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RESUMO

O aumento da incidéncia de doengas, entre as quais as neoplasias, intrinsecamente associadas
ao processo inflamatorio, tem levado ao estudo de tratamentos alternativos e/ou
complementares aos convencionais. Neste sentido, este estudo avaliou o efeito do 6leo essencial
de Lippia sidoides (LSEQO) sobre a microbiota intestinal (MI), parametros histoldgicos e de
estresse oxidativo, bem como sobre a resposta inflamatoria em Danio rerio. No primeiro
experimento, para avaliagdo da MI, 448 animais foram distribuidos nos seguintes grupos: dieta
sem suplementacdo - controle negativo (CN), dieta contendo alcool de cereais - alcool de
cereais (AC) e animais alimentados com dietas contendo diferentes concentragdes do LSEO
(EOo0,25%, EO0,50%, EO0,75%, EO1,00% € EO1,25%); no segundo experimento, que avaliou o efeito do
fitoterdpico sobre a histologia e parametros de estresse oxidativo, 196 peixes foram distribuidos
em 28 aquarios, perfazendo os seguintes tratamentos: CN, AC e animais alimentados com dieta
contendo diferentes concentragdes do LSEO (EOQo.25%, EOo.50%, EOQ0.75%, EO1.00% € EO1.25%); 0
terceiro experimento foi realizado para avaliar o efeito de LSEO sobre o processo inflamatorio
induzido por Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE ou 1) e sobre a histologia. Nele, os animais
foram divididos em trés grupos principais (CN, AC e EO) e, apds um periodo de 15 dias de
alimentagdo, o processo inflamatério foi induzido: parte dos animais ndo recebeu injegdo
intraperitoneal (IP) (NC), parte deles recebeu IP contendo solugao salina 0,65% (SS ou s) (CN,
ACs e EOs) e outra parte recebeu [P contendo CAE (CNt, ACr e EOr). Como resultados,
observou-se que os indices de diversidade, riqueza e abundancia de bactérias na MI dos animais
suplementados com EQy s, foram mais expressivos que aqueles encontrados para o CN, ¢ o
LSEO inibiu o crescimento de bactérias potencialmente patogénicas. Nao foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos para glutationa reductase (GR). A atividade da
glutationa peroxidase (GPx) foi menor em EOq.25% que nos grupos EO1.00% € EO1.25%, € a catalase
(CAT) foi mais baixa em EQOo.2s5% que no EO1.00%. Em relagdo as alteragdes histologicas, os
animais do grupo EOo.25% do segundo experimento apresentaram menos alteragdes no figado,
bago e rim, bem como tiveram melhoradas as caracteristicas morfométricas intestinalis. No
terceiro ensaio, embora os animais do grupo EOr tenham apresentado maiores valores para
mondcitos e basédfilos que os reportados para o grupo CN, sugerindo um possivel efeito do
LSEO sobre os mecanismos de defesa em D. rerio, em geral ndo foram reportadas diferengas
estatisticas significativas para contagem total e diferencial de leucocitos entre os grupos
suplementados e ndo suplementados. Nesse experimento, a andlise histologica revelou menores
alteracdes teciduais no figado, rim, baco e intestino em EOt do que nos demais grupos. Diante
dos resultados encontrados, ¢ possivel sugerir o efeito benéfico do LSEO a concentracdo de
0,25% sobre a MI, parametros histologicos, resposta inflamatoria e no alivio do estresse
oxidative de D. rerio.

Palavras-chave: Aquicultura. Suplementagao dietéria. Fitoterapicos. Microbiologia.



ABSTRACT

Neoplasms are intrinsically associated with inflammatory processes, which has led to the study
of alternative and/or complementary treatments to conventional ones. This study evaluated the
effect of Lippia sidoides essential oil (LSEO) on the intestinal microbiota (IM), histological and
oxidative stress parameters, as well as with inflammatory process induced in Danio rerio. The
first experiment evaluated the IM of 448 animals, which were divided into the following groups:
diet without supplementation - negative control (NC), diet containing grain alcohol - grain
alcohol (GA), and animals fed diets with different concentrations of LSEO (EQo25%, EOo 50%,
EOo,75%, EO1,00% € EO1.25%). The second experiment assessed the LSEO effect on histology and
oxidative stress parameters, where 196 fish were distributed into 28 aquaria, comprising the
following treatments: NC, GA, and LSEO (EQo.25%, EO0.50%, EOQ0.75%, EO1.00% € EO1.25%). The
third experiment evaluated the effect of LSEO on the inflammatory process and histology
associated with the injection of Ehrlich Ascitic Carcinoma (EAC). For this, 196 animals were
divided into three main groups (NC, GA, EO). After 15 days of feeding, the inflammatory
process was induced by: part of the animals not receiving intraperitoneal injection (IP) (NC),
part of them receiving IP containing 0.65% saline solution (s) (NCs, GAs, and EOs), and another
part receiving IP containing EAC (NCrt, GAT, and EOrt). Diversity, richness, and abundance
indices of IM in EQq.25% group were more expressive than those found for NC due to the
inhibition of potentially pathogenic bacteria growth. Glutathione reductase (GR) showed no
significant differences between groups. Glutathione peroxidase (GPx) activity was lower in
EQOo.25% than EO1.00% and EO1.2s% groups, while catalase (CAT) was lower in EOo 259 than
EO1.00%. In the second experiment, EOo .52 animals showed fewer histological changes in the
liver, spleen, and kidney, which also helped to improve intestinal morphometric features. In the
third trial, animals from the EOt group showed higher values for monocytes and basophils than
the NC group, suggesting a possible effect of LSEO on the defense mechanisms of D. rerio. In
general, no statistically significant differences were reported for total and differential leukocyte
count between supplemented and non-supplemented groups. In this experiment, histological
analysis revealed fewer tissue alterations in the liver, kidney, spleen and intestine in EOt than
in the other groups. The overall observations indicate a potential beneficial effect of LSEO at
0.25% concentration on the IM, histological parameters, inflammatory response, and the relief
of oxidative stress of D. rerio.

Keywords: Aquaculture. Dietary supplementation. Phytotherapic. Microbiology.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 NEOPLASIAS EM PEIXES

Neoplasias sdo definidas como um disturbio do crescimento, caracterizado
principalmente por uma incessante, anormal e excessiva proliferacao de células (FLORES-
LOPES et al., 2001). Diversos relatos trazidos pela literatura citam que algumas espécies de
peixes, selvagens e cultivados, tém sido acometidas por esses distirbios em decorréncia de
multiplos fatores (genéticos, ambientais, de cunho viral, somente para citar alguns exemplos)
nas ultimas décadas (BAUMANN, 1992).

Segundo Da Rocha et al. (2018), a carcinogénese sempre comega com danos no DNA,
geralmente associados a agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, € nos peixes estd comumente
associada a existéncia de fatores ambientais cancerigenos. Nesse sentido, o desenvolvimento
da industrializacdo pode ter contribuido diretamente com o aumento da presenga de
contaminantes na dgua e, em Ultima instancia, estar associado a elevacdo do niimero de casos
dessas neoplasias nos peixes (HARSHBARGER E CLARK, 1990).

Baumann (1998) afirma que muitas populacdes de peixes selvagens estdo restritas a
uma pequena area durante seu ciclo de vida, sendo por isso mais facil demonstrar que os
contaminantes sdo os principais fatores de risco. Para o autor, as principais lesdes associadas
com genotoxinas (principalmente hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (PAHs), cujos
niveis mais elevados encontram-se nas proximidades de locais de producdo de petrdleo, de
creosoto e de industrias siderurgicas), incluem tumores de pele (carcinomas e tumores
escamosos), tumores de figado (hepaticos e biliares) e lesdes cutdneas pigmentadas como
cromatoforomas.

A exemplo, uma série de relatos trazem informacdes sobre a ocorréncia de tumores em
carpas Koi Cyprinus carpio, espécie cuja producao aquicola mundial atingiu a marca de 4 129
100 t e movimentou 8 635 866 USD (x 1.000) de acordo com o Anudrio Estatistico 2017 da
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) (FAO, 2019):
branquioblastomas possivelmente espontaneos (Kniisel et al., 2007); seminoma espontdneo no
figado e parede intestinal acompanhado de sinais de letargia, anorexia, aumento abdominal e
perda de escamas em um espécime macho (SIRRI et al., 2010); possivel nefroblastoma
acompanhado por alteragdes hematologicas, histlogicas e observadas por ultrassonografia, bem
como por meio de mudancas de comportamento alimentar (anorexia) e permanéncia no fundo

da coluna d’agua (STEGEMAN et al., 2010); aumento abdominal expressivo ¢ motilidade
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comprometida concomitante ao rapido desenvolvimento de neoplasia em oito carpas C. carpio
adultas cultivadas no Japao (ISHIKAWA, KUWABARA e TAKAYAMA, 1976); e ocorréncia
de neuroepitelioma olfativo apds observacao de uma lesao elevada na fossa nasal esquerda de
C. carpio (ISHIKAWA, MASAHITO e TAKAYAMA, 1978).

Thorgaard et al. (1999) associaram a redugdo significativa da incidéncia de tumores
no estdmago, bexiga e rim de trutas arco-iris Oncorhynchus mykiss triploides em relacao as
diploides, apods exposi¢do dos animais a trés carcinogénicos, ao maior envolvimento de genes
supressores de tumores dos peixes triploides.

Para Spitsbergen, Buhler e Peterson (2012), além do tipo de dieta, as condigdes do
sistema de recirculacdo da agua sdo fatores altamente relacionados a ocorréncia de neoplasias
em Danio rerio. Reforcando tal entendimento, Dale et al. (2009) observaram a ocorréncia de
processos inflamatdrios cronicos intestinais, em decorréncia de ingredientes vegetais na dieta
de salmdo do atlantico e de truta arco-iris, como causa de tumores em peixes cultivados. O
habito alimentar também pode estar associado a suscetibilidade em maior ou menor grau de
incidéncia de tumores: a maior parte das espécies acometidas se alimentam de organismos e
particulas contaminados presentes no sedimento (onivoros bentonicos) (BAUMANN, 1998).

Bowser, Wooster e Earnest-Koons (1997), estudando os efeitos da idade do peixe
Stizostedion vitreum e da rota de desafio na transmissdo do Sarcoma Dérmico Walleye,
observaram alta incidéncia em peixes de todas as idades quando eles foram desafiados via
inje¢do intramuscular. Para os autores, esses sarcomas podem ser considerados invasivos
porque sdo capazes de se expandir para partes adjacentes do corpo, para além de sua localizacao
original.

Thatcher e Varella (1980) relacionaram a ocorréncia de um tumor maligno nas
branquias do peixe amazonico Chaetobranchus semifasciatus com a presenca de metacercarias
do Trematoda Ascocotyle sp. encistadas dentro dos filamentos branquiais. Sugeriram que a
invasao do parasito pode ter sido o gatilho que, associado a uma anomalia genética, levou ao
surgimento do carcinoma nesse peixe.

Analises realizadas por Flores-Lopes et al. (2001), depois da coleta de 4928 peixes
cascudos Rineloricaria strigilata no Lago Guaiba, Rio Grande do Sul, Brasil, ddo conta da
observacgao de neoplasias em placas 6sseas em 428 individuos, uma frequéncia maior do que a

esperada.
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1.2 NEOPLASIAS EM SERES HUMANOS

Informagdes contidas no site do Instituto Nacional do Cancer (INCA) demonstram que
cancer ¢ um termo que designa o conjunto de mais de 100 doencas associadas ao crescimento
celular desordenado, que pode atingir tecidos e 6rgaos.

Para cada ano do biénio 2018/2019 foi prevista a incidéncia de aproximadamente 600
mil casos novos de cancer no Brasil, inclusive os de pele ndo melanoma, reforcando a
magnitude do problema no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (165.580 casos novos)
apresenta a maior incidéncia na populagdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata
(68.220), mama feminina (59.700), célon e reto (36.360), pulmao (31.270), estdbmago (21.290)
e colo do tutero (16.370). Discriminando por sexo, o cancer de prostata ¢ o mais incidente entre
os homens e o cancer de mama nas mulheres (INCA, 2019).

Em relacdo ao niimero de o6bitos em decorréncia do acometimento por cancer na
populacdo brasileira, referente ao ano de 2017, foram registrados 115.057 para homens ¢
103.583 para mulheres, totalizando 218.640 mortes (INCA, 2019)

Existem vérios farmacos ja consagrados na terapia do cancer. Porém, quando aplicadas
isoladamente ou em conjunto, as estratégias terapéuticas demonstraram ser pouco eficazes em
promover a remissao completa do cancer (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Além disso, os
tratamentos atuais t€ém como principal obstaculo a indugdo de resisténcia celular aos farmacos
(MDR = multidrug resistence ou resisténcia multifirmaco), que se caracteriza pela capacidade
de células neopléasicas desenvolverem resisténcia simultdnea a diferentes agentes
quimioterdpicos, os quais podem ser estruturalmente e funcionalmente relacionados
(ALBERTS, BRAY ¢ WATSON, 2008).

Adicionalmente, a quimioterapia classica via de regra promove a inibi¢do nao-seletiva
da proliferagdo celular e, por isso, células ndo-tumorais também sdo alvos moleculares da
atuacdo de quimioterdpicos. Os farmacos comumente empregados nesse processo exibem
estreitas janelas terapéuticas, ou seja, as doses utilizadas para produzir efeito antitumoral
geralmente causam severa toxicidade (REIS, 2006). Os eventos adversos provocados pela
toxicidade de tais farmacos podem ser classificados em ndo hematologicos (toxicidades
gastrointestinais, pulmonares, cardiacas, hepaticas, neuroldgicas, renais, vesicais,
dermatologicas, disfuncdes reprodutivas, alteracdes metabolicas, reacdes alérgicas e a fadiga) e
hematologicos (leucopenia, anemia, trombocitopenia e neutropenia febril) (BONASSA e

SANTANA, 2005).
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Nas recentes décadas, o interesse publico nas terapias utilizando produtos naturais tem
crescido drasticamente nos paises industrializados e em desenvolvimento (DE SOUZA
GRINEVICIUS et al, 2016). Dados de 2014 da Organizagao Mundial da Satde (OMS) estimam
que 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento ainda dependem de medicamentos
tradicionais. Nesse contexto, as plantas utilizadas na medicina popular tradicional (SILVA
JUNIOR, 1997) apresentam uma vasta fonte de componentes farmacologicamente ativos,
podendo ser utilizadas como uma terapéutica alternativa e adjuvante a quimioterapia (INGALE
e HIVRALE, 2010).

A busca por agentes antitumorais a partir de fontes vegetais comecou em 1950 com a
descoberta dos alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina). A partir de entdo, o “United State
National Cancer Institute” (NCI) deu inicio a um amplo programa de coleta de plantas em 1960.
Isso levou a descoberta de muitos quimioterapicos com atividade citotoxica, incluindo taxanos
e camptocinas (CRAGG e NEWMAN, 2005).

