamento prévio (inativacdo enzimatica, moagem, etc.) e preparadas por processos
envolvendo um solvente” (EXTRATOS VEGETAIS, 2010), sendo formado por uma
mistura complexa de compostos lipofilicos volateis (TEIXEIRA et al, 2013),
presentes em muitos tecidos vegetais, onde a principal funcéo é proteger a planta contra
as bactérias e parasitas (JANCZYK et al., 2009).

Os 6leos essenciais se destacam por possuirem uma boa disponibilidade, sendo
produzidos em larga escala para fins terapéuticos e culinarios, possuem boa
biodegradabilidade, ocasionando um menor impacto ao meio ambiente e a saude
humana, além de possuirem baixa toxicidade (KALEMBA e KUNICKA, 2003).

Esses Oleos sdo extraidos principalmente pelo processo de destilacdo a vapor
(WINDISCH et al.,, 2008), seus constituintes, conhecidos como metabdlitos
secundarios, incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, fendis, aldeidos,
cetonas, esteres e 4acidos organicos, podendo ser encontrados em diferentes
concentragBes nas plantas e possuindo geralmente um composto farmacologicamente
ativo majoritario (BONA et al., 2012). Tais compostos, cuja acdo farmacologica é
conhecida, sdo responsaveis pela acao terapéutica do produto final, sendo denominados
como principios ativos das plantas (FERNANDES et al., 2015).

Um mesmo principio ativo pode ser encontrado em diferentes espécies de
plantas, em concentracdes distintas (BONA et al., 2012). Diversos fatores podem
modificar a concentracdo dos principios ativos e, consequentemente, a acdo dos Oleos
essenciais nas dietas, como a parte da planta utilizada, época de colheita, origem
geografica, método de extracdo, espécie, estagio de desenvolvimento da planta, fatores
ecoldgicos, condicbes climaticas e principalmente a forma como esse principio é
metabolizado e o nivel de inclusdo do mesmo na dieta (BARRETO et al., 2008;
WINDISCH et al., 2008; MATHE, 2009).

Uma vantagem na utilizacdo dos 6leos essenciais é facilidade de manipulagédo e
inclusdo do mesmo em dietas, de forma semelhante a outros ingredientes da racao,
sendo sua principal desvantagem a facil volatilidade (OUWEHAND et al., 2010). Com
isso, pode ser usado nas industrias alimenticia e farmacéutica, devido as suas
caracteristicas benéficas como promotor de crescimento, estimulador da digestdo e da
microbiota intestinal e por possuir efeitos imunomoduladores, antioxidantes e
antibacterianos, sendo capaz de ser um substituto aos antibidticos tradicionais (ZENG et
al., 2015).



Uma fungdo relacionada ao uso dos Oleos essenciais € com relagdo a
morfometria intestinal (ZEPPENFELD et al., 2016). O intestino é um 6rgdo que possui
grande importancia na producdo animal, pois age na digestdo e assimilacdo de
nutrientes (VALLADAO et al., 2017). Além disso, a integridade epitelial é importante
para a prevencdo de doencgas infecciosas, agindo como uma barreira intestinal
(NICHOLSON et al., 2012), favorecendo a proliferacdo de bactérias benéficas no
intestino, como Lactobacillus e Bifidobactéria, que auxiliam no crescimento e
maturacdo das vilosidades intestinais (MOHAMED, et al., 2014). O epitélio também
funciona como uma barreira que evita a passagem de compostos nocivos para dentro do
lmen intestinal, como antigenos e outras toxinas (SUNDH e SUNDELL, 2015).

A suplementacdo com 0leos essenciais pode aumentar as vilosidades do duodeno
e do jejuno em frangos (CHOWDHURY et al., 2018), gerando uma maior area de
absorcdo. O maior desenvolvimento do epitélio intestinal promove maior absorcdo de
nutrientes e, consequentemente, melhor aproveitamento dos alimentos, aumentando os
parametros de desempenho produtivo desses animais (MOHAMED, et al., 2014).

Trabalhos recentes realizados com jundid (Rhamdia quelen) e tilipia do Nilo
(Oreochromis niloticus) corroboram com a eficacia do uso de Oleos essenciais desses
aditivos no desenvolvimento do epitélio intestinal em peixes (ZEPPENFELD et al.,
2016; VALLADAO et al., 2017), porém mais estudos devem ser realizados para
confirmar o efeito dos dleos essenciais, principalmente para peixes de agua doce em
ambientes salinizados, pois como o intestino esta em contato direto com a agua do
ambiente, pode sofrer alteragdes morfologicas sob este tipo de desafio ambiental,
comprometendo o processo digestivo (TRAN-NGOC et al., 2017).

2.6 A Utilizacéo do Oleo Essencial de Orégano na Producdo Animal

A familia Lamiaceae é formada por inimeras espécies que sintetizam &leos
essenciais, como alecrim (Rosmarinus officinalis), manjericdo (Ocimum basilicum),
tomilho (Thymus vulgaris) e orégano (Origanum sp.), contendo grande variedade de
principios ativos nesse grupo (LIMA e CARDOSO, 2013).

O Origanum vulgare é a espécie mais conhecida de orégano, nativa da regido do
mediterraneo e hoje € uma das especiarias mais comercializadas e consumidas no
mundo (LUKAS et al, 2015). Sendo muito cultivada no Brasil, com
grande uso na culinaria e também na medicina popular em funcéo de sua acdo digestiva
(LORENZI e MATQOS, 2008) sendo caracterizada por ser uma planta herbacea, bastante
ramificada, perene e de hastes arroxeadas, atingindo de 30 a 50 cm de altura (COSTA,
2009).

O principio ativo principal do OEO é o carvacrol, fenol ndo cristalizavel, cujo
teor varia geralmente de 40% a 70%, ainda apresentando concentracdes consideraveis
de timol, cineol, terpineno, canfeno, limoneno, felandreno, p-cimeno e cariofileno
(LORENZI e MATOS, 2008). O carvacrol e o timol podem ser adicionados as dietas
como compostos dos 6leos essenciais ou individualmente extraidos do mesmo, sendo
que, caso utilizados diretamente na agua, o carvacrol e o timol podem agir como
sedativo e anestésico e em altas dosagens o carvacrol pode se tornar toxico
(BIANCHINI et al., 2017).

Vaérios estudos envolvendo o uso do OEO ja foram realizados em animais
monogastricos destinados a producdo, contudo, em alguns casos é dificil observar
alguma melhoria nos parametros de crescimento, sendo dependente do tipo e origem do
OEO utilizado, espécie e idade dos animais, entre outras condicoes.



Antes mesmo de serem iniciados experimentos com adi¢cdo de OEO na érea de
aquicultura, j& foram realizados testes em aves e suinos, na qual ja foi demonstrado os
efeitos positivos da adicdo do Oleo na dieta como melhoradores de desempenho
(FOTEA et al., 2009; ROOFCHAEE et al, 2011; ROSSI e SOARES, 2013),
digestibilidade (MITSCH et al., 2004; JANG et al., 2007) e imunidade (SANTURIO et
al., 2007; TOGHYANI et al., 2010; DIAS et al., 2015) dos animais.

Por outro lado, alguns estudos ndo observaram efeitos no crescimento quando ha
a suplementacdo de OEO em dietas fornecidas para aves e suinos (FUKAYAMA et al.,
2005; OETTING et al., 2006; BARRETO et al., 2008; SILVA et al., 2009; TSINAS et
al., 2011), o que evidenciam a importancia da realizacdo de maiores estudos pra
verificar a real efetividade do OEQ adicionado na dieta para essas espécies.

Alguns trabalhos realizados com peixes também mostraram algumas
propriedades e beneficios da inclusdo do OEO ou dos seus principais componentes nas
dietas para diferentes espécies, sejam como melhoradores de desempenho e
digestibilidade (AHMAD et al., 2009; AHMADIFAR et al., 2011; GABOR et al., 2012;
FERREIRA et al., 2014; EL-HAWARRY et al., 2018) e imunidade (ZHENG et al.,
2009; RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2010; GIANNENAS et
al., 2012; VOLPATTI et al., 2013; POURMOGHIM et al., 2015; MIZUNO et al., 2018)
dos animais.

Porém, outros trabalhos encontrados na literatura ndo verificaram efeitos
significativos na suplementacdo de OEO na dieta fornecida para espécies de peixes
(CAMPAGNOLDO et al., 2013; FRECCIA et al., 2014; KANASHIRO, 2015; YILMAZ
et al., 2015; CARARO et al., 2017).

O desempenho produtivo e a satde dos peixes estdo diretamente relacionados as
interacdes que ocorrem entre a microflora intestinal, a morfometria da mucosa
gastrointestinal, os niveis bioquimicos do sangue e a absorcdo de nutrientes (SANTOS
et al., 2009). Logo, esses diferentes resultados comprovam a importancia da realizacao
de estudos com o objetivo de avaliar a real efetividade da suplementagédo da dieta com
OEO, que apresenta potencial para otimizacdo do desempenho produtivo de espécies de
interesse para a aquicultura, como no caso da tilapia do Nilo, cultivada em &agua
salinizada.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento

O experimento foi realizado na Estagdo de Biologia Marinha (EBM) (Figura 1)
do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada
em Itacurucgd, no municipio de Mangaratiba, RJ (latitude 22°54°06°” e longitude 43° 33’
42”°), autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFRRJ/IZ), no
processo n° 0017-08-2018.

Figura 1. Estacdo de Biologia Marinha (EBM): (A) Vista de frente; (B) Vista externa
da area experimental.

3.2 Animais e Manejo Inicial

Os alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) linhagem GIFT, com um
total de 1.200 machos invertidos, foram recebidos no local de experimento, oriundos da
FIPERJ (Fundacdo Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro, Centro de
Treinamento em aquicultura Sul-Fluminense, Rio das Flores, Rio de janeiro, Brasil),
com 45 dias de idade, onde foram acondicionados em um sistema estatico, em dois
tanques de polietileno de 500 L com agua doce por um periodo de sete dias para
aclimatacdo e quarentena, com temperatura média de 26°C e aeracdo constante. O
tanque foi coberto com uma tela de protecdo para minimizar o estresse dos animais.
Durante esse periodo, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09 e 15 horas)
com a dieta controle, ou seja, sem adicdo do OEO.