De Melo et al. (2011), em um estudo de revisdo bibliografica, observaram 84 espécies
de plantas medicinais utilizadas como agentes antitumorais no tratamento ou prevencdo de
cancer ¢ tumores no Brasil. As espécies foram pertencentes a 42 familias (as mais
representativas foram Euphorbiaceae, Fabaceae, Apocynaceae, Asteraceac e Vitaceae) e 62
generos.

Dentre as alternativas ao uso de produtos quimioterapicos, comumente empregados no
combate a doengas associadas a diferentes fatores causais, os 6leos essenciais (OE) apresentam
um grande potencial, pois sdo naturais, com auséncia ou toxicidade minima e livres de residuos
(dependendo da origem do plantio - convencional ou orgénico - e da forma de extragcdo do 6leo

essencial (GONG et al., 2014; AWAD e AWAAD, 2017).

1.3 OLEOS ESSENCIAIS E CROSSTALK ENTRE O PROCESSO INFLAMATORIO E A
OCORRENCIA DE TUMORES

De acordo com Yoshimura (2006), estima-se que mais de 20% de todas as
malignidades sdo iniciadas ou acentuadas pelo processo inflamatorio. A inflamacdo estd
comumente associada a diversos fatores que acontecem em um organismo, como resposta a,
por exemplo, injuria tecidual, morte celular, cancer, isquemia e degeneracao (ARTIS e SPITS,
2015; LUCAS, ROTHWELL e GIBSON, 2006; ROCK, LAI e KONO, 2005; FERNANDES
et al.,, 2015; HEPPNER et al., 2015; LOANE ¢ KUMAR, 2016; WAISMAN, LIBLAU e
BECHER, 2015).
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Existem numerosos mediadores sintetizados e secretados durante as respostas
inflamatoérias e eles podem ser classificados em duas categorias principais: mediadores pro-
inflamatoérios e anti-inflamatorios (AZAB, NASSAR e AZAB, 2016). A base desse processo
tem sido melhor esclarecida mais recentemente pela descoberta do mecanismo molecular das
vias de sinalizagdo intracelular de citocinas inflamatorias como, dentre outras, fator de necrose
tumoral, interferon e interleucina (YOSHIMURA, 2006).

Nesse contexto, alguns pesquisadores afirmam que o sistema imunologico pode ser
entendido como uma “faca de dois gumes”. A exemplo da ocorréncia de tumores, ele pode
servir tanto como supressor (vigilancia imune) quanto como atuar como iniciador e/ou promotor
da neoplasia; observagdes clinicas confirmam a ideia de forte associacdo entre inflamagao
cronica e a ocorréncia de cancer (BALKWILL, CHARLES ¢ MANTOVANI, 2005;
COUSSENS e WERB, 2002).

De acordo com Ronis et al. (2008), a inflamagao ¢ uma reagdo imunologica inicial do
hospedeiro. Ela ¢ resultado da migracao celular, em especial de neutrofilos e macrofagos
(GORDON, BURD e GALLI, 1990) para o sitio atingido.

Os leucocitos fazem parte do sistema imunoldgico e sua elevacdo pode contribuir para
a resolucdo de respostas inflamatdrias (VALLEJOS-VIDAL et al., 2016); macréfagos, células
derivadas de um tipo de leucocito circulante (mondcitos), desempenham importante papel na
defesa do hospedeiro contra substancias nocivas (PIERCE, 1990), em casos agudos e em
reacdes inflamatorias cronicas (VERMA et al. 2010); a elevacdo do nimero de trombocitos,
fragmentos citoplasmaticos anucleados, também pode contribuir para a imunidade dos peixes,
na medida em que essas cé€lulas multifuncionais participam do processo de coagulagdo e
auxiliam nos mecanismos de defesa (DE PAIVA et al., 2013).

Segundo Mitoshi et al. (2014), a presenga de agentes anti-inflamatdrios pode explicar a
eficacia de certos OE extraidos de plantas, tais como o citral e o geranial. Os OE tém sido
amplamente utilizados em funcdo de suas propriedades antitumorais, anti-inflamatorias,
antioxidantes e antibacterianas (WOOLLARD, TATHAM e BARKER, 2007). Um exemplo ¢
o OE de timol, ao qual tem sido atribuido efeito anti-inflamatério (HUANG e LEE, 2018).

A suplementagio com OE de Zingiber officinale (1.0 a 2.0 mL kg'! de racdo) acarretou
aumento na quantidade de leucocitos e trombdcitos em juvenis de Colossoma macropomum,
mas a concentragio do 6leo deve ser limitada a 0.5 mL kg!, para melhorar a satide dos peixes
sem causar danos ao figado ou reducdo dos vilos intestinais (CHUNG et al., 2021a); Brum et
al. (2017) afirmaram que a suplementac¢do dietaria com Ocimum gratissimum a concentragao

de 0,5% na dieta possibilitou a produgdo de maior quantidade de neutrofilos em Oreochromis
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niloticus; Retrato semelhante foi relatado por Adel et al. (2015), que observaram aumento
significativo de neutrofilos em Rutilus frisii alimentadas com rag¢do contendo OE de Mentha
piperita, levando a estimulacdo da resposta imunoldgica inata nos peixes; o OE de mentol
protegeu os tecidos de O. niloticus contra a inflamagdo, bem como ativou a imunidade, a
capacidade antioxidativa e a resposta anti-inflamatoéria (pela regulagdo de genes antioxidativos
precursores de CAT e GPx) em animais expostos ao clorpirifés (DAWOOD et al., 2020); para
Meng et al. (2022), o OE de A4. vulgaris pode reduzir o dano oxidativo, a inflamagao ¢ o dano
histoldgico; o efeito anti-inflamatorio, reportado por Farag et al. (2021), do OE de Petroselinum
crispum (2 mL kg de ragdo) para O. niloticus provavelmente é decorrente da existéncia de
polifenois, flavonoides e carotenoides (ABU-SERIE et al., 2019); os compostos terpénicos
majoritarios de OE de Rosmarinus officinalis L. tornaram-se mais disponiveis no local alvo,
inibindo o processo inflamatorio em D. rerio (BORGES et al., 2018); OE de T. vulgaris a
concentragdo de 1% na dieta para O. mykiss apresentou atividades antioxidantes e
imunoestimulantes, impedindo o estresse oxidativo pela modulagdo de citocinas inflamatorias
(GHAFARIFARSANI, KACHUEI e IMANI, 2021; e o OE de 4. vulgaris aliviou a enterite em
D. rerio, melhorou os danos histologicos intestinais, diminuiu o estresse oxidativo no intestino
e reparou a capacidade imunolodgica intestinal, sendo atribuido ao fitoterapico o efeito
terapéutico e anti-inflamatério (MENG et al., 2022).

Alguns pesquisadores defendem fortemente que o sistema imunoldgico tem tanto efeitos
positivos quanto negativos na tumorigénese € que o microambiente inflamatério ¢ um
componente essencial para os tumores (NAGARSHETH, WICHA e ZOU, 2017; WOO,
CORRALES e GAJEWSKI, 2015; TANIGUCHI e KARIN, 2018; DISIS, 2010). Assim, o
processo inflamatorio pode ser um mecanismo tanto de prevencao quanto de indu¢do a iniciacao
do tumor. Em condi¢des normais, as células do sistema imunologico participam da eliminagao
de células cancerosas, mas situagdes de inflamagao crdnica, inclusive as induzidas por infec¢ao
bacteriana, podem levar ao crescimento tumoral (WANG et al., 2019).

Com base nessas informagdes, diversos autores relataram os efeitos dos OE sobre o
processo inflamatorio e, em ultima instancia, sobre células tumorais. Adorjan & Buchbauer
(2010) destacam que os OE tém menor custo que os medicamentos sintéticos, comumente
empregados no combate ao cancer, € que a atuagao do B-cariofileno, sesquiterpeno encontrado
em varias espécies de plantas, tem propriedades anti-inflamatérias, antibidticas,
anticarcinogénicas e anestésica local; Legault & Pichette (2007) afirmam que B-cariofileno age
como potenciador de penetragdo, promotor ou acelerador para entrega de drogas sintéticas ao

organismo, na medida em que as auxilia a ultrapassar a membrana celular; Al-Snai (2019)
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observou redu¢do do volume tumoral e da peroxidacao lipidica, bem como aumento dos niveis
de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH) e do tempo de vida de
camundongos albinos Swiss alimentados com dieta contendo extrato metanodlico de L.
nodiglora (200 e 400 mg kg! bw) por nove dias apds a inoculacdo de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich (CAE). Nesse sentido, a atividade antitumoral poderia ser atribuida a elevacdo da
atividade antioxidante nos camundongos com CAE (ASHOKKUMAR et al., 2009); o timol e
outros constituintes dos OE também tém apresentado efeitos citotoxicos (JAAFARI et al., 2012;
DEB et al., 2011) para células cancerigenas; Lippia alba ¢ L. sidoides sao plantas com potencial
fonte de biomoléculas antitumorais (RAMOS et al., 2003; MONTEIRO et al., 2007); os
principais componentes do dleo essencial de L. sidoides (LSEO) encontrados por Gomide et al.
(2013) foram o timol (63.20%) e o o-cymene (10.89%), e L. sidoides e L. salviifolia tiveram
efeito citotdxico, em funcdo de seus constituintes majoritarios, sobre células tumorais de coélon
CT26.WT, ausente em linhagens celulares normais; o timol, composto fendlico conhecido por
sua atividade antiproliferativa (DEB et al., 2011), apresentou atividade antioxidante e potencial

redutora de carcinogénese (OZKAN e ERDOGAN, 2011).

1.4 OLEOS ESSENCIAIS E ESTRESSE OXIDATIVO

Os OE sdo misturas complexas de compostos volateis, como metabodlitos secundarios,
isolados apenas por meios fisicos (extracao supercritica) de uma planta inteira, ou de parte dela,
de origem taxondmica conhecida. Possuem propriedades antissépticas (bactericida, virucida e
fungicida), diferentes fragrancias e caracteristicas medicinais, sendo utilizados como
analgésico, sedativo, anti-inflamatério, espasmolitico e anestésico local, bem como na
preservacao de alimentos, como antimicrobiano (BAKKALI et al., 2008).

Os OE sdo uma soma de compostos volateis e, portanto, seus efeitos podem estar
associados aos diferentes componentes e suas possiveis interacoes. No entanto, dois ou trés
componentes podem responder por até 85% da mistura total e, assim, contribuir com as
propriedades primdrias da mistura. Por exemplo, o timol (fenol) constitui cerca de 80% do
LSEO, o qual apresenta atividade antibacteriana, antiparasitaria e antioxidante (BAKKALI et
al., 2008). Contudo, a composicao e concentragao do OE nas plantas podem variar dependendo
da espécie, do clima, do manejo, da idade, da fase de desenvolvimento e da parte da planta
utilizada para a extragdo (KERROLA, GALAMBOSI e KALLIO, 1994).

Segundo Hassan et al. (2014), quando utilizados como tratamento, os OE apresentam

caracteristicas sinérgicas, uma vez que os compostos ativos presentes em uma planta interagem
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simultaneamente, complementando ou neutralizando os possiveis efeitos negativos. Eles
também podem ser usados como preventivos, inibindo o surgimento da doenga. Espécies do
género Lippia sp. sao ricas em OE aromaticos e t€ém sido exploradas em varias areas, como
medicina veterinaria, microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido ao seu
potencial bioativo e facilidade de uso em larga escala (SOARES e TAVARES-DIAS, 2013, DE
OLIVEIRA DE OLIVEIRA HASHIMOTO et al. 2016).

Para manter o equilibrio fisiologico, os peixes eliminam espécies reativas de oxigénio
(ROS), compostos pro-oxidantes capazes de danificar DNA, lipidios, proteinas e carboidratos
(EVANS e HALLIWELL, 1999; MOREL e BAROUKI, 1999). Nesse processo, algumas
enzimas, entre as quais, a SOD, a CAT, a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa-S-
transferase (GST), sdo fundamentais para neutralizar o estresse oxidativo, bem como para
prevenir e/ou reparar os danos por ele causados (SOUZA et al., 2019).

O estresse oxidativo ¢ desencadeado quando hé maior concentracdo de pro-oxidantes
em relagdo a antioxidantes, levando a uma menor resposta do sistema imunologico (BILLER e
TAKAHASHI, 2018). Ele ocorre, portanto, quando, por algum elemento deletério, o organismo
comeca a produzir ROS (ABDEL-LATIF et al., 2020; WAHEED et al., 2020). A producdo
excessiva de ROS leva ao desequilibrio dos mecanismos de defesa e contribui para o
desenvolvimento de processo inflamatorio intestinal (CAO et al., 2020). Em geral, a
superproducao de ROS ¢ maléfica ao quadro geral de saude do animal, mas, em casos bem
especificos, ela tem sido induzida para destruir, por exemplo, células tumorais, em decorréncia
do aumento da permeabilizacdo das membranas celulares (GUO et al., 2019).

Pesquisadores tém relatado os efeitos dos OE, de diversas espécies vegetais, sobre a
saude de peixes. O OE de mentol, por exemplo, ativou a resposta imune e pode ter eliminado o
excesso de ROS, o que acontece por meio da secrecdo de respostas antioxidantes enzimaticas e
ndo enzimaticas (GOES et al., 2019). Meng et al. (2022) observaram que o uso do OE de 4.
vulgaris, tempo e dose dependentes, aumentou as atividades da CAT e SOD, bem como reduziu
o contetido de ROS em Danio rerio. Esses resultados poderiam estar associados a prote¢ao das
biomoléculas, promovida pelo fitoterapico contra os danos oxidativos, pela remogao de radicais
livres e/ou pelo estabelecimento de uma forte interagdio com a membrana bicamada,
protegendo-a da peroxidagdo lipidica (AOUADI et al., 2014); Zheng et al. (2009) também
relataram aumento nas atividades da CAT e SOD de Ictalurus punctatus alimentados com OE
de Origanum vulgare (0,5 mL kg™ de racdo); O. niloticus alimentadas com OE de Cymbopogon
citratus (0,2 g kg'! de ragdo) e de Pelargonium graveolens (0.4 g kg'! de ragdo) apresentaram

aumento na atividade da CAT e da glutationa redutase (GR) em relacao aquelas alimentadas
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com a dieta basal (Al-Sagheer et al., 2018); em C. carpio (L.) alimentadas com dietas contendo
OE de P. graveolens (0 e 400 mg kg!), Rahman et al. (2020) verificaram elevacdo da
concentracdo de enzimas antioxidantes, ou seja, da capacidade antioxidante em prevenir o
estresse oxidativo e eliminar ROS; em Rhamdia quelen alimentados com dietas suplementadas
com OE de L. alba (0,5 a2 mL kg!), em comparagio com os animais alimentados com a dieta
controle, observou-se o estimulo a SOD, CAT e GPx (SACCOL et al., 2013); Magouz et al.
(2021) observaram que a adi¢ao de OE de mentol na deita para O. niloticus, por oito semanas,
levou ao aumento da atividade da protease a taxa de 0,30% bem como a elevacdo dos valores
para lisozima, atividade fagocitica, indice fagocitico, SOD, CAT e GPx; O. mykiss alimentadas
OE de Salvia officinalis, Mentha spicata e Thymus vulgaris (0.5 a 1.0 g kg'! de ragdo)
apresentaram melhora na atividade da SOD e da GPx, porém houve redugdo das atividades da
CAT, GR e GST (SONMEZ et al., 2015).