Apos esse periodo, foi iniciado o processo de saliniza¢do gradual da 4gua, com a
adicdo diaria de agua do mar declorada (34 g L* de salinidade), até a salinidade no
tanque aumentar 2 g L™ dia™, chegando a 10 g L (cinco dias) (LEMARIE et al. 2004).

Posteriormente, os animais foram submetidos a uma primeira biometria para
obtencdo do peso e comprimento inicial (1,47+0,39 g e 4,16+0,43 cm, respectivamente),
e distribuidos em vinte tanques de polietileno de 100 L (Figura 2), usando o volume atil
de 60 L de &gua salinizada a 10 g L, na densidade de 1 tilapia/ 2L, totalizando 30
tilapias por tanque, dando inicio ao experimento, que durou ao todo 64 dias.



Figura 2. Manejo iicia: A) Medicédo dos animais para afericdo da biometria inicial;
(B) Disposicao dos tanques utilizados durante o experimento.

3.3 Delineamento Experimental e Tratamentos

O experimento foi desenvolvido em um delineamento casualizado, com cinco
tratamentos e quatro repeticdes, onde foi utilizada uma dieta comercial (Nutripiscis TR
36®) sem a inclusio do OEO no tratamento controle (0 g kg) e outras quatro dietas
com niveis crescente de inclusdo (0,75; 1,5; 2,25 e 3 g kg') de OEO a ragdo comercial.

Em todos os tratamentos, a racdo foi farelada, acrescida de OEO (quando
necessario e nas suas respectivas concentracdes) e de agua destilada, onde foi feita a
mistura por alguns minutos até apresentar uma textura adequada. A massa homogénea
resultante foi passada em um moedor de carne, através de uma matriz com abertura de 3
mm. Os pellets resultantes foram secos em estufa de ventilacdo forgada a 55°C durante
8 horas. Apos secagem, as dietas foram trituradas e peneirados para separacdo dos
granulos com tamanhos entre 1 e 2 milimetros, embalados e armazenados em freezer a -
20°C até sua utilizacdo (Figura 3). Para evitar o manuseio frequente das dietas
armazenadas sob congelamento, quantidades suficientes para uso em uma semana eram
armazenadas em frascos plasticos, os quais eram mantidos sob refrigeracdo (4°C).
Amostras de cada dieta foram coletadas para analise da composicédo centesimal (Tabela
1).

A dieta experimental foi ofertada quatro vezes por dia (08, 11, 14 e 17h) ad
libidum. O recipiente contendo a racao foi pesado antes e apds o fornecimento para o
calculo do consumo diério.



Tabela 1. Composi¢do centesimal das dietas experimentais (g/kg da matéria seca).

Composicdo quimica da dieta

Niveis de incluséo

Oleo essencial de orégano (g/kg)

fornecida 00 075 15 225 3,0
Umidade (g/kg)* 86,43 85,37 86,42 84,39 87,85
Proteina Bruta (g/kg)*? 352,31 348,18 347,61 351,82 346,97
Extrato etéreo (g/kg)* 8542 84,68 84,97 8570 84,87
Matéria mineral (g/kg)* 84,67 83,87 84,09 84,25 83,95
Carvacrol (mg/kg)® 0,0 0,573 1,147 1,721 2,295
Timol (mg/kg)® 0,0 0,032 0,064 0,096 0,129
p-Cimeno (mg/kg)? 0,0 0,030 0,060 0,090 0,120
y-Terpineno (mg/kg)® 0,0 0,024 0,048 0,072 0,096
1,8-Cineol (mg/kg)® 0,0 0,005 0,010 0,015 0,021
Canfeno (mg/kg)? 0,0 0,008 0,016 0,024 0,033
Cariofileno (mg/kg)® 0,0 0,011 0,022 0,033 0,045
Felandreno (mg/kg)® 0,0 0,009 0,018 0,027 0,036
Limoneno (mg/kg)® 0,0 0,010 0,021 0,031 0,042

TAnalises realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Nutricdo Animal e Pastagens
(1Z/UFRRJ), de acordo com Silva e Queiroz (2002). Ingredientes: farelo de arroz, farelo de soja, farelo de
trigo, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, farinha de sangue, farinha de visceras, milho integral
moido, 6leo de soja degomado, cloreto de sédio, calcario calcitico, sulfato de ferro, mondxido de
manganés, éxido de zinco, sulfato de cobre, sulfato de cobalto, iodato de célcio, selenito de sédio.
2 Segundo os dados do fabricante, o nivel de PB eram de no minimo 360,00 g/kg.
3LASZLO® Aromaterapia Ltda., Belo Horizonte/MG. (Composi¢do: Carvacrol: 76,5%; Timol: 4,3%; p-
Cimeno: 4,0%; y-Terpineno: 3,2%; 1,8-Cineol: 0,7%; Canfeno: 1,1%; Cariofileno: 1,5%; Felandreno:
1,2%; Limoneno: 1,4%). Valores calculados de acordo com a composi¢do quimica do 6leo essencial de

orégano apresentada pelo fabricante.
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Figura 3. Preparacédo das dietas: (A) Pelétizagéb das dietas; (B) Estufa para secagem da
racdo; (C) Equipamento pra trituracdo dos pellets formados.

3.4 Qualidade da Agua e Ambiente Experimental

O experimento foi realizado em um sistema semi-estatico, em uma estufa para
evitar interferéncia externa (chuva, vento, predadores) e manutencdo da temperatura da
agua constante, possuindo iluminacdo natural auxiliada por lampadas, conferindo
fotoperiodo relativo de dez horas luz/quatorze horas escuro. A renovacao parcial da
agua (70%) ocorreu a cada quatro dias, adicionando agua salinizada a 10 g L™ a cada
troca.

A temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram monitorados diariamente com
uso do medidor multiparametro Akso®, modelo AK88 e mantiveram-se em
27,940,12°C, 8,09+0,13 e 5,4+0,14 mg/L, respectivamente. A salinidade foi mensurada
diariamente com o uso de refratbmetro de salinidade Instrutherm® (modelo RTS-
101ATC) e manteve-se constante em 10 g L? (Figura 4). J4& amonia total, nitrito e
alcalinidade, foram monitorados semanalmente com os Kits comerciais colorimetricos
Labcon Test Amonia®, Labcon Test Nitrito® e Alkalinity Test Kit Red Sea® e
mantiveram-se respectivamente em 0,083+0,036 mg/L, 0,52+0,12 mg/L e 55,09+15,25
mg/L.
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Figura 4. Equipamentos utilizados para analise de agua: (A) Multiparametro Akso® e
(B) refratbmetro de salinidade Instrutherm® utilizados ao longo do experimento.

3.5 Avaliacdo do Desempenho Zootécnico e Fisiologico

Ao final do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 24 horas.
Apos esse periodo, os mesmos foram anestesiados com solucdo de benzocaina (100 mg
L) e contabilizados para obter o nimero de sobreviventes, pesados para obter o peso
total/tanque. Uma amostra de seis animais por repeticdo foram pesados e medidos
individualmente e amostras de sangue de cinco peixes de cada tratamento foram
coletadas para quantificacdo da glicose, para avaliar se a adi¢do do Gleo interfere nessa
reserva energética. Para isso, foi usado o medidor Freestyle Optium Neo® (Figura 5),
tendo o sangue coletado via punc¢éo da veia caudal com seringas heparinizadas.
Para a necropsia dos animais, foi usada uma superdose de benzocaina (500 mg
L), e posteriormente foram coletados o figado e as visceras de cinco tilapias por tanque
e pesadas para determinacdo do Indice Hepatossomatico (IHS) e indice
Viscerossomatico (IVS), respectivamente.
O desempenho dos alevinos de tilapia do Nilo foi avaliado considerando os
seguintes parametros:
Sobrevivéncia (S) = (namero final de peixes / namero inicial de peixes) X 100
Ganho de peso (GP) (g) = peso biomassa final — peso biomassa inicial
Taxa de Conversdo alimentar aparente (TCAA) = racdo fornecida / ganho de peso
Taxa de Eficiéncia Alimentar (TEA) = ganho de peso / racao fornecida
Taxa de Crescimento Especifico (TCE) (% dia™) = [(In peso final — In peso inicial) /
dias de experimento] x 100
Taxa de Eficiéncia Proteica (TEP) = ganho de peso (g) / proteina ingerida (g)
indice Hepatossoméatico (IHS) (cinco amostras de figados / tanque) = (Peso do
figado / Peso corporal) x 100
indice Viscerossomatico (IVS) (cinco amostras de visceras / tanque) = (Peso das
visceras / Peso corporal) x 100
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Figura 5. Etapas pré-eutanasia: (A) Medicdo de glicose com medidor Freestyle Optium
Neo®; (B) Pesagem individual de amostras de tilapias.

3.6 Composicao Proximal

Para determinar a composicdo proximal, foram utilizados aproximadamente 100
g de peixes inteiros de cada tanque e as analises foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo Animal e Pastagens do Instituto de
Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, de acordo com a
metodologia de Silva e Queiroz (2002), onde , brevemente, a umidade foi estimada apos
secagem do material em estufa de ventilacdo forcada a 105°C durante 12 horas; matéria
mineral foi obtida ap6s a queima em forno mufla a 600°C durante 5 horas; extrato
etéreo obtido por meio do extrator de Soxhlet utilizando éter de petréleo como solvente,
durante 12 horas (Figura 6); proteina bruta pelo método de Kjeldahl, usando o fator de
multiplicacdo de 6,25; e carboidratos foi estimado através da subtracdo de 100% da
amostra pelos resultados dos itens citados acima.
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Figura 6. Algumas etapas da analise de composi¢do centesimal: (A) Amostras dentro
de forno mufla para determinacdo de matéria mineral; (B) Amostras dentro do extrator
de Soxhlet para determinacdo de extrato etéreo.