Ao contrario da maior parte dos relatos para peixes alimentados com dieta suplementada
com OE, Khafaga et al. (2020) observaram reducao das atividades da CAT e da SOD em C.
carpio alimentadas por 30 dias com dieta contendo O. vulgare; e Zeppenfeld et al. (2017)
afirmaram que o uso do OE de Aloysia triphylla (2 mL kg') provocou reducdo das
concentragdes da SOD e CAT de R. quelen, quando da comparagdo com os animais do grupo
controle.

O potencial antioxidante dos OE esta fortemente associado aos seus constituintes
majoritarios. Segundo Chun et al. (2005), a capacidade antioxidante de O. vulgare esta
relacionada a presenga de polifendis fitogénicos como o carvacrol e o timol. Esses dois
fitoconstituintes tém a habilidade especifica de sequestrar radicais livres, como ROS
(EMBUSCADO, 2015), de quelar ions metais de transi¢do e de desintegrar peroxidos
(YANISHLIEVA et al., 1999). No caso do OE de mentol, sua capacidade antioxidante esteve
relacionada ao seu alto contetido de polifendis e flavonoides, antioxidantes naturais capazes de
reduzir ROS excessivos (SUTILI et al., 2018).

Segundo Ezzat Abd El-Hack et al., (2016), ao publicarem uma revisao bibliografica
sobre os efeitos do OE de timol na satde animal, afirmaram que o timol tem atuagdo
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, antiviral e anti-inflamatoria. Para os autores, o
potencial antioxidante dessa molécula esta associado a protecao contra danos celulares, ao
reduzir/prevenir a perda do potencial de membrana mitocondrial e inibir a superprodugdo de

ROS.



19

1.5 OLEOS ESSENCIAIS E HISTOLOGIA DE PEIXES

De acordo com Brasil et al. (2019), a via preferivel para administrar produtos
terapéuticos para peixes ¢ a dietaria, gerando beneficios a satide em espécies de todos as faixas
de tamanho e estagios de vida. A suplementacdo com OE tem propriedades aromaticas, que
podem estimular o apetite dos animais, com consequentes efeitos positivos (CHUNG et al.,
2021).

A histologia ¢ uma ferramenta Util para a analise dos tecidos, que podem expressar
possiveis efeitos toxicos de substancias as quais os animais estao expostos, tais como os aditivos
alimentares (SCHWAIGER et al., 1997). De acordo com Yigit et al. (2017), alteragdes
histologicas podem fornecer informagdes importantes sobre os efeitos de dietas ndo saudaveis
em varios tecidos e 6rgdos dos peixes. Mbokane e Moyo (2020) afirmam que a histologia figura
como um dos indicadores mais confiaveis de satide dos peixes e que as alteracdes teciduais
podem indicar se a concentragdo do OE adicionada a dieta ¢ toxica ao animal. Nesse mesmo
sentido, Brum et al. (2018a) alertam que, em dietas suplementadas com OE, podem ocorrer
alteragoes teciduais em decorréncia de possivel toxicidade de determinados constituintes do
fitoterapico, bem como em fungdo de doses excessivas ou condigdes alérgicas.

Os terpenoides, por exemplo, presentes nos OE, atuam sobre as membranas celulares
das bactérias, alteram sua a permeabilidade e fluidez, bem como afetam proteinas de membrana
e enzimas periplasmaticas (DA CUNHA et al, 2018). A natureza lipossolivel desses
constituintes permite a insercao de seus compostos pela interacdo com as cadeias de lipidio da
membrana, podendo promover alteragdo de sua estrutura, balanco eletrolitico, mudanga nas
propriedades e fungdes, entre as quais a fluidez de membrana (SIKKEMA, DE BONT e
POOLMAN, 1995). Por esse principio, os constituintes dos OE podem influenciar a
comunidade microbiana, reduzindo a quantidade de bactérias maléficas ao organismo (JESUS
etal., 2021).

O intestino esta envolvido nas funcdes de digestdao e absor¢do de nutrientes, bem como
na capacidade de regulacdo osmética dos peixes (DAWOOD et al., 2021). Suas caracteristicas
morfologicas refletem o status de saude do animal e estdo intrinsecamente associadas a
habilidade de assimilagdo de nutrientes e as fun¢des imunoldgicas (NICHOLSON et al., 2012).
O aumento da superficie dos vilos intestinais, por exemplo, pode indicar melhora da saude
intestinal e maior capacidade de absorver nutrientes (MOHAMED et al., 2014); o incremento
do ntimero de células caliciformes sugere possivel elevagdo da produg¢do de muco, substancia

comumente associada ao sistema imunoldgico (por conter lisozima, imunoglobulinas, proteinas
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do sistema complemento e lectinas) e que serve como barreira contra agentes patoldgicos
(SUBRAMANIAN et al., 2007).

Juntamente com as branquias, o figado ¢ um dos 6rgaos mais comumente examinados
por meio da histologia porque sua atividade metabodlica € responsavel por biotransformar e
eliminar substancias perigosas ao organismo (GEWAILY et al., 2021; WOLF et al., 2015). O
tecido hepatico € responsavel pela desintoxicacao de substancias toéxicas em todo o corpo do
peixe (SUN et al., 2020; WOLF ¢ WHEELER, 2018). Sob condi¢des desfavoraveis, os
hepatdcitos sdo expostos ao estresse oxidativo induzido por radicais livres, podendo levar a
insuficiéncia hepatica e a outras consequéncias (MA et al., 2021); a picnose nos hepatdcitos,
por exemplo, diz respeito a uma condi¢do degenerativa que precede a morte celular (DOS
SANTOS et al., 2008).

Local primario de hematopoiese extramedular, com elementos hematopoiéticos e
linfoides, o bago ¢ um 6rgdo envolvido na remogao de eritrocitos degenerados e envelhecidos,
bem como na eliminagdo de materiais particulados e bactérias circulantes. De acordo com Suttie
(2006), o baco ¢ sitio de toxicidade direta e indireta, alvo de carcindgenos e suas lesdes podem
ocorrer na polpa vermelha, na polpa branca ou envolver esses dois compartimentos.

Os rins sdo responsaveis por diversas fungdes vitais, como respira¢do, excrecao,
acumulagdo e biotransformagdo de xenobiodticos nos peixes. Nos teledsteos, o rim recebe a
maior parte do sangue pos-branquial, tendo um papel importante na excre¢do e homeostase
(NAEEMI et al., 2013; SHAHID et al., 2020).

Nos ultimos anos, pesquisadores tém relatado o efeito de OE, suplementados na dieta,
sobre a saude de peixes. Brum et al. (2018a) afirmaram que o uso do OE de O. gratissimum L.
e Z. officinale Rosc., em doses moderadas, apresentou efeito protetivo nos tecidos hepatico,
cardiaco e branquial, bem como melhorou a satde intestinal de O. niloticus. No estudo dos rins,
um dos Orgdos mais importantes para a resposta imunologica, de Clarias gariepinus
alimentados com dietas contendo 9 a 12 % de Moringa oleifera e Artemisia afra, a saide dos
animais foi mantida mesmo apo6s o desafio com Aeromonas hydrophila (MBOKANE e MOYO,
2020). Segundo Dawood, Gewaily e Sewilam (2022), a adicdo de OE de mentol, substancia
derivada de plantas da familia das hortelas, aliviou o efeito patologico da salinidade nos vilos
intestinais, melhorou a aparéncia estrutural do intestino, preveniu as alteragcdes degenerativas

no figado e melhorou a estrutura hepatica de O. niloticus.
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1.6 OLEOS ESSENCIAIS E MICROBIOLOGIA

Entre os beneficios da utilizagao de produtos derivados de plantas, estdo a melhoria da
microbiota gastrointestinal, o desempenho de crescimento, a utilizagdo alimentar e a melhoria
do sistema imunolégico dos hospedeiros (DAWOOD, 2020; GABRIEL, 2019; REVERTER et
al., 2014).

Os OE tém a capacidade de melhorar a palatabilidade e a atratibilidade alimentares
(ABDEL-LATIF et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Eles possuem habilidade de suprimir a
atividade de microrganismos patogénicos no trato gastrointestinal devido sua influéncia na
atividade das enzimas digestivas (CAO et al., 2020a; DHAMA et al., 2018), ocasionando o
aumento da utilizagdo alimentar no intestino e a melhora no consumo do alimento. Giannenas
et al. (2012) afirmaram que os promotores de crescimento presentes nos OE presumidamente
agem sobre a fauna microbiologica do intestino e levam a um melhor desempenho dos peixes.

De acordo com Sutili et al. (2018), em fun¢do da diversidade quimica e das possiveis
interagdes entre suas moléculas, os OE sdo capazes de regular a composi¢ao da MI, por agir
sobre a bactéria, podem modular o sistema imunoldgico e as respostas fisioldgicas. Os autores
sugerem também que os produtos derivados de plantas tém a capacidade de provocar mudangas
positivas na morfologia intestinal, de promover atividades anti-inflamatérias e antioxidantes e
de influenciar a quantidade e o tipo de secrecdes produzidas pela mucosa do intestino, levando
a melhoria da digestdo e absor¢ao de nutrientes.

Em geral, os fitoterapicos podem melhorar a camada de muco que recobre o epitélio
intestinal, sendo capaz de prevenir o avango de bactérias e outros agentes maléficos ao
organismo (KRAUSOVA et al., 2021). De acordo com Meng et al. (2022), uma barreira mucosa
intestinal integra ¢ essencial para proteger o organismo de substancias perigosas € para prover
a absor¢do de nutrientes. Suplementos vegetais podem aumentar a atividade de enzimas
digestivas pela elevacao da secrecao de bile, que desempenha papel fundamental na digestao e
absor¢ao de nutrientes (PLATEL et al., 2002).

Copatti et al. (2022) afirmaram que a suplementacdo de LSEO na dieta de C.
macropomum estimulou a funcdo digestiva dos peixes, aumentando a atividade da lipase e da
amilase, recomendando a concentragio de 0,5 a 1 mL kg! de dieta.

Os OE tém sido considerados mais potentes que seus constituintes separadamente,
devido ao seu efeito mais seletivo e sinérgico (OZKAN e ERDOGAN, 2011).

Gomide et al. (2013) acenam para o importante potencial dos monoterpenos encontrados

nas espécies do género Lippia, amplamente distribuidas no Brasil, um dos maiores centros de
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diversidade desse género, compreendendo 70-75% das espécies conhecidas (VICCINI et al.,

2006).

1.7 Danio rerio COMO MODELO BIOLOGICO

Grande parte da pesquisa com fadrmacos e aditivos alimentares depende de modelos
animais para aprofundar o conhecimento de seus efeitos sistémicos em vertebrados.
Possibilitam, assim, a realizagdo de ensaios pré-clinicos, pré-requisitos para o desenvolvimento
de novos farmacos e de estratégias de tratamentos inovadores contra o cancer e outras
enfermidades.

O Danio rerio, popularmente conhecido como paulistinha, ¢ um pequeno teledsteo
tropical de 4gua doce, mede cerca de 5 cm, pode ser facilmente mantido em biotérios, pois
necessita de pouco espaco, possui alta fecundidade (200 ovos por casal) e apresenta baixo custo
para ser cultivado (MARTINS et al., 2017). Nos ultimos anos, esta espécie vem atraindo a
atencao da comunidade cientifica, uma vez que estudos realizados para caracterizacao do seu
genoma indicaram que 70% de seus 26 mil genes sdo semelhantes aos genes humanos (HOWE
et al., 2013). Além disso, varios 6rgaos do D. rerio compartilham das mesmas caracteristicas
fisiologicas dos oOrgaos humanos, podendo assim ser usados para futuras aplicacdes em
humanos.

O D. rerio ¢ um modelo ideal para o estudo da triagem de toxicidade porque um
embrido desse peixe apresenta complexidade de interagdes fisiologicas e bioquimicas similares
as interagdes encontradas no corpo humano. Com um alto grau de homologia ao genoma
humano e aos sistemas organicos, os embrides desse peixe podem ser usados para monitorar as
anormalidades fenotipicas e genotipicas quando da exposicdo a diferentes compostos. Esse
teledsteo possui grande sensibilidade quando exposto a produtos quimicos por ser capaz de os
absorver de forma bastante rapida, quando adicionados na 4gua ou no alimento, € acumula-los
em diferentes 6rgaos. Dessa forma, uma série de estudos toxicologicos e farmacologicos foram
realizados utilizando o D. rerio como modelo experimental MCGRATH, 2012; CABALLERO
e CANDIRACCI, 2018).

Além disso, o potencial do D. rerio para estudos comportamentais tem sido aplicado
utilizando diferentes paradigmas estimulo-resposta associados a comportamentos complexos
como o dos humanos. Como objetos destes estudos, temos aqueles sobre memoria, ansiedade,
estresse, alteracdo social, atividade natatoria, entre outras variaveis que tornam esta ferramenta

aplicada a estudos comportamentais uma peca chave para a avaliacdo indireta do efeito dos
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mais diversos compostos no organismo humano (KALUEFF et al., 2013; GOODWIN et al.,
2016; BOSSE ¢ PETERSON, 2017).

O D. rerio tem sido considerado um modelo ideal para o estudo da triagem de
toxicidade e atividade antitumoral porque um embrido desse peixe possui a complexidade das
interagdes apresentadas pelo corpo humano. Com um alto grau de homologia ao genoma
humano e aos sistemas bioldgicos, os embrides dessa espécie podem ser usados para monitorar

as anormalidades fenotipicas e genotipicas quando da exposi¢ao a diferentes compostos

(BARBAZUK et al., 2000; MACRAE e PETERSON, 2015).

1.8 A ESPECIE ALECRIM-PIMENTA Lippia sidoides

A Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) ¢ uma planta perene nativa da Caatinga
conhecida no Brasil como alecrim-pimenta. E um tipo de arbusto que apresenta propriedades
antissépticas e antimicrobianas associadas a presenca de timol e carvacrol no OE obtido das
folhas (CARVALHO et al., 2003; BOTELHO et al., 2007a). E amplamente utilizada na
medicina popular brasileira como agente anti-infeccioso, principalmente no tratamento de
infecgcdes da boca, garganta, gastroentéricas, pele e couro cabeludo (MATOS e OLIVEIRA,
1998; COSTA et al., 2001; PASCUAL et al., 2001).

Segundo Bakkali et al. (2008), os compostos majoritarios determinam a atividade do
OE. As atividades biologicas desse arbusto sdo atribuidas a presenca de um OE com alta
concentragdo de timol e carvacrol (BOTELHO et al., 2007b). No entanto, varias compostos
fenolicos identificados e isolados da L. sidoides, tais como o acido 3-O-acetiloleandlico, metil
3,4-dihidroxibenzoato, lapachenol, tecomaquinona, tectoquinona, tectol, tectol acetilado,
naringenina, quercetina, luteolina, glucoluteolina, taxifolina, isolariciresinol, lippsidoquinona e
B-sitosterol (COSTA etal., 2001), também podem atuar sinergicamente constituindo o chamado
fitocomplexo (MATOS e OLIVEIRA, 1998).