3.7 Morfometria Intestinal

Foram coletadas amostras teciduais de aproximadamente 2 cm da porgéo inicial
do intestino proximal de cinco peixes de cada tanque (vinte por tratamento) logo ap6s a
eutanasia. O material coletado foi fixado em formalina tamponada a 20% e levado para
0 Laboratério de Imunologia e Patologia de Organismos Aquaticos (LIPOA) da
Universidade Federal do Rio Grande/RS, onde foi submetido ao processamento
histologico classico (processador automatico Leica TP1020®), sendo embebido em
Paraplast® e cortado em secgbes de 5u em micrétomo (Leica RM2245®) (Figura 7).
Posteriormente, os tecidos foram corados com hematoxilina e eosina.

As laminas foram levadas para o Laboratério de Bioimagens do departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro para observacio em microscopio optico (OLYMPUS BX51®), tendo as
imagens ampliadas em lentes de 100 um para as medidas de altura e espessura das
vilosidades e 200 pm para altura do enterdcitos, na qual as imagens eram obtidas
através de um sistema de captura (OLYMPUS UC30®) e medidas usando o software
OLYMPUS cellSens Standard 2.1® (Figura 7). O critério para selecio de vilosidades foi
baseado na presenca de lamina propria intacta, tendo os parametros medidos de acordo
com o protocolo sugerido por Peng et al. (2013); Ferreira et al. (2016) e Chowdhury et
al. (2018).
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Figura 7. Etapas do processo de morfometria intestinal: (A) Processador automatico
Leica TP1020®; (B) Corte em seccdes de 54 no micrétomo Leica RM2245®; (C)
Microscopio 6ptico OLYMPUS BX51®, lente para captura de imagens OLYMPUS
UC30® e software OLYMPUS cellSens Standard 2.1°.

3.8 Analises Estatisticas

Os dados obtidos para os parametros de desempenho zootécnico, glicemia,
qualidade da agua, composicao centesimal e morfometria intestinal foram submetidos
aos testes de Shapiro-Wilks e Barlett para verificar a normalidade e a
homocedasticidade dos dados. Além disso, o0s valores percentuais sofreram
transformacéo para arco cosseno para as analises estatisticas. Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de variancia e quando identificadas diferencas entre as
médias, foi aplicado o teste Tukey, a 5% de probabilidade para as variaveis de
desempenho zootécnico, glicemia sanguinea e composicdo centesimal. Ja para as
variaveis de morfometria intestinal, foi aplicado o teste de Duncan, a 5% de
probabilidade. As analises foram realizadas através do software SAS versdo 9.0 (SAS,
2008).
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4 RESULTADOS
4.1 Desempenho Zootécnico e Fisiologico

Os valores de desempenho zootécnico, a partir da utilizacdo de diferentes
concentragdes de OEO (0; 0,75; 1,5; 2,25; 3,0 g/kg) na dieta de alevinos de tilapia do
Nilo, apresentaram diferencas significativas (p<0,05) (Tabela 2) em alguma variaveis de
desempenho zootécnico.

No presente trabalho, o tratamento com a inclusdo de 1,5 g kg™ de OEO foi o
Unico que obteve resultados estatisticamente piores para ganho de peso, taxa de
conversao alimentar aparente, taxa de eficiéncia alimentar e taxa de eficiéncia proteica.
N&o houve efeito significativo para os demais indices zootécnicos e para o nivel de
glicemia sanguinea.

4.2 Composicao Centesimal

Os resultados da anélise da composicdo centesimal dos alevinos de tilapia do
Nilo encontram-se sumarizados na Tabela 3. As diferentes concentragdes de OEO na
dieta ndo influenciaram os niveis de materia seca, proteina bruta, extrato etéreo, matéria
mineral e carboidratos dos peixes ao final do experimento.

4.3 Morfometria Intestinal

Com relacdo a morfometria intestinal, a partir da utilizacdo de diferentes
concentracdes de OEO na dieta de alevinos de tilapia do Nilo, houveram diferencas
significativas (p<0,05) nos resultados obtidos para a variavel altura das vilosidades
(Figura 8), conforme se encontram apresentadas na Tabela 4, na qual o tratamento com
a inclusdo de 3,0 g kg? de OEO obteve os melhores efeitos para essa analise. Os
resultados para espessura das vilosidades e altura do enterdcito ndo foram alterados em
nenhum tratamento.
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Tabela 2. Desempenho zootécnico e nivel de glicemia sanguinea dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes
concentragdes de OEO.