Marsik et al. (2005) mostraram que o timol, presente nas sementes de Nigella sativa,
apresentou atividade anti-inflamatéria, como demonstrado pela inibi¢do da COXI1. Estes
autores consideraram a necessidade de estudos adicionais para possivel uso desse composto
como anti-inflamatoério. O OE de L. gracilis, contendo timol como o principal componente
(32,68%), reduziu a inflamacdo na pata de ratos induzida por carragenina e teve efeito
antinociceptivo no modelo de contor¢ao induzida por acido acético (MENDES et al., 2010).

Atividades bioldgicas do OE e do extrato de L. sidoides contra varios fungos, bactérias

e outros organismos patogeénicos, tais como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,



24

Streptococcus mutans, Corynebacterium xerose, Candida albicans, Trichophytum rubrum e T.
interdigitale, foram demonstradas por varios autores (LEMOS et al., 1990, BOTELHO et al.,
2007a, SILVA et al., 2010, CAVALCANTI et al., 2010, DOS REIS et al., 2011). Cavalcanti et
al. (2010) relataram atividade acaricida do LSEO e de seus principais compostos, o timol e
carvacrol, contra o acaro rajado (Tetranychus urticae Koch). Dos Reis et al. (2011) mostraram
que extratos de L. sidoides podem inibir o crescimento de L. monocytogenes em peixes
homogeneizados: o efeito inibitério foi observado na presenca de apenas um tipo € na presenga
de dois tipos de bactérias. A atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata e a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti do hidrolisado de L. sidoides também foram relatadas em
Matos e Oliveira (1998).

Uma série de testes vém sendo realizados utilizando L. sidoides para tratamento de
feridas em cavalos (DE ALENCAR-ARARIPE et al., 2014), para tratamento de peritonite
aguda em ratos (BOTELHO et al., 2016), para tratamento de efisema em camundongos
(GAMES et al., 2016), na investigagdo do potencial anti-helmintico contra nematoides
gastrointestinais de ovinos (Camurca-Vasconcelos et al., 2008), e na atividade inseticida contra
Aedes aegypti (DE LIMA et al., 2013).

Das espécies vegetais que compdem a rica flora brasileira, a L. sidoides destaca-se por
ser uma erva aromatica com comprovadas propriedades importantes na medicina popular.
Porém, ainda existem poucos estudos sobre a acdo e as consequéncias do uso de seu OE
(MATOS e OLIVEIRA, 1998; DE ARAUJO BATISTA etal., 2013; GUIMARAES et al., 2014;
GUIMARAES et al., 2015; RAJGOPAL et al., 2015).

Nesse contexto, o LSEO pode ser de interesse na pesquisa de novas moléculas anti-
inflamatodrias e antitumorais que apresentem importante eficacia terapéutica associada a maior
seletividade para células tumorais o que reduziria os efeitos colaterais das terapias do cancer. A
sua utilizacdo para avaliar as propriedades anti-inflamatorias pode ser um importante passo

nesse objetivo maior.

1.9 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Considerando-se que: 1) a produgdo de organismos aquaticos tem um grande potencial:
a aquicultura continental (de 32 391 078 t em 2008 para 49 508 798 t em 2017) e marinha (de
20 523 725 t em 2008 para 30 624 790 t em 2017) mundiais forneceram valores expressivos,
em relagdo a producdo de peixes, moluscos, crustaceos e outros grupos (FAO, 2019); b) o

manejo empregado na aquicultura, as intensificacoes dos cultivos e as contaminagdes
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ambientais sdo exemplos que podem estar associados ao aumento da incidéncia de tumores e
outras doengas em peixes (ESTEBAN, MESEGUER e CUESTA, 2012); c) os custos
envolvidos no cultivo de peixes geralmente sao menores do que os reportados para outros
grupos animais (THORGAARD et al., 1999); d) a utilizagdo do D. rerio como modelo para
estudar canceres humanos pode ajudar a compreender alguns mecanismos contra tumores em
peixes (ESTEBAN, MESEGUER e CUESTA, 2012); e) os OE tém sido testados para diversas
aplicagcdes em aquicultura, por conta da gama de propriedades que possuem (BRUM et al.,
2017; BRUM et al., 2018b; DE OLIVEIRA HASHIMOTO et al., 2016; DE SOUZA SILVA et
al., 2019; ADDAM et al., 2019), reforga-se a importancia da realizagdo do presente estudo.

1.10 OBJETIVOS

1.10.1 Geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo dietaria com 6leo essencial de Lippia sidoides

utilizando o Danio rerio como modelo biologico.

1.10.2 Especificos

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre a contagem bacteriologica,
riqueza, diversidade e abundancia da microbiota intestinal;

e Determinar a concentracdo mais benéfica do dleo essencial de Lippia sidoides para
Danio rerio.

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides sobre a estrutura intestinal, figado,
rim e bago, por meio da histologia;

e Avaliar o efeito do oleo essencial de Lippia sidoides sobre enzimas de estresse
oxidativo (CAT, GR e GPx);

e Auvaliar o potencial anti-inflamatorio do 6leo essencial de Lippia sidoides in vivo, por
meio da analise do exsudato de Danio rerio previamente inoculados com Carcinoma

Ascitico de Ehrlich.
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Resumo

Esse estudo avaliou o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides (LSEO) sobre a microbiota
intestinal (MI) de Danio rerio. Um total de 448 peixes foram distribuidos em 28 aquarios
(n=16), perfazendo em quadruplicata sete tratamentos: Controle Negativo (CN): animais
alimentados com dieta comercial sem suplementa¢do; Alcool de Cereais (AC): animais
alimentados com dieta comercial contendo alcool de cereais; ¢ animais alimentados com ragao
comercial contendo LSEO em diferentes concentra¢des: EQo25%, EOo50%, EOo.75%, EO1.00%
EO1,25%. Ap6s um periodo de 15 dias, os animais foram anestesiados e eutanasiados para coleta
de material biologico e realizacdo das analises. Nao houve diferenca significativa em relagao a
contagem microbiologica de Pseudomonas sp., bactérias &cido-laticas totais, bactérias
heterotroficas totais e Vibrionaceae, entre os grupos analisados. Os indices de diversidade de
bactérias presentes na MI dos animais EQOqp2s, foram mais expressivos do que aqueles
observados na dos peixes CN, e o LSEO inibiu o crescimento de bactérias potencialmente
patogénicas. Nao houve diferengas estatisticas significativas para GR entre os grupos
analisados. A atividade da GPx foi menor no grupo EOo 5% do que em EOj 0% € EO125%. A
CAT foi menor em EQOqps5% do que em EOjgo%. Os animais do EOo 5%, em comparagdo com
aqueles suplementados nos demais grupos, em geral, apresentaram menores valores para perda
do aspecto cordonal, perda da integridade do pancreas e para niicleos com cariolise e cariorrexe
(figado); bem como reducdo da degeneracdo granular, da degeneracao tubular e da dilatagdo
dos capilares nos glomérulos (rim); e redug@o da necrose (bago). No intestino, particularmente,
os resultados do presente trabalho demonstraram, em relagdo aos vilos, aumento do nimero, do
comprimento, da largura, do numero de células caliciformes e da area em EQOoq25%, quando
comparado aos demais grupos (suplementados e ndo suplementados). Esse estudo expande
nosso entendimento sobre a influéncia do LSEO na MI, enzimas antioxidantes e pardmetros
histolégicos de D. rerio e serve como subsidio para futuras pesquisas na prospeccao de dietas
que promovam a saide dos peixes.

Palavras-chave: aquicultura; histomorfometria; suplementacdo dietaria; fitoterapico;
microbiota intestinal de peixes; sequenciamento de nova geracao.

Destaques

e Oleo essencial de Lippia sidoides foi avaliado como suplemento na dieta de Danio rerio
durante 15 dias;

e A suplementacdo dietaria na concentracdo de EQo 5% de oleo essencial de L. sidoides
durante 15 dias possibilitou o aumento dos valores relacionados a diversidade,
abundancia e riqueza de espécies da microbiota intestinal de D. rerio;

e O Oleo essencial de L. sidoides inibiu o crescimento de bactérias potencialmente

patogénicas, sendo benéfico para os peixes D. rerio.
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1. Introducio

Os alimentos constituem uma importante fonte para a composi¢do da microbiota
intestinal (MI) dos animais. A riqueza de nutrientes faz do intestino um dos 6rgdos mais
propicios a colonizagdo bacteriana (Egerton et al., 2018). O perfil da comunidade dessas
bactérias no trato intestinal de peixes € diverso, tem papel vital nas fungdes imunologicas,
nutricionais, fisioldgicas e patologicas (Wang et al.,, 2018) e pode sofrer alteracdes em
decorréncia do uso de 6leos essenciais (EO) de plantas (Carda-Dieguez, Mira & Fouz, 2014).

Os OE podem ser utilizados tanto como tratamento, quanto como preventivo, ao
fortalecer o sistema imunoldgico e inibir o surgimento de doengas (Hassan et al., 2014).
Espécies do género Lippia sp. sdo ricas em OE aromadticos e tém sido exploradas em vdrias
areas, como medicina veterindria, microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido
ao seu potencial bioativo e facilidade de uso em larga escala (Soares e Tavares-Dias, 2013; De
Oliveira Hashimoto et al. 2016). Dentro do género, destaca-se a Lippia sidoides, cujo OE
apresenta atividades antibacteriana, antiparasitaria e antioxidante, fortemente associadas ao seu
composto majoritario, o timol (Bakkali et al., 2008). Nesse contexto, uma série de testes vém
sendo realizados utilizando L. sidoides para tratamento de feridas em cavalos (de Alencar-
Araripe et al., 2014), de peritonite aguda em ratos (Botelho et al., 2016), de efisema em
camundongos (Games et al.,, 2016), na investigacdo do potencial anti-helmintico contra
nematoides gastrointestinais de ovinos (Camurca-Vasconcelos et al., 2008) e na atividade
inseticida contra Aedes aegypti (de Lima et al., 2013).

Das espécies vegetais que compdem a rica flora brasileira, a L. sidoides (alecrim-
pimenta) destaca-se por ser uma erva aromatica com comprovada atividade antimicrobiana,
utilizada na medicina popular como agente anti-inflamatério, imunomodulador, anti-infeccioso
e antisséptico (Costa et al, 2002; Hassan et al., 2014). O uso do EO dessa planta incorporado
na dieta para peixes ¢ uma pratica em expansao e pode resultar na prote¢dao contra diferentes
tipos de enfermidades (Tavares-Dias, 2018), possui capacidade de aumentar a sobrevivéncia e
pode elevar as taxas respiratorias de leucocitos apds desafio bacteriano (Monteiro et al., 2021).
Porém, ainda existem poucos estudos sobre a acdo e as consequéncias da sua utilizacdo (Matos
& Oliveira, 1998; De Aratjo Batista et al., 2013; Guimaraes et al., 2014; Guimaraes et al., 2015;
Rajgopal et al., 2015).

O Danio rerio ¢ um pequeno teledsteo tropical de agua doce, mede cerca de 5 cm,
pode ser facilmente mantido em biotérios, pois necessita de pouco espaco, possui alta

fecundidade (200 ovos por casal) e apresenta baixo custo para ser cultivado (Martins et al.,
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2017; Rivero-Wendt et al., 2020). Nos ultimos anos, esta espécie vem atraindo a aten¢do da
comunidade cientifica e tem sido utilizada como modelo bioldgico para uma série de estudos,
uma vez que pesquisas realizadas para caracterizacdo do seu genoma indicaram que 70% de
seus 26 mil genes sdo semelhantes aos dos humanos (Howe et al., 2013).). A espécie €
considerada um modelo bioldgico também porque agrega caracteristicas como boa tratabilidade
do material genético e similaridades anatomicas (Mushtaq et al., 2013).

Em termos de enfermidades no D. rerio, destacam-se a doenga do veludo, cujo agente
etiologico ¢ um protozoario dinoflagelado do género Piscinoodinium, a capilariose ou
capilariase, provocada por Nematoda do género Pseudocapillaria, a microsporidiose
ocasionada por Pseudoloma neurophilia e a tuberculose ou micobacteriose, uma das mais
comuns, causada por Mycobacterium spp. (Goven & Amend, 1982; Brand, Granato, &
Niisslein-Volhard, 2002; Novotny et al., 2004; & Kent et al., 2011).

Em geral, o intestino dos animais abriga uma diversa populagdo de bactérias
patogénicas, ndo patogé€nicas e comensais, as quais podem contribuir para o estado geral de
saude e surto de doenga no individuo (Nayak, 2010). Se houver distirbios entre a GM endogena
e os mecanismos de controle do hospedeiro, patdgenos presentes na populagdo transitoria
podem causar sérios danos aos organismos (Sekirov & Finlay 2009). De acordo com Goémez &
Balcazar (2008), embora o hospedeiro tenha desenvolvido mecanismos tolerogénicos,
permitindo um convivéncia pacifica e produtiva com sua microbiota endogena, permanece
altamente responsivo as bactérias enteropatogénicas.

De acordo com Evans e Cooke (2004) e Yousefi et al. (2022), ¢ relevante que se
estabelegam mecanismos para que o sistema antioxidante funcione de maneira mais adequada,
de modo a impedir e/ou reduzir a formagdo de radicais livres (espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS)) e, em ultima instancia, a ocorréncia de eventos deletérios a saude
dos animais. Nesse contexto, as enzimas do estresse oxidativo estdo relacionadas ao processo
de detoxificagdo de compostos formados nos seres vivos e possuem fundamental importancia
para manuten¢do da vida. A mensuragdo e andlise da atividade dessas enzimas, tais quais
superoxido dismutase (SOD), catalese (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase
(GPx), possibilitam criar condi¢gdes para melhor controlar o ambiente e funcionam como alerta
de contaminacao, por exemplo (Cogo et al., 2009).

De acordo com Hinton (1990), a histologia ¢ uma ferramenta comumente utilizada
para avaliar possiveis lesdes encontradas nos tecidos provocadas por mudangas bioquimicas e

fisioldgicas no organismo. Tais alteragdes podem ser consequéncia de agentes ambientais ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6831007/#cit0081
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patogénicos (Guerra-Santos et al., 2012; Santos et al., 2017) e respondem a exposi¢ao aguda ou
cronica a diferentes condigdes e/ou substancias (Hinton et al., 1992).

Portanto, em funcdo da relagdo existente entre a MI dos peixes e a nutri¢do, o
desenvolvimento epitelial, a regulacdo imunoldgica e os surtos de doengas (Salminen,
Gueimonde, & Isolauri, 2005; Nayak, 2010), o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
do uso do LSEO sobre a MI, sobre algumas enzimas de estresse oxidativo e sobre a histologia

de figado, baco, rim e intestino utilizando o D. rerio como modelo experimental.

2. Material e métodos

2.1 Extragdo do oleo essencial e analise de composi¢do quimica

O o6leo essencial utilizado neste estudo foi obtido a partir das folhas de L. sidoides
cultivadas na Se¢do de Plantas Medicinais da EMBRAPA Amazonia Ocidental, situada em
Manaus, AM (03° 0623.04” S e 60° 01'35.14" W), com altitude média de 50 m e precipitacao
anual média de 2200 mm. As plantas foram coletadas no periodo da manha e o material
processado no Laboratorio de Plantas Medicinais ¢ Fitoquimica da Embrapa Amazonia
Ocidental, Manaus, Brasil. A extracdao de 6leo foi realizada pelo método de hidrodestilagao,
utilizando um equipamento tipo Clevenger. Depois disso, os 0leos foram mantidos refrigerados
a-18 °C em vidros escuros.

Para anélise de composi¢do quimica foi utilizado um cromatdgrafo gasoso Agilent
(Palo Alto, USA) 7890A equipado com coluna capilar HP-5 (5% -difenil-95% -dimetil silicio
30 m x 0,32 mm x 0,25 um). A temperatura foi programada em 60 a 240 °C, a 3 °C min ', e
utilizou-se hidrogénio como gas de arraste (1,5 mL min ). Um total de 1,0 uL de solucdo de
6leo essencial a 1% em diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) com divisao
de fluxo (1: 100, injetor a 250 °C) foi injetado. O espectro de massa foi obtido em um sistema
Agilent 5973 N operado no modo de impacto eletronico (EIMS) a 70 eV, acoplado em um
cromatografo Agilent 6890 usando o mesmo procedimento de inje¢do e temperatura citados
acima. Os indices de retenc¢ao foram calculados a partir dos tempos de retengdo dos compostos
de uma série de n-alcanos (C7-C26). A identificacdo e quantificagdo dos compostos
majoritarios foram realizadas por comparagdo do espectro de massa obtido com os dados da
biblioteca espectral (Wiley 6th Ed.) e pelos indices de retencao calculados e comparados com

os valores publicados (Adams, 2007).
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O depdsito da espécie foi realizado no Herbario EAFM (Herbario do Instituto Federal
de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas - CMZL) sob o nimero 13.882: nome

cientifico: Lippia sidoides; nome comum: alecrim-pimenta; familia: Verbenaceae.

2.2 Preparo da dieta experimental

O preparo das dietas experimentais utilizou como base a ragdo comercial extrusada
Nutripiscis Starter 45 da Neovia Nutricao e Saude Animal Ltda. 0,8 mm e a inclusao do LSEO
foi realizada de acordo com Dairiki et al. (2013). Nesse sentido, utilizou-se alcool de cereais
como veiculo de incorporagado para dilui¢do do dleo. Para cada 100 g de racao foi aspergido 10
mL de alcool de cereais com o LSEO diluido em diferentes concentragdes; no tratamento alcool
de cereais (AC), houve aspersdo somente do 4lcool de cereais sobre a racdo na mesma
proporcao. A secagem da racdo foi feita a temperatura ambiente por 24 h e posteriormente
armazenada a -18°C. No dia anterior ao fornecimento, a ra¢ao era pesada e armazenada a 4 °C
até o momento da alimentagdo. As ragdes experimentais foram ofertadas pelo periodo de 15

dias, trés vezes ao dia e com quantidade correspondente a 5% da biomassa total do aquario.

2.3 Procedéncia dos animais e condi¢oes experimentais

Os peixes D. rerio foram adquiridos de uma piscicultura comercial no Municipio de
Araquari, Santa Catarina, e transportados até o Laboratorio AQUOS — Sanidade de Organismos
Aquaticos, da Universidade Federal de Santa Catarina, para realizagao dos experimentos. Todos
os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC 8442200220).

Os procedimentos de manejo dos peixes € de manutengao dos parametros de qualidade
da 4gua levaram em consideracdo as recomendagdes da CEUA e do manual intitulado
“Zebrafish — Manual de criagdo em biotério” (Dammski et al., 2011). Para tanto, foram
utilizados como unidades experimentais aquarios plasticos retangulares de 16 L de volume 1til,
dispostos no Bioensaio de Peixes Ornamentais do Laboratorio AQUOS/UFSC. A 4gua utilizada
nos experimentos passou por processo de desclora¢do com tiossulfato de sddio (5 mL de uma
solucdo (50 g de tiossulfato de sodio diluido em 500 mL de 4gua destilada) foram aplicados em
250 L de agua do sistema).

As unidades experimentais foram acopladas a um sistema de recirculagao de agua do
tipo semi-aberto, com filtros mecanicos, biologicos (anaerdbio e aerobio) e esterilizacdao
ultravioleta; a taxa de renovacdo da 4dgua foi de aproximadamente 20 % ao dia e o excesso de

fezes removido por sifonagem duas vezes ao dia; o fotoperiodo foi controlado 12L:12E (luz e
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escuro); em relagdo aos parametros de qualidade de agua, temperatura, pH e oxigénio dissolvido
foram medidos diariamente com auxilio de multiparametro (Hanna®, modelo HI-9828, USA);
j4 amonia total, nitrito e nitrato foram medidos todos os dias por teste colorimétrico (Alfakit®,
Brasil). Durante o periodo experimental, a temperatura média foi de 27,40 + 2,60 °C, oxigénio
dissolvido 7,33 = 1,00 mg.L!, pH 6,62 £ 0,21, amonia total 0,06 + 0,02 mg.L!, nitrito 0,02 +
0,02 mg.L!, nitrato 0,00 + 0,00 mg.L™".

2.4 Delineamento experimental

Um total de 448 peixes (peso de 0,3 + 0,04 g e comprimento de 2,7 + 0,23 cm) foram
distribuidos em 28 aquarios (n=16), perfazendo em quadruplicata os sete grupos seguintes:
Controle Negativo (CN): animais alimentados com dieta comercial sem suplementagdo; Alcool
de Cereais (AC): animais alimentados com dieta comercial contendo alcool de cereais; e
animais alimentados com ra¢do comercial contendo LSEO em diferentes concentragdes:
EQo,25%, EO0,50%, EO0,75%; EO1,00%; EO1,25%.

Apds um periodo de 15 dias, os animais foram anestesiados (60 pL de solugdo estoque
de 6leo de cravo (10%, diluida em etanol) por 1 mL de 4gua) (Grush & Noakes, 2004) e

eutanasiados para coleta de material bioldgico e realizagdo das analises propostas.

2.5 Contagem bacteriologica do trato intestinal

A fim de verificar alteracdes na MI dos animais que pudessem ser associadas ao
tratamento com LSEQ, ao final do ensaio, apds jejum dos peixes por 24 h, os intestinos de
quatro animais por aquario foram coletados assepticamente, pesados, macerados, diluidos
serialmente em solugdo salina estéril 0,65 % na proporcao de 1:10 e posteriormente as dilui¢des
de 10* a 10” foram semeadas em: meio de 4gar Man Rogosa Sharpe (MRS, Himedia® para
bactérias 4cido-laticas totais cultivaveis) com azul de anilina e Agar Triptona de Soja (TSA,
Himedia® para bactérias heterotroficas totais cultivaveis); as diluicdes 10" a 10 foram
semeadas em: 4gar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Himedia® para vibrioniceas
cultivaveis) e agar Cetrimid (Himedia® para Pseudomonas sp. cultivaveis). Todos os meios de
cultura foram incubados a 30 °C por 24 h, com exce¢ao do MRS que foi incubado a 35 °C por

48 h (Jatoba et al., 2008).

2.6 Andlise de riqueza, diversidade e abunddncia da microbiota intestinal
Visando verificar as alteracdes da MI em nivel de espécie foi realizada a analise “Next-

generation sequencing” (NGS). Para isso, o trato intestinal de dois animais por aquario foi
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retirado assepticamente, teve seu contetido raspado com auxilio de swab e armazenado em
microtubo contendo Solugdo NeoSample-Z (Neoprospecta microbiome technologies®, Santa
Catarina, Brasil) a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram enviadas a empresa
Neoprospecta Microbiome Technologies® (Santa Catarina, Brasil) para realizagio da analise de
unidades taxondmicas operacionais (OTU) utilizando metagenomica, técnica capaz de fornecer
dados de abundancia relativa, riqueza e diversidade de bactérias presentes na MI, em nivel de

espécie.

2.7 Andlise das enzimas de estresse oxidativo

Para verificagdo da atividade enzimatica, foram realizadas analises de quantificagdo
de enzimas de estresse oxidativo, como Catalase (CAT), Glutationa Redutase (GR) e Glutationa
Peroxidase (GPx), a partir do figado dos animais. Para isso, foi realizado um pool de partes do
tecido hepatico de quatro animais por aquario, totalizando 100 mg de tecido por amostra. O
tecido foi homogeneizado em tampao Tris-HCI 50 mM, KCI 0,15 M, PMSF 100 uM, pH 7,4,
na proporcao de 1 g de tecido para 5 mL de tampao (1:5). O homogeneizado foi centrifugado a
9000 x g por 30 min a 4 °C. As andlises enzimaticas foram realizadas a partir da fracao
sobrenadante.

A atividade da GR foi realizada de acordo com o descrito por Carlberg e Mannervik
(1985), pela velocidade de consumo de NADPH. Assim, ao reduzir o substrato glutationa
dissulfidica (GSSG), a GR oxida NADPH, que pode ser monitorado pelo decréscimo de
absorbancia no comprimento de onda de 340nm. Em relacdo a GPx, sua determinacdo foi
realizada indiretamente a partir da taxa de decaimento da NADPH, utilizando espectofotometria
(340 nm), e expressa em mM/min/mg de proteina, de acordo com metodologia de Flohé e
Gungler (1984). Ja a quantificacdo da atividade da CAT foi realizada conforme método de Aebi
(1984), ou seja, pela medida da velocidade de decomposi¢do de peroxido de hidrogénio (H202)

pela enzima através do decréscimo de absorbancia a 240 nm (e = 0,071 mM'.cm™) a 25 °C.

2.8 Analise histologica

Fragmentos de figado, baco, intestino e rim de 84 peixes (3 por aquario) foram
coletados e fixados em solucdo de formalina 10 % tamponada para avaliar as alteracdes
provocadas nos animais submetidos a suplementagao dietdria com LSEO. Os 6rgdos foram
desidratados em série crescente de alcool, clarificados em xilol, embebidos em parafina
aquecida a 60 °C e seccionados a espessura de 4 um (Humason, 1962). As laminas permanentes

foram montadas em Entellan® e analisadas em microscopia de contraste de interferéncia
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diferencial (DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2, Gottingen, Alemanha). As alteracdes histologicas
foram avaliadas semiquantitativamente conforme o grau de severidade das lesdes: 0 (auséncia
de alteracdo), 1 (alteragdo leve, correspondendo a menos de 25 % da area tecidual), 2 (alteragdo
moderada, com 25 a 50 % da area tecidual) e 3 (alteragdo severa, com mais de 50% da area
tecidual), de acordo com método descrito por Schwaiger et al. (1997) e modificado por Brum
et al. (2018). Ademais, foi realizada a histomorfometria intestinal, isto ¢, foram medidos
comprimento, largura, area e perimetro dos vilos, bem como quantificado o nimero de células
caliciformes por vilo, utilizando, para tanto, fotomicrografias obtidas em DIC equipado com

sistema de captura de imagem e software Zen Pro (Zeiss, Alemanha).

2.9 Andalise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar
normalidade e homocedasticidade de variancia, respectivamente. Os dados nao homogéneos
foram transformados em logl0 (x+1). Estando os pressupostos garantidos, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia anova unifatorial e as médias comparadas pelo teste de Tukey.
Todos os testes foram realizados ao nivel significdncia de 5% com auxilio do software Statistica
10.0. O programa QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) foi utilizado para
identificar a microbiota central, definida neste estudo como unidades taxondmicas operacionais
(OTUs), as quais foram relacionadas aos seus tdxons correspondentes. Os resultados da
caracterizacdo do microbioma sdo apresentados em niveis taxondmicos. Os graficos do mapa
de calor para filo, classe e género foram produzidos a partir do Heatmapper (Babicki et al.,
2016). Para tal, as OTUs foram agrupadas (clustering) pelo método de ligacao média (average
linkage) e para o distanciamento usou-se Euclidean (Yang & Xu, 2020). Ja para o diagrama de
Venn, utilizou-se o InteractiVenn (Heberle et al., 2015). Além disso, o perfil de diversidade
(Diversity Profiles) e Andlise de Coordenada Principal (PCoA) foram realizadas através do
emprego do programa PAST 4.03 (Hammer, Harper & Ryan, 2001). Para o PCoA, o indice de

similaridade foi calculado por Euclidean.

3. Resultados

3.1 Composigao dos oleos essenciais

O dleo essencial de alecrim-pimenta (Tabela 1) mostrou o timol como composi¢ao

majoritaria (72,2 %), seguido de p-cimeno (8,1 %) e (E)-cariofileno (4,9 %).
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Tabela 1: composicdo do 6leo essencial de alecrim-pimenta (Lippia
sidoides); n.i = compostos ndo identificados.

Componentes Teor (%) Indice de retencio (IR)
Timol 72,2 1289
p-cimeno 8,1 1022
y-terpineno 2,2 1054
(E)-cariofileno 4,9 1417
mirceno 1,5 988
oxido de cariofileno 1,3 1582
terpinen-4-ol 1,1 1174
timol, metil-éter 1 1232
a-terpineno 0,9 1014
carvacrol 0,9 1298
limoneno 0,6 1024
o-tujeno 0,5 924
1,8-cineol 0,5 1026
ipsidienol 0,5 1140
a-copaeno 0,5 1374
n.i. 0,5 -
aromadendreno 0,4 1429
o-pineno 0,3 932
viridifloreno 0,3 1496
d-cadineno 0,3 1522
a-humuleno 0,2 1452
espatulenol 0,2 1577
B-pineno 0,1 974
o-felandremo 0,1 1002
0-3-careno 0,1 1008
(£)-B-ocimeno 0,1 1032
(E)-B-ocimeno 0,1 1044
terpinoleno 0,1 1086
linalol 0,1 1098
a-terpineol 0,1 1186
n.i. 0,1 1289
allo-aromadendreno 0,1 1458
a-muuroleno 0,1 1500

3.2 Analise microbiologica do trato intestinal
Na andlise microbiolégica do trato intestinal, ndo houve diferencas estatisticas
significativas (Figura 1) entre os animais alimentados com dieta suplementada e aqueles

alimentados com ra¢do sem suplementagdo do LSEO.
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Figura 1: Contagem microbiologica de Pseudomonas sp. (Cetrimide), bactérias acido-laticas totais
(MRYS), bactérias heterotroficas totais (TSA) e Vibrionacea (TCBS) por grama de intestino de Danio
rerio apos 15 dias de alimentagdo com ragdo suplementada com o6leo essencial de Lippia sidoides a
EQOo.25%, EO0,50%, EO0,75%, EO1,00% € EO1,25%, com ra¢do ndo suplementada (controle negativo) (CN) e
com racdo suplementada com alcool de cereais (AC). Os dados sdo apresentados em média e desvio
padrao.
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3.3 Andlise da riqueza, diversidade e abundancia da microbiota intestinal por metagenémica

Em termos do nimero total de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUs) (Figura
2), o valor mais expressivo (56%) foi observado nos animais do EQo25%. Os demais grupos
apresentaram nimeros similares entre si: CN (10%), EOo,75% (9%), EOo,50% € EO1,25% com 8%
cada, EO1,00% (7%) e AC (2%).