Niveis de OEO na dieta (g/kg)

Parametros avaliados® o0 075 15 225 3.0 P Valor
S (%) 98,35+1,90 1000,00 95,87+3,15 99,17+1,65 98,35+3,30 0,1920
GP (9) 258,44+15,79%  287,39+29 943 239,89+22, 46" 243,32+20,91% 275,14+19,99% 0,0300
CT (9) 333,65+23,41 353,46+34,24 341,12+24,18 330,77+21,56 347,65+22,68 0,7000
TCAA 1,29+0,06% 1,23+0,09? 1,42+0,06° 1,36+0,04% 1,26+0,10% 0,0200

TEA 0,77+0,03% 0,81+0,06? 0,70+0,03° 0,730,02% 0,79+0,06% 0,0280
TCE (%) 3,78+0,33 3,93+0,24 4,04+0,41 3,97+0,08 3,91+0,13 0,7483
TEP 2,15+0,10%° 2,260,162 1,95+0,08° 2,040,072 2,20+0,18% 0,0200
IHS (%) 1,74+0,16 1,58+0,32 1,75+0,13 1,80+0,31 2,00+0,36 0,3460
IVS (%) 12,56+1,66 14,17+1,92 11,49+0,91 11,85+1,23 12,65+1,72 0,1820
GS (mg dL™) 32,30+2,41 37,50+4,43 42,25+21,07 36,70+8,53 39,35+16,39 0,8500

S (sobrevivéncia); GP (ganho de peso); CT (consumo total); TCAA (taxa de conversdo alimentar aparente); TEA (taxa de eficiéncia alimentar); TCE (taxa de crescimento
especifico); TEP (taxa de eficiéncia proteica); IHS (indice hepatossomético); 1VS (indice viscerossomatico); GS (glicemia sanguinea).
!|etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa por ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 3. Composicdo centesimal de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes concentraces de OEO.

- . 1 Niveis de OEO na dieta (g/kg)
Composicao centesimal (%) 0.0 0.75 15 225 3.0 P Valor
Umidade 74,51+2,78 75,48+4,24 77,13+1,04 75,28+2,19 73,19+0,59 0,3785
Proteina bruta 12,42+1,46 12,34+1,75 11,63+0,83 12,00+1,78 13,27+0,37 0,5440
Extrato etéreo 7,64+0,73 6,66+0,84 6,82+0,91 6,23+0,72 7,13+1,15 0,2800
Matéria mineral 3,92+0,52 3,81+0,38 3,44+0,23 3,71+0,40 4,23+0,15 0,0870
Carboidratos 1,50+0,33 1,69+1,41 0,96+1,29 2,74+0,42 2,16+0,83 0,2438
I etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa por ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).
Tabela 4. Pardmetros intestinais de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes concentragdes de OEO.
A . . 1 Niveis de OEO na dieta (g/kg)
Parametros intestinais (um) 0.0 0.75 15 225 3.0 P Valor
Altura das Vilosidades 265,06+12,69° 299,62+9,16° 296,10+22,48° 307,63+19,22° 334,29+20,04% 0,0010
Espessura das Vilosidades 114,14+1,73 120,03£2,81 116,92+4,32 118,54+4,10 121,22+2,73 0,0616
Altura dos Enterocitos 37,08+3,66 40,47+5,68 39,81+4,77 41,76%3,72 39,53+1,97 0,6163

! etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa por ANOVA e teste de Duncan (P<0,05).
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Figura 8. Comparagéo visual entre a altura das vilosidades intestinais de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) do grupo controle (A); do grupo alimentado com 0,75 (B); 1,5
(C); 2,25 (D); 3,0 (E) g kg de 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare). Escala:
100 pm.
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5 DISCUSSAO

Embora ainda ndo existam muitos trabalhos relacionando os efeitos da adi¢cdo do
OEO as dietas dos organismos aquaticos, no presente estudo pode ser observado
resultados positivos da sua utilizacdo no desempenho de alevinos de tilapia do Nilo. A
inclusdo de diferentes concentracbes do Oleo ndo causou nenhum prejuizo a
sobrevivéncia dos animais ao longo do experimento, e apenas a inclusdo de 1,5 g kg™
apresentou resultados estatisticamente inferiores para o ganho de peso, taxa de
conversdo alimentar aparente, taxa de eficiéncia alimentar e taxa de eficiéncia proteica.

Como o consumo total ndo diferiu entre nenhum tratamento, a acdo do OEO no
desempenho produtivo pode estar relacionada com um maior aproveitamento da dieta
(AHMAD et al., 2009), o que pode ser confirmando pela maior taxa de eficiéncia
proteica observada no presente estudo. Devido ao baixo custo para aquisi¢do do OEO, é
viavel a usa utilizacdo, no nivel de inclusdo de 3,0 g kg, na dieta para tilapia do Nilo.

Ahmad et al. (2009) em experimento realizado também com tilapias do Nilo (12
g) apos a adicdo de diferentes concentragdes de OEO (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5% da dieta), no
periodo de dez semanas, demonstraram que o grupo alimentado com 0,5% de OEO
obteve os melhores resultados para os parametros de desempenho zootécnico avaliados
(ganho de peso, taxa de crescimento especifico, conversao alimentar, taxa de eficiéncia
alimentar e taxa de eficiéncia proteica). Além disso, obtiveram menor mortalidade apds
desafio com Pseudomonas aeruginosa e P. flourscence, justificando os melhores
resultados de desempenho pelo do aumento da imunidade, atraves da acéo
bacteriostatica do carvacrol e timol, componentes do OEO, que agem na membrana
celular bacteriana, impedindo sua divisdo mitotica e por sua acao bactericida, alterando
a permeabilidade de suas membranas, causando desidratacdo e morte celular
(FUKAYAMA et al., 2005). Resultado similar ao encontrado por Rattanachaikunsopon
e Phumkhachorn (2010), que apés a adicdo de 20 ppm de carvacrol na dieta de tilapia
do Nilo, o animal apresentou maior resisténcia ao desafio por Edwardsiella tarda.