O Indice de Diversidade da comunidade microbiana identificada a partir do raspado
intestinal dos animais do presente estudo sdo retratados na Tabela 2. Nesse sentido, € possivel
observar que os animais do tratamento EOo2s5%, em comparagdo com os peixes dos demais
grupos, apresentaram maiores valores de Taxa (71), OTUs (68099), Dominéncia (0,51) e indice
de Berger-Parker (0,70), ¢ menores valores para os Indices Simpson (0,49), Shannon (1314),
Evennes (0,05), Menhinick (0,27), Margalef (6,29), Equitability (0,31); o Indice Brillouin foi
maior no EO100% (2162) e menor nos animais do CN (2,61); o Indice Fisher alpha foi maior
no EOi100% (9498) e menor no EO1 5% (10,06); e o indice Chao-1 foi maior no EQops €

EO1 5%, com valor de 71, e menor nos demais grupos.
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Tabela 2: indices de Diversidade da comunidade microbiana do trato intestinal de Danio rerio apos 15
dias de alimentacdo com racdo suplementada com com o6leo essencial de Lippia sidoides a EOo 5%,
EOos50%, EQOo75%, EO100% € EOi25%, com racdo ndo suplementada (controle negativo) (CN) e
suplementada com alcool de cereais (AC).

indice de diversidade CN AC E00.25% E00.50% E00.75% EO01.00% EO01.25%

Taxa 58 21 71 54 57 64 69
OTUs 12629 2215 68099 10011 10856 8008 9580
Dominance 0.11 032 0.51 0.38 0.29 0.20 0.34
Simpson 0.89  0.68 0.49 0.62 0.71 0.80 0.66
Shannon 2622 1451 1314 1465 1754 2179 1826
Evennes 024 020 0.05 0.08 0.10 0.14 0.09
Brillouin 2.61 1432 1311 1454 1742 2162 1811
Menhinick 0.52 045 0.27 0.54 0.55 0.71 0.70
Margalef 6036 2596 6.29 5754 6026 7009 7418
Equitability 0.64 0.48 0.31 0.37 0.43 0.52 0.43
Fisher alpha 7856 3212 7827 7503 7886 9498 10.06
Berger-Parker 0.17 0.46 0.70 0.52 0.42 0.36 0.55
Chao-1 59 22 71 55 58 67.5 71

A Figura 2 apresenta o Perfil de Diversidade de espécies microbianas encontradas no intestino
dos peixes do presente estudo. Nesse sentido, verifica-se que o grupo tratado com élcool de

cereais (AC) apresentou, em contexto geral, menor diversidade do que os demais grupos.
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Figura 2: Perfil de Diversidade de espécies microbianas do intestino de Danio rerio apos 15 dias
de alimentacao com ragdo suplementada com com 6leo essencial de Lippia sidoides a EOg2s% (T1),
EOo,50% (T2), EOo,75% (T3), EO1,00% (T4) € EO125% (T5), com ragdo ndo suplementada (controle
negativo) (CN) e suplementada com alcool de cereais (AC).
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A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 3) mostrou que a composi¢do da
MI dos peixes do grupo EOo s € consideravelmente distinta da comunidade de bactérias dos

demais grupos.
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Figura 3: Analise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizada para determinar a distancia métrica e
ordenacao das comunidades microbianas presentes no trato intestinal de Danio rerio apos 15 dias de
alimentacao com racao suplementada com 6leo essencial de Lippia sidoides a EOy 25 (T1), EOo 500 (T2),

EOo,75% (T3), EO1,00% (T4) € EO125% (T5), ou com ragdo nio suplementada (controle negativo) CN) e
suplementada com alcool de cereais (AC).
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Os maiores valores de Abunddncia Relativa (%) da comunidade bacteriana, em termos
de Filos (Figura 4), para Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Fusobacteria e
Bacteriodetes, Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Clostridia, Fusobacteriia, Flavobacteriia,

Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria e Deltaproteobacteria, foi observada no tratamento

T1, isto €, para os peixes tratados com EQo,25%.
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Figura 4: Mapa de calor das Abundancias Relativas (%) a nivel de Filo, agrupadas (clustering) pelo
método de ligagdo média (average linkage) e distanciadas por Euclidean da microbiota intestinal de
Danio rerio ap6s 15 dias de alimentacao com ragdo suplementada com 6leo essencial de Lippia sidoides
a EOo 5%, EOo,50%, EOo,75%, EO1,00% € EO125%, com ra¢ao ndo suplementada (controle negativo) (CN) e
suplementada com alcool de cereais (AC).
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Para Classes (Figura 5), os maiores valores de Abunddncia Relativa (%) da comunidade
bacteriana, para Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Clostridia, Fusobacteriia,
Flavobacteriia, Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria e Deltaproteobacteria, foram

observados no tratamento EQOg 259.
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Figura 5: Mapa de calor das Abundancias Relativas (%) a nivel de Classe, agrupadas (clustering) pelo
método de ligacdo média (average linkage) e distanciadas por Euclidean da microbiota intestinal de
Danio rerio apos 15 dias de alimentagdo com racdo suplementada com 6leo essencial de Lippia sidoides
a EOo 5%, EOo,50%, EO0,75%, EO1,00% € EO125%, com ra¢do ndo suplementada (controle negativo) (CN) e
suplementada com alcool de cereais (AC).
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As 10 Familias preponderantes, no que diz respeito a valores de Abunddncia Relativa
(%) (Figura 6), foram Aeromonodaceac (77,10%), Enterobacteriaceae (6,04%),
Comamonadaceae (3,98%), Bradyrhizobiaceae (2,21%), Flavobacteriaceae (2,18%),
Fusobacteriaceae (1,66%), Chromobacteriaceae (1,44%), Mycobacteriaceae (1,14%),
Rhodobacteriaceae (0,82%) e Pseudomoniaceae (0,75%). Além disso, o EOo2s5%, quando
comparado aos demais grupos, em geral, parece ter apresentado valores mais expressivos para

esse indice.
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A Abundancia Relativa (%) (Figura 7) dos 15 principais Géneros foi mais elevada, em
geral, no EOo 5% do que nos demais grupos. Os Géneros encontrados foram: Aquitalea, Bosea,
Acidovorax, Flavobacterium, Cetobacterium, Gemmobacter, Bradyrhizobium,
Mycobacterium, Aeromonas, Plesiomonas, Cloacibacterium, Desulfovibrio, Pseudomonas,

Kinneretia e género ndo identificado.

Figura 7: Mapa de calor da Abundancia Relativa (%) dos 15 Géneros mais encontrados, agrupados
(clustering) pelo método de ligagdo média (average linkage) e distanciados por Euclidean, da microbiota
intestinal de Danio rerio apds 15 dias de alimentagdo com ragdo suplementada com dleo essencial de
Lippia sidoides a EOg 5%, EOo 50%, EOo,75%, EO1,00% € EO1 25%, com ragdo nao suplementada (controle
negativo) (CN) e suplementada com alcool de cereais (AC).
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A partir do Diagrama de Venn (Figura 8 A e B), € possivel observar que, em termos de
espécies singulares, CN apresentou os maiores valores (41), seguido de EOo25% (12), EOo,75%
(8), AC e EO125% (4), EOo,50% (2) € EO1,00% (1); ja em termos de espécies compartilhadas entre
os grupos, observa-se que EO1 5y compartilha 65 espécies com os demais grupos, seguido de
EO1,00% (63), EO125% (59), EOos0% (52) e EQOo;75% (49). Entre si, os grupos CN e¢ AC

compartilham um total de 17 espécies.
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Na Figura 8 C, verifica-se, por meio da Abunddncia Relativa (%), que as cinco espécies
preponderantes foram Aeromonas caviae, Aeromonas veronii, Aeromonas sharmana,

Enterobacteriaceae bacterium e Plesiomonas shigelloides.

Figura 8: Diagrama de Venn e Abundancia Relativa (%) a nivel de Espécies da microbiota intestinal de
Danio rerio ap6s 15 dias de alimentacdo com ragdo suplementada com 6leo essencial de Lippia sidoides
a EOq25%, EOo 50%, EOo,75%, EO1,00% € EO125%, com ragdo nao suplementada (controle negativo) (CN) e
suplementada com alcool de cereais (AC). A e B- Diagrama de Venn a nivel de espécie, singulares ¢
compartilhadas, da microbiota bacteriana. C- Abundancia relativa (%) das cinco principais Espécies
mais encontradas.
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3.4 Analise das enzimas de estresse oxidativo

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas para a GR no figado dos
peixes alimentados com dietas contendo diferentes concentragdes do LSEO (Figura 9 A). Em
relacdo a GPx, nos animais do grupo EQOq;2s% foram observados valores estatisticamente
menores do que os reportados para aqueles dos EO1,00% € EO12s5% (Figura 9 B). Para a CAT,
animais do tratamento EOy 5% apresentaram um valor menor se comparado aqueles do EO1 0o

(Figura 9 C).

Figure 9: Atividade das enzimas de estresse oxidativo do figado de Danio rerio. Oleo essencial de
Lippia sidoides (OE), controle negativo (CN) e dieta suplementada somente com alcool de cereais (AC).
Dados apresentados como média e desvio padrio.
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3.5 Analise histologica

A partir da andlise histologica, foi possivel observar os seguintes resultados em relagao
ao figado (Tabela 3 e Figura 10) dos animais: os tratamentos EOo2s% € EOo,75% apresentaram
menores valores para perda do aspecto cordonal quando comparados aos do EOi0%; em

EOo,25% houve redugdo da perda da integridade do pancreas se comparado aos grupos AC e
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EO15%; foi notada reducdao nos valores para nicleo com cariolise em EQOg 5% quando da
comparag¢do com os tratamentos EO1,00%; € houve redu¢do nos valores de nicleo com cariorrexe

no EOo 259 ¢ AC em relacao ao EO1,00%.

Figura 10: Alteracdes histologicas do figado de Danio rerio alimentados com 6leo essencial de Lippia
sidoides. Em “a”, observa-se a manuten¢@o do aspecto cordonal (seta) (EQq2s%); a cabega de seta em
“b” evidencia a degradac@o do pancreas (EO, 254); as setas em “c” mostram a conservacdo da integridade
dos nucleos dos hepatocitos (EOops%); em “d”, tem-se a presenca de muitos nucleos com caridlise

(cabega de seta) e cariorrexe (seta) (EO1 .00
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No rim (Tabela 4 e Figura 11), foram feitos os seguintes registros: reducdo da
degeneragdo granular em EQo 5% se comparado ao EOg 50%; diminui¢do da degeneracao tubular
em EQOo 5%, se comparado a EOj25%; e reducdo da dilatacdo dos capilares nos glomérulos em

AC e EOo 5% se comparado ao CN e EO1 25%.

Figura 11: Alteragdes histoldgicas do rim de Danio rerio alimentados com com 6leo essencial de Lippia
sidoides. Em “a”, observa-se a manutenc¢do da integridade dos tiibulos (seta) (EOq.s¢); 0s asteriscos em

“b” evidenciam degeneragdo granular (EOos0%); a seta em “c” mostra a conservagdo da integridade dos
glomérulos, sem dilatacdo dos capilares (EOos%); em “d”, tem-se a presenca de dilatacdo dos capilares
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Com relagdo as alteracdes no bago (Tabela 5 e Figura 12), observaram-se os seguintes
resultados: reducdo da necrose nos grupos EQOo25%, EOo,s50% € EO1,00% se comparado ao AC;

diminui¢do da esteatose em EQOq 500, EO1,00% € EO1,25% se comparado ao EOg 75%.

Figura 12: Alteragdes histologicas do bago de Danio rerio alimentados com com 6leo essencial de
Lippia sidoides. Em “a”, observa-se a presenca de um bago normal (EOq2s%); o asterisco em “b”
[Pt

evidencia a presenca de necrose (AC); em “c”, mostra-se um baco normal, apenas com artefato de
técnica (setas) (EOo2s%); em “d”, tem-se a presenca de esteatose (cabeca de seta) (EQq.75%).
[ h Y & T | " . e i ‘jv

i RTIN
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No intestino (Tabela 6 e Figura 13), houve aumento do nimero de vilos em EQq 5%,
quando comparado a todos os demais grupos; elevacdo dos valores relacionados ao
comprimento dos vilos no grupo EOo 5%, em relacdo aos tratamentos CN, AC, EOo,75%, EO1,00%
e EO125%; aumento da largura dos vilos em EOoq2s% € EO1,00% em comparacdo com o AC; e
aumento do nimero de células caliciformes e da area dos vilos em EQq 5% se comparado a

todos os demais grupos.