Ja El-Hawarry et al. (2018), em trabalho realizado com juvenis de tilapias do
Nilo (peso entre 13 e 14 g), porém cultivadas em trés diferentes densidades e
alimentadas com uma dieta contendo duas concentracdes de OEO (1,0 e 2,0 mL kg™),
observaram que o0s animais apresentaram melhoria no ganho de peso e na conversdo
alimentar nos tratamentos com a densidade mais baixa e intermediaria que utilizaram
OEO na dieta, enquanto que no tratamento com a densidade mais alta, houve uma
reducdo do estresse nos grupos alimentados com OEO, através da estimulacdo da
atividade de enzimas antioxidantes, resultados semelhante aos descritos por Diler et al.
(2017) e Giannenas et al. (2012) em experimentos realizados com trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), alimentadas com OEQ. Porém, Kanashiro (2015), ndo obteve
resultados significativos para desempenho e estresse, com a inclusdo de 0,5 g kg™ de
OEO na alimentacdo de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), cultivados em
diferentes densidades de estocagem.

Os efeitos da acdo do OEO como melhorador de desempenho, por meio da sua
acdo antibacteriana e antioxidante estdo de acordo com Zheng et al. (2009). Os autores
demonstraram em um experimento realizado com o bagre do canal (lIctalurus
punctatus), que a inclusdo de 0,5 g kg de Orego-Stim® (produto comercial contendo
6leo natural de Origanum heracleoticum), apresentou melhores resultados para ganho
de peso, aumento na atividade antioxidante e menor mortalidade apds desafio com
Aeromonas hydrophila, quando comparado aos grupos controle, o grupo alimentado
apenas com carvacrol, o grupo alimentado somente com timol e o grupo alimentado
com timol + carvacrol. Ainda, observaram também que os peixes alimentados com
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Orego-Stim  apresentaram menor indice viscerossomatico e menor indice
hepatossomatico. A avaliacdo desses indices é importante pois mensuram o valor do
alimento, ou seja, o nivel de adaptagdo do trato gastrointestinal a alimentacéo fornecida
(IGHWELA et al. 2014). No entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada
para essas variaveis no presente estudo.

Ferreira et al. (2014) em um estudo realizado com o lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), adicionaram diferentes concentra¢es de OEO a dieta (0,0; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 g kg?), e recomendaram dosagens entre 0,2 e 0,62 g kg* de OEO para
melhores resultados dos indices de conversdo alimentar, ganho de biomassa, taxa de
crescimento especifico, taxa de eficiéncia proteica e peso das carcacas. A taxa de
eficiéncia proteica do trabalho mostrou um bom aproveitamento da proteina dietética
em faixas proximas de inclusdo de OEO. Segundo os autores, o efeito do 6leo pode
estar relacionado ao aumento da atividade de enzimas digestivas, melhorando a
digestibilidade e absor¢do de nutrientes, principalmente proteina, e com isso,
favorecendo a eficiéncia alimentar, ocorrendo uma reducdo desses parametros de
desempenho conforme o aumento na inclusdo do OEO. Também em ambos o0s
trabalhos, ndo foram observados efeitos significativos do OEO sobre a glicemia
sanguinea.

As diferentes concentracbes de OEO na dieta ndo influenciaram os niveis de
umidade, proteina, lipidios, cinzas e carboidratos no final do periodo de alimentagéo dos
alevinos de tilapia do Nilo estudados. Esse resultado corrobora com os encontrados por
Ahmad et al. (2009), que ndo obtiveram efeitos significativos para umidade, lipidios,
proteina bruta e cinzas nas carcacas em experimento realizado com tilapias do Nilo.
Cararo et al. (2017), tambem ndo verificaram diferencas significativas na composicao
corporal de juvenis de jundid (Rhamdia sp.) alimentados com dietas suplementadas com
diferentes niveis de OEO (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0).

Ainda assim, estudos mostraram a influéncia da adicdo de OEO na dieta, ou seus
principios ativos, sobre a composicdo quimica de outras espécies de peixes. Ferreira et
al. (2014), relataram que houve um efeito linear negativo na matéria seca e do extrato
etéreo e um efeito quadratico no conteddo proteico das carcacgas, na medida em que se
aumentava a quantidade de OEO adicionado as dietas. Esses resultados foram
justificados pela ativacdo de enzimas digestivas, melhorando a digestibilidade da
proteina e aumentando a quantidade de nutrientes depositados na carcaca dos peixes;
e/ou pelas enzimas metabdlicas, pois como houve efeito linear positivo para os niveis de
glicogénio muscular, enquanto houve reducdo de gordura na carcaca, indicando que 0s
lipidios foram usados como principal fonte de energia nos peixes alimentados com 0s
maiores niveis de OEO.