Figura 13: Alteragdes histologicas do intestino de Danio rerio alimentados com com 6leo essencial de
Lippia sidoides. Em “a”, observa-se orgdo com vilos menos numerosos (CN); as setas em “b”
evidenciam o aumento do nimero, comprimento e largura dos vilos (EOo.s5%); as cabecas de setas em
“c” mostram a reduzida quantidade de células caliciformes (CN); em “d”, tem-se a presenca de vilos

com grande quantidade de células caliciformes (cabeca de seta) (EOo.25%).

oF '\, 4




53

1160 ISTTFBS6E  SOTTFLEF  60°LTFES6E 1§TT=6'TT 1S TI780°LT TOPTFECEE  60'LTFRS6E ogSezyjonde
6610  TSGI=THSE  TOPTTLOTE  ISTCFSSEE  TEITFO0ST TETTF00°ST SOTTFSTIE  L§OTFESSH 35013
0S€0  00°0F00°0 00°0F000 TTLF0T 00°0=000 00°0%00°0 CLGFLT T TTLFR0T S0FejOIEWOTE[3]Y
8FT0  LSTITSSHT  ODET=0STI  T8'6IF8SHI L8 TI=THOT TTLTR0T 1€TI=EE8 TETIFLOOT OLFE}II0FUT] OPETIFUT
P60 TETITECEE  EL6FLIGT  STLTFOSLE 1LOT=TH SE OF6IFEEEE GTTIFECEE  SOTTFTIE 0OIIFOTISO3 OPERILU]
°0  rces  saLwer oLl O8I 1S9O WRRONI ~E5g019 onag
oogp  SPESOSL  waTT880/8 I8 69016 L8 60LF8 T0'C£8L81 wlLL80E1T >L9°8696€ eory

FCU0S6PFT  FOOTTECIT FFITTISH FH6855LLT =9TOHEITF =81 °S6L65E 0657686 y

0000  %EETIF8C60 oL TTFCTSF  obFSTFIE08 b6 PIF00TL <O THFICHTL 460 TEFB0TL  =TH T1FEE00 SSUMIOTIANED SEIN[3D 3P N
1000 alSET606E 0O TIFITIS  whbPIFLF6F w6l ST8I0S <TEETFELES ATOTRCTHE el 6 E1FhP8E (i) sopia sop emEre]
0000  wSOOFTOLS  SELTTFELE6 @b PTFCHS6  wlTEIFEQTTI  oSHLTF00STI SIFOTFILEY  p6EETFC8CO (i) sopa sop owawnidmo)
0000  sabD'EFEEST  CLTFOSTI  safEPETI 0ETFTOT 08 [F80°CT %COCFIECT  oILCFCLOT SO[IA 3P N
ead WO e “SLI0F WO o | oV ON g%ﬁm

(50°0> d) Aayn [, 9p 2159, ofad srejuswradxa sodni3 so anuo vANRIIJIUSIS
BOUQIOJIP WeudsaIdor suaIdJIp send  -oriped OIASOP 9 eIpIW owod sopejudsaide soped "(DV) SILAIDO P 009 WOD AUIWOS epeudw[dns ©IdIp
9 (ND) oAnedau ofonuod ‘(OHST) sapiopis viddi] Ip [BIOUISSI 0] “OLI2.L OIUD(T dP [eUNSAUL Op BIPIW 08d10d BP SBOLIOWOLIOWOISIY SIQIBIAN[Y 9 B[P ]



54

4. Discussiao
4.1 Composi¢ao quimica do oleo essencial de Lippia sidoides

Os constituintes quimicos do LSEO, em termos de tipos e concentragdes, podem
variar em fungdo dos efeitos edafoclimaticos e da metodologia de extragao empregada (Lima
et al., 2011). Outros fatores, ainda, também sdo importantes para o rendimento € a composi¢ao
dessas substancias comumente extraidas de ervas e especiarias, a exemplo da hora da coleta, do
ciclo vegetativo e dos cuidados no preparo da matéria-prima vegetal (Miraldi, Giachetti & Ferri,
2001; De Vasconcelos Silva et al., 1999). Essas informagdes auxiliam a elucidar o motivo pelo
qual ¢ possivel observar que naturalmente ocorrem as semelhangas e as diferencas no perfil
desses oOleos essenciais, frequentemente reportadas por diferentes autores.

Tal como o relatado no presente trabalho, os constituintes predominantes do LSEO
foram: timol (87,90%) o p-cimeno (5,33%) (Aratjo Marco et al., 2012); timol (80,8%), p-
cimeno (8,6%) e (E)-cariofileno (5,1%) (Cavalcanti et al., 2004); e timol (59,65%) ¢ o (E)-
cariofileno (10,60%) (Fontenelle et al., 2007). Ha registros, todavia, que evidenciam como
majoritarios outros compostos do dleo essencial dessa espécie, tais quais: carvacrol (31,68%),
p-cimeno (19,58%), 1,8-cineol (9,26%) e o y-terpineno (9,21%) (Lima et al., 2011); carvacrol
(26,44%) e 1,8-cineol (22,63%) (Guimaraes et al., 2014); e carvacrol (46,09%), y-terpineno
(15,49%) e p-cimeno (15,06) (Cavalcanti et al., 2010).

A importancia de se conhecer os constituites dos 6leos essenciais reside no fato de que
o seu efeito sobre a saide dos animais esta intrinsecamente atrelado a configuragao do tipo e da
concentragdo desses compostos, bem como ao sinergismo que acontece a partir de suas
interacdes (Lima et al., 2011). Segundo Bakkali et al. (2008), o efeito dos OE sobre a saude
animal esta fortemente relacionado ao tipo e concentracdo dos constituintes quimicos, bem
como a atividade biologica que, por sua vez, ¢ determinada pelos componentes mais

abundantes.

4.2 Efeito do dleo essencial de Lippia sidoides na microbiota do trato intestinal de Danio rerio
Embora a literatura evidencie a existéncia do efeito sinérgico dos compostos
majoritarios e minoritarios dos 6leos essenciais (Didry et al., 1993; Hyldgaard et al., 2012), ha
que se destacar também a importancia individual de alguns constituintes presentes em maior
quantidade. De acordo com Bakkali et al. (2008), a atividade bioldgica do 6leo essencial €
determinada pelos seus componentes mais abundantes.
O timol, por exemplo, cuja concentracdo foi de 72,2% no LSEO utilizado no presente

trabalho, possui capacidade de desintegrar a membrana de bactérias gram-negativas, a exemplo
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de Aeromonas  hydrophila, desnaturando enzimas essenciais, disponibilizando
lipopolissacarideos e elevando a permeabilidade e a despolarizagdo da membrana
citoplasmatica, ao alterar a forga elétron-motora por meio de variagdes no pH e no potencial
elétrico (Burt, 2004; & Xu et al., 2008); o p-cimeno, com concentracao de 8,1% no composto
utilizado, embora menos eficaz que outros fitoconstituintes, possui atividade antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria e auxilia aumentando o potencial antimicrobiano de outros
constituintes, por meio de interagdes sinérgicas e aditivas (Marchese et al., 2017; & De Almeida
Rocha et al., 2022). Segundo Yang et al. (2014), ao atuar em combina¢ao com linalol, terpinen-
4-0l, terpinenol, o p-cimeno apresentou efeitos aditivos contra Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguinis e S. mutans; o (E)-cariofileno, com
concentragdo de 4,9% no LSEO do nosso trabalho, possui propriedades anti-inflamatorias e ¢
utilizado como anestésico local (Ghelardini et al., 2001; Gertsch et al., 2008).

Embora o potencial dos 6leos essenciais sobre a MI dos animais seja reconhecido (Bento
et al., 2013), a suplementacdo dietaria com L. sidoides nao promoveu, no presente estudo,
diferengas significativas na contagem microbiologica do trato intestinal de Danio rerio em
termos de Pseudomonas sp. (Cetrimide), bactérias 4cido-laticas totais (MRS), bactérias
heterotréficas totais (TSA) e Vibrionaceae (TCBS) entre os grupos analisados. Mudancas
provocadas na configuracdo da fauna bacteriana podem estar relacionadas, dentre outros
fatores, ao tempo de suplementacdo dietaria. Nesse contexto, apds 8 semanas de alimentagao
com Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) na dieta para carpa Cyprinus carpio,
Zhang et al. (2020) sugeriram que o aumento da atividade das enzimas digestivas e da
capacidade antioxidante, o estimulo ao efeito imunomodulador e a elevagdo da resisténcia a
doencas podem estar relacionados a alteracdes na estrutura da MI provocadas pelo dleo
essencial. E possivel, portanto, que o periodo de 15 dias utilizado para suplementacdo dietaria
com o 6leo essencial de alecrim-pimenta ndo tenha sido suficiente para imprimir mudangas

significativas na contagem microbioldgica.

4.3 Riqueza, diversidade e abunddncia da microbiota intestinal

Semelhante ao observado no presente estudo, He et al. (2017) relataram, com base nos
valores de OTUs, aumento da riqueza e diversidade de espécies da MI de Litopenaeus vannamei
alimentados com dieta contendo &cido organico e dleo essencial. Embora Huyben et al. (2021)
ndo tenham confirmado diferengas estatisticas significativas de OTUs para trutas arco-iris

(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dieta contendo 6leo essencial e aquelas do grupo
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controle, sugerem que produtos como acidos organicos e 0leos essenciais aumentam a saude
intestinal de espécies aquaticas, por meio da regulacdo da comunidade microbiana.

Para Henao-Mejia et al. (2012) e Ma et al. (2017), a MI ¢ um ecossistema complexo e
capaz de afetar as condigdes fisiologicas, imunoldgicas, nutricionais e metabolicas do
hospedeiro. Os constituintes dos 6leos essenciais possuem propriedades lipofilicas, capazes de
transpor a membrana das bactérias e atingir o meio intracelular. Nesse contexto, essas
substancias desempenham importante fungdo na elevacao do nimero de bactérias probidticas e
na diversidade da MI dos animais (Helander et al., 1998).

A reducdo dos valores de riqueza de espécies de bactérias no trato intestinal dos peixes
alimentados com dieta contendo alcool de cereais ¢ um resultado que vai ao encontro do
reportado por Silva et al. (2012), que verificaram maior efetividade de propolis contra bactérias
quando esse composto foi extraido com o solvente alcool de cereais. Esse tipo de alcool é um
etanol, comumente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, para citar
alguns exemplos, e pode atuar na desnaturagao de proteinas e dissolug¢do de lipidios, fato que
possivelmente levou a diminuicdo da riqueza de bactérias na MI dos peixes desse grupo de
tratamento, em compara¢ao com os demais.

Por meio da analise PCoA, ferramenta que mede a similaridade entre as comunidades
bacterianas baseada na distancia filogenética, o perfil da comunidade de bactérias da MI de D.
rerio alimentados com EQq 5% variou substancialmente daquele registrado para os demais
grupos. Semelhantemente ao reportado por nds, Ran et al. (2016) também relataram que os
indices de diversidade da comunidade microbiana do intestino foram mais elevados nos juvenis
de tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x O. aureus) que receberam, durante seis semanas,
suplementagdo dietdria com um tipo especifico de 6leo essencial contendo concentragdes
equivalentes de timol e carvacrol (NE) (200-mg NE/Kg) do que naqueles do grupo controle. Os
autores afirmam maior dominancia do Filo Proteobacteria e do Género Plesiomonas e menor
abundancia relativa de Bacteroides, Candidatus Cardinium e Leptospirillum no grupo NE do
que no controle. Adicionalmente, Zhang et al. (2020) relataram que a comunidade bacteriana
de C. carpio alimentadas com dieta contendo 6leo essencial de orégano (4500 mg kg™!) foi
distinta da do grupo controle, porém, para as carpas desse estudo, os géneros mais enriquecidos
foram Propionibacterium, Brevinema e Corynebacterium 1 nos animais suplementados e
Vibrio nos controle. A contagem de V. vulnificus, V. cholerae e V. parahaemolyticus, tanto no
musculo quanto no hepatopancreas de camardes Litopenaeus vannamei, também demonstrou a
capacidade que a suplementacdo dietaria com 6leo essencial de orégano (com elevados teores

de timol e carvacrol) possui de alterar a fauna bacteriana, inclusive por meio da inibicao do



57

crescimento dessas espécies de Vibrio (Gracia-Valenzuela et al., 2014). De modo analogo ao
presente estudo, Li et al. (2018) observaram que o leitdes alimentados com dieta contendo timol
e carvacrol tiveram a comunidade microbiana intestinal alterada, embora sem diferencgas na
riqueza e diversidade entre os grupos tratados e controle.

De acordo com Carda-Dieguez, Mira & Fouz (2014), ¢ possivel que a administracao de
curto prazo de dietas contendo 6leos essenciais cause mudangas transitorias na MI, sugerindo
que a diferenga entre a diversidade de bactérias aloctones e autdctones pode estar ligada ao
conteudo fecal, ou melhor, ao nimero de bactérias associadas ao muco; no caso deles, a Familia
Bradyrhizobiaceae (Classe Alphaproteobacteria) foi o grupo bacteriano predominante em
Dicentrarchus labrax.

Desse modo, ¢ possivel que no presente trabalho, a concentragdo do EQo 5% tenha
melhorado a composicdo da mucosa intestinal e, consequentemente, possibilitado o
desenvolvimento da comunidade bacteriana intestinal de D. rerio desse tratamento. O aumento
dos valores de diversidade e abundancia relativa da MI dos peixes desse grupo também pode
estar condicionado a alteracdo da estrutura da MI em decorréncia da maior atividade das
enzimas digestivas e da elevacao dos valores de atividade imunologica (Zhang et al., 2020). A
atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-helmintica do LSEO esta relacionada aos
monoterpenos timol e p-cimeno (Vazquez-Sanchez et al., 2018). Outros fatores que podem ter
afetado, direta ou indiretamente, a composi¢ao da fauna de bactérias nos peixes do nosso estudo
podem estar relacionados ao possivel melhor aproveitamento do alimento fornecido em
decorréncia do aumento da palatabilidade provocado pela suplementagdo com 6leo essencial
de L. sidoides (Steiner & Encarnacao, 2010; & Abdel-Latif & Khalil, 2014).

Em contexto geral, os menores valores de abundancia relativa, em nivel de Filo, Classe,
Familia e Género, observados nos demais tratamentos podem estar relacionados a um possivel
efeito toxico para os peixes. De acordo com Lee et al. (2003), os 6leos essenciais carregam
metabolitos secundarios volateis com baixo peso molecular e propriedade seletiva sobre a
microbiota. B possivel que as concentra¢des mais altas (EOo 50%, EOQo,75%, EO1,00% € EO1,25%) do
LSEO tenham provocado efeito deletério sobre a comunidade bacteriana do trato intestinal de
D. rerio, na medida em que possam ter ultrapassado a parede celular, afetado a permeabilidade
da membrana e provocado danos ao sistema enzimatico, associados a reduc¢ado de ions, deplecao
do potencial de membrana, colapso da bomba de proton e ao esgotamento do pool de ATP,
dificultando sua reprodug¢ao e ocasionando a morte bacteriana (Bakkali et al., 2008). Para Souza
et al. (2019), a eficécia e as atividades biologicas dos Oleos essenciais estdo relacionadas a

composi¢do, concentragdo e/ou quimiotipo utilizado, devendo ser empregadas acdes espécie-
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especificas, haja vista que essas substancias podem ocasionar estresse nos hospedeiros se as
concentragdes € 0s quimuitipos ndo estiverem adequados.

A partir do Diagrama de Venn, foi possivel observar que a suplementagao dietaria com
LSEO estimulou o surgimento de um maior nimero de espécies singulares (50 OTUs) (dados
ndo publicados), se compararmos com aquele encontrado para a MI dos peixes do grupo
controle (7 OTUs). E, nesse sentido, parece que o 6leo essencial utilizado no presente estudo
inibiu o crescimento de algumas espécies: Bosea thiooxidans, Burkholderia cepacia,
Cupriavidus pauculus, Leucobacter komagatae, Mesorhizobium loti, Nitrobacter vulgaris,
Rhizobium mesosinicum. Entre essas bactérias, algumas sdo potencialmente causadoras de
doengas. A B. thiooxidans ¢ gram-negativa, flagelada e, juntamente com as demais espécies do
género, pode causar pneumonia, doengas intraoculares e bacteremia em seres humanos (Skipper
et al., 2019); espécies do género Burkholderia tém sido associadas ao surgimento de doencas
em peixes (Ramsey et al., 2001). A espécie B. cepacia ¢ um bastonete gram-negativo ubiquo
capaz de causar vermelhiddo, hemorragia, secrecao excessiva de muco na pele e nadadeiras,
ulceracdo e eritrema no tegumento, além de opacidade ocular em Oreochromis niloticus
(Mahboub et al., 2022); e C. pauculus ¢ um bacilo movel ndo fermentativo, aerodbico, gram-
negativo e ndo formador de esporos (Farag et al., 2020). Essa bactéria também foi associada
como patogénica e encontrada no MI de carpas (Labeo rohita) (Tyagi et al., 2019).