Zheng et al. (2009) também obtiveram resultados significativos para proteina
bruta muscular, demonstrando que os bagres do canal alimentados com dietas contendo
Orego-Stim® e Timol + carvacrol, obteram maiores deposicbes de proteina muscular
que os demais tratamentos. Contudo, ndo houve diferenca significativa para os niveis de
umidade, gordura e cinzas do musculo. Ahmadifar et al. (2011), ap6s a adicdo de 1 a 3 g
kg™ de uma solucdo timol-carvacrol, oriunda de Origanum vulgare a dieta para juvenis
de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), relataram uma influéncia significativa
positiva nos teores corporais de lipidio, proteina e cinzas.

A concentracdo dos compostos presentes no OEO e o seu nivel de inclusdo na
dieta, além de fatores como a forma de administracdo, idade e espécie alvo podem
explicar a variacdo nos resultados de composicdo e desempenho com esse tipo de
aditivo (CAMPAGNOLDO et al., 2013).
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Um fator que poderia justificar os resultados de desempenho zootécnico no
presente estudo seria a morfometria intestinal (VALLADAO et al., 2017), sendo
observado que a adicdo de 3 g kg* de OEO apresentou os maiores valores entre 0s
tratamentos testados para a variavel comprimento das vilosidades. Os dados mostraram
um efeito tréfico sobre as vilosidades intestinais, aumentando o seu tamanho, conforme
aumento da adigdo de OEO a dieta, comprovando a agdo do mesmo quando adicionado
a dieta para esta varidvel. Esse aumento das vilosidades geralmente esta associado com
uma maior salde intestinal e uma alta eficiéncia de absor¢édo, que é associado com uma
maior eficiéncia produtiva (GIANNENAS et al., 2011).

Até o momento, ndo existem trabalhos comparando o uso de 6leo de orégano em
relacdo a morfometria intestinal, e poucos dados na literatura que investigam o uso de
outros Oleos essenciais na avaliacdo desse parametro em peixes. Em um estudo
realizado com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas durante 60 dias com
dieta contendo 250 mg kg™ de dleo essencial de Melaleuca alternifolia, observou-se que
0S animais apresentaram maior tamanho das vilosidades intestinais, sem apresentar
diferenca significativa para espessura das vilosidades, em relagdo ao tratamento
controle, ao tratamento com 100 mg kg™ e aos tratamentos que utilizaram 6leo essencial
de Mentha piperita (VALLADAO et al., 2017). Em outro trabalho realizado com jundié
(Rhamdia quelen), apds sessenta dias alimentados com dietas contendo 2 mL/kg de 6leo
essencial de Aloysia triphylla, as analises com as amostras de intestino anterior
indicaram aumento no numero de dobras intestinais e no tamanho do enterdcito, sem
alteracdo significativa com relacdo a altura das dobras e a éarea total do epitélio
(ZEPPENFELD et al., 2016).

Esses resultados podem ser explicados pelo efeito antibacteriano do oOleo,
diminuindo a quantidade de bactérias indesejaveis presentes no intestino dos peixes,
reduzindo os danos nas mucosas e 0 gasto de energia que seria empregada na reposicao
celular, permitindo o seu desenvolvimento (DIAS et al., 2015; ZHENG et al., 2009).
Além disso, os Oleos essenciais podem atuar como prebidticos, estimulando o
crescimento de bactérias comensais, como Lactobacillus e Bifidobactéria no intestino,
facilitando o fornecimento continuo de substratos especificos para a flora intestinal
protetora ou minimizando o risco de desenvolvimento de populagdes nas quais
patdgenos oportunistas podem prosperar, protegendo o tecido intestinal de ataques
microbiano (VIDANARACHCHI et al., 2005).

Outra hipotese para esses resultados € a acdo antioxidante dos 6leos essenciais,
pois durante o processo digestivo ha a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e estas
atuam na mucosa superficial do intestino encurtando as vilosidades intestinais, porém,
enzimas antioxidantes, como catalase e superoxido dismutase, tem a capacidade de
neutralizar esses radicais (CHOWDHURY et al., 2018). Pela natureza lipidica dos 6leos
essenciais, eles podem atuar como sequestradores de radicais livres, protegendo as
vilosidades do dano oxidativo, e estimulando a atividade dessas enzimas antioxidantes.
(WINDISCH et al., 2008).

Portanto, diversas hipoteses podem explicar a acdo dos 0Oleos essenciais no
aumento do tamanho das vilosidades intestinais, como observado no presente estudo.
Para tanto, estudos deverdo ser realizados investigando a influéncia do éleo essencial de
orégano sobre a atividade de enzimas digestivas e antioxidantes, além de efeitos
relacionados & comunidade microbiana intestinal.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, é possivel concluir que o 6leo
essencial de orégano (Origanum Vulgare), no nivel de inclusdo de 3,0 g kg?, tem
potencial para ser utilizado como aditivo fitogénico na dieta para tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) cultivada em &gua salinizada, proporcionando maiores
tamanhos de vilosidades intestinais. Além disso, é recomendavel que essa pesquisa seja
repetida, com um nimero de dias de experimento maior, para que se possa analisar
possiveis efeitos sequenciais ou de longo prazo, potencializando o uso do 6leo essencial
de orégano como promotor de crescimento.
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