Nesse sentido, o LSEO parece ter interagido com a membrana celular, cuja
permeabilidade depende da hidrofobicidade dos solutos que estdo a sua volta, da sua
composicdo e do coeficiente de particdo sobre a membrana da bactéria (Sikkema, Bont &
Poolman, 1995; & Lambert et al., 2001).

Embora o 6leo essencial utilizado no presente estudo tenha agido sobre algumas
bactérias potencialmente prejudiciais a saide animal, esse efeito parece ndo ter tido éxito sobre
as cinco principais espécies (pertencentes a trés géneros) reportadas aqui, encontradas tanto na
MI dos animais ndo suplementados, quanto naquela dos suplementados. Ha que se ressaltar que
0 género Aeromonas tém grande importancia médica e econdmica e, apesar do potencial para
causar sérios problemas na aquicultura de peixes de 4gua doce (Trust, 1986), ele ¢ comumente
observado no intestino dos peixes, na agua e no sedimento (Sugita et al., 1995). Bactérias
pertencentes a esse género influenciam a digestdo, a regulagdo enzimatica e as respostas ao
estresse (Robinson et al. 2018; Egerton et al. 2018; & Poletto et al., 2018); Espécies do género
Enterobacteraceae estao amplamente distribuidas na natureza, sdo encontradas nos tecidos de
peixes aparentemente saudaveis (Newaj et al., 2008), mas tém sido relatadas como oportunistas

também, podendo causar diarreia nesses animais (Rajasekaran, 2008; & Shender et al., 2009);
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Plesiomonas shigelloides sao bactérias frequentemente encontradas em ambientes de d4gua doce
e estuarinos, das regides tropical e subtropical e, por isso, animais encontrados nesses espagos
sdo suscetiveis a abrigar essa espécie. Durante evento de mortalidade massiva de peixes, P.
shigelloides foi isolada de Ctenopharyngodo nidellus (Hu et al., 2014) e de Oreochromis
niloticus (Liu et al., 2015).

E provavel que os peixes do presente estudo ndo tenham desenvolvido enfermidades em
decorréncia da presenga dessas bactérias potencialmente patogénicas porque elas sao
naturalmente encontradas na MI. Além disso, o ambiente que abrigava os animais estava
estavel, com manejo adequado e manutengao dos parametros de qualidade da dgua. De acordo
com Odum (1988), em um ecossistema balanceado, as bactérias e os animais podem viver em

equilibrio harmonico.

4.4 Enzimas de estresse oxidativo

O sistema antioxidante funciona como uma protecdo contra danos oxidativos
ocasionados por radicais livres na forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) (Yousefi et al., 2022; Evans e Cooke, 2004). Por esse motivo, ¢ tdo importante
proporcionar condigdes para que esse sistema funcione de forma adequada, impedindo e/ou
reduzindo a formag¢do de produtos bioldgicos prejudiciais a saude dos animais.

No presente estudo, embora ndo tenha havido diferencas estatisticas significativas nos
valores de GR entre os tratamentos, observou-se uma elevagao da atividade da GPx e da CAT
aparentemente dependente do aumento da concentrag¢ao de LSEO. Essa informagao, no entanto,
deve ser considerada com cautela, na medida em que existiram variagdes no efeito do uso desse
OE, tanto em relagdo as enzimas de estresse oxidativo analisadas, quanto em relacdo aos valores
encontrados para cada uma delas entre os tratamentos administrados para os D. rerio.

De qualquer modo, os resultados observados neste trabalho concordam com os
encontrados por Saccol et al. (2013), em que o L. alba EO foi suplementado na dieta de
Rhamdia quelen juvenis por 60 dias. Esses autores observaram aumento da CAT no figado (2.0
mL OE por kg de dieta) e no rim (0.25, 0.5 e 1.0 mL EO por kg de dieta), bem como da GPx
no musculo dos animais (0.5, 1.0 e 2.0 mL OE por kg de dieta). No entanto, diferentemente do
reportado por nds, Sonmez et al. (2015) verificaram reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss alimentadas por dois meses com dieta
suplementada com 6leo de tomilho (Thymus vulgaris).

Embora a comparagdo entre esses resultados revele uma aparente dissonincia em

relagdo as atividades enzimaticas, ha que se ressaltar que uma série de fatores pode estar agindo
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sobre esse sistema, a exemplo da capacidade funcional de cada tecido, do tempo de
suplementagdo dietdria e da concentragdo dos compostos inseridos na dieta e até mesmo do
macro ¢ microambiente nos quais os animais estao inseridos.

Os OE possuem importante papel como fornecedores de constituintes naturais ativos,
sdo uma opc¢ao relativamente econdmica e ambientalmente sustentavel e, por isso, tém sido
utilizados na alimentacdo de diferentes espécies animais, inclusive na aquicultura (Yang et al.,
2015; Aanyu et al., 2018). Em estudo conduzido com a utilizag¢ao de folhas de L. sidoides, por
exemplo, Garmus et al. (2015) concluiram que extratos contendo maior concentragao de
compostos fenodlicos foram mais ativos e tiveram a melhor atividade antioxidante.

Nesse sentido, de maneira analoga ao sugerido por Zheng et al. (2009), é possivel que
a atividade antioxidante dos compostos fenolicos presentes na composicdo do LSEO do
presente estudo, em especial dos constituintes majoritarios timol (72,2 %) e p-cimeno (8,1 %),
tenha um importante papel no alivio do estresse oxidativo observado a partir da analise das
enzimas do figado de D. rerio, principalmente naquelas do tratamento EOy 5%, sugerindo um
possivel efeito toxico das concentragdes mais elevadas (EO1.00% € EO 125%). Ressalta-se,
todavia, que a oscilagdo da concentracdo das enzimas analisadas, entre os tratamentos
utilizados, pode ter sido influenciada também pelo tempo de suplementacdo dietaria

empregado.

4.5 Parametros histologicos

Os 6rgaos analisados na histologia possuem importancia fisioldgica e na manutengao
da homeostase dos peixes. O figado, por exemplo, participa ativamente do processamento de
carboidratos, proteinas, vitaminas e lipidios, além de promover a detoxificacdo de
contaminantes (Lehmann et al., 2020); o rim desempenha as fung¢des de filtragem do sangue e
excrecao de residuos, bem como atua na osmorregulagdo (Davidson, 2014); e o bago ¢ um 6rgao
linfoide periférico, responsavel por fornecer barreira de defesa para o organismo, por meio da
producao de linfocitos e macrofagos, sendo por isso também considerado um dos principais
orgdos do sistema imunoldgico, e atua na hematopoiese (David e Kartheek, 2015).

De modo geral, apesar de ndo existir um padrao de alteracdes bem nitido entre as lesdes
observadas nos peixes alimentados com diferentes concentragdes do LSEO, a reducao dos
danos hepaticos e renais constatados nos animais suplementados com os menores teores
(EOo,25%, EO0,50%) em relacao aquelas observadas nos peixes dos demais grupos, provavelmente
esta relacionada ao baixo efeito toxico dessas concentragdes. De fato, os OE auxiliam na

manutengdo da saude dos peixes, a exemplo do relatado por Dawood et al. (2020), em que
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tilapias Oreochromis niloticus alimentadas com OE de mentol parecem ter sido beneficiadas
em termos de alteragdes histologicas, provavelmente pela inducao de respostas imunolodgicas e
fisiologicas. Semelhante ao observado em nosso estudo, em que registramos progressao das
perdas do aspecto cordonal e da integridade do pancreas, bem como aumento de alteragdes
nucleares precursoras a necrose (cariolise e cariorrexe), Yigit et al. (2017) relataram que em
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dieta contendo Origanum onites OE
nas concentra¢des mais elevadas (1.5, 2.5 e 3 mL kg™! O. onites), foram observadas necrose ou
degeneracao, tanto no figado quanto no rim.

Em termos de alteragdes histologicas do bago, destaca-se que, de modo geral, a
suplementagdo dietaria com LSEO foi positiva para a reducdo da necrose e¢ da esteatose,
principalmente nos grupos EQo.2s5% € EOos0%, mas ndo observamos diferengas estatisticas
significativas com relacdo ao controle, provavelmente em fun¢do do reduzido periodo em que
os animais foram alimentados com o OE.

Embora o efeito do LSEO j4 tenha sido positivo, mesmo que de forma sutil, no figado,
rim e bago, foi no intestino que os maiores beneficios da suplementagao dietaria puderam ser
notados. Nesse contexto, houve aumento do numero de vilos, bem como de seus comprimento
e largura, elevagdo da quantidade de células caliciformes e da area dos vilos principalmente dos
animais suplementados com as menores concentracdes do OE. A melhora nas caracteristicas
morfométricas intestinais pode estar relacionada ao desbalanco na microbiota, ou seja, ao
favorecimento de bactérias benéficas em detrimento daquelas prejudiciais (que agridem a
mucosa) (Viola e Vieira, 2007). Tal como sugerido por Robles et al. (2013), o LSEO pode ter
fornecido energia para que as bactérias entéricas benéficas se multiplicassem no intestino dos
D. rerio do presente estudo. As propriedades lipofilicas dos compostos dos OE conferem aos
seus constituintes, principalmente aos majoritarios, a capacidade de transpor a membrana das
bactérias até atingir o meio intracelular. Isso faz com que ocorra aumento da diversidade da M1,

com elevagdo do numero de bactérias probidticas (Helander et al., 1998).

5. Conclusao

O LSEO a concentragao de 0,25% na ra¢ao, administrado durante 15 dias, foi benéfico
para os peixes D. rerio na medida em que alterou a MI, aumentando a riqueza, diversidade e
abundancia das espécies de bactérias. A suplementacgdo dietaria com o 6leo essencial inibiu o
crescimento de algumas espécies de bactérias potencialmente patogénicas. O LSEO foi capaz

de aliviar o estresse oxidativo observado a partir da analise das enzimas do figado de D. rerio,
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bem como atuou na redugdo das alteragdes histoldgicas do figado, rim e bago. Além disso,
animais do grupo L. sidoides EOo.2s% apresentaram melhora nas caracteristicas morfométricas
intestinais, como aumento do nimero, comprimento e largura de vilos, bem como elevagao da
quantidade de células caliciformes e da area dos vilos, sugerindo influéncia sobre o balango de
bactérias entéricas. Outros estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar o potencial probiotico

das bactérias mais abundantes na M1 de D. rerio.
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Resumo

Este estudo avaliou o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides (LSEO), a concentragdo de
0.25 %, sobre a resposta inflamatdria e os parametros histoldgicos em Danio rerio. Um total de
315 peixes foi distribuido em 21 aquarios (n = 15), perfazendo os seguintes grupos: NC —
animais alimentados com ra¢ao sem suplementagcdo; GA — animais alimentados com ragao
contendo alcool de cereais; e EO — animais alimentados com ragdo contendo LSEO. Apds um
periodo de 15 dias, os animais foram anestesiados e o processo inflamatério induzido por
inje¢do via intraperitoneal (VI) como segue: parte dos peixes ndo recebeu injecdo VI (NC);
parte deles recebeu injecdo VI contendo solucdo salina 0.65 % (SS ou s) (NCs, GAs e EOs) e
outra parte recebeu inje¢do VI com Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE ou 1) (NCt, GAT €
EOrT). Depois de 6 h, os D. rerio foram novamente anestesiados e eutanasiados para coleta do
exsudato e dos 6rgdos para analise histologica. Embora EOt tenha apresentado maiores valores
de monocitos e basofilos do que aqueles reportados para NC, sugerindo um possivel efeito do
fitoterapico sobre os mecanismos de defesa dos peixes, em geral, ndo houve diferencas
estatisticas significativas quanto a contagem total e diferencial de leucocitos entre os grupos
suplementados e os demais. Em relagdo a analise histologica, figado, rim, baco e intestino dos
animais do tratamento EOt apresentaram reduzidas alteracdes em relagdo aquelas observadas
para os 6rgaos dos animais dos outros tratamentos, observando-se, por exemplo, manutengao
do aspecto cordonal, menor degeneragdo tubular, e maior niimero, comprimento, area e
perimetro de vilos intestinais. Portanto, a utilizagdo de LSEO a concentracao de 0.25 % parece
ser benéfica a satide de D. rerio submetidos a injecdo VI com CAE, na medida em que o
fitoterapico atuou sobre as células de defesa e promoveu a melhoria das condigdes histologicas.
Este estudo permite o aumento de conhecimentos relacionados a utilizagcdo de EO na dieta para
peixes, em especial para o D. rerio, espécie comumente utilizada como modelo bioldgico nas
atividades de pesquisa.

Palavras-chave: aquicultura, ascite, histomorfometria, suplementagdo dietéria.

1. Introdugao

A necessidade de identificar novos agentes, economicamente viaveis e ambientalmente
sustentaveis, que atuem sobre a melhoria da saude humana e animal, tem levado ao estudo de
compostos derivados do metabolismo secundario de espécies vegetais (Shoff et al., 1991).
Nesse interim, o 6leo essencial de Lippia sidoides (LSEQO), espécie nativa da rica flora
brasileira, tem despontado na medicina popular em func¢do de suas propriedades antibacteriana,
antioxidante, antisséptica, antifingica e anti-inflamatoria (Fernandes et al., 2008; Almeida et
al., 2010). Por esse motivo, ela também foi incluida na Rela¢ao Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) do Brasil (Garmus et al., 2015).

No caso do LSEO, sua atuagdo antioxidante esta intrinsecamente relacionada aos seus
constituintes majoritarios, tais quais o monoterpeno timol. Segundo Santos et al. (2016), a

atividade de fitoquimicos como os terpenoides € responsavel pelo seu potencial antitumoral e,
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nesse sentido, tem capacidade de atuar sobre células tumorais do Carcinoma Ascitico de Ehrlich
(CAE), um modelo comumente empregado para o estudo de neoplasia experimental.

De acordo com Ozaslan et al. (2011) e Salgado et al. (2002), a utilizacdo do CAE ¢
amplamente difundida porque se trata de um carcinoma indiferenciado, originalmente
hiperdiploide, altamente transplantavel, ndo apresenta regressdo, possui rapida proliferacao,
tem vida util curta, é totalmente maligno e ndo possui antigeno especifico de transplante de
tumor.

Os pressupostos que devem ser atendidos para que um animal seja considerado um
modelo biologico, segundo Fagundes e Taha (2004), sdo: o estudo dos fendmenos biologicos
ou de comportamento do animal sejam permitidos, um processo patologico espontdneo ou
induzido possa ser investigado ¢ o fendmeno, em um ou mais aspectos, seja semelhante ao
fendmeno em seres humanos.

Nesse contexto, a produgdo de embrides transparentes e seu desenvolvimento fora do
utero, a conformagao das caracteristicas fisiologicas, que permitem seu uso em diferentes areas
de pesquisa, ¢ a inovagao e o desenvolvimento de técnicas moleculares fazem do Danio rerio
uma das espécies mais utilizadas como modelo biologico ao redor do mundo (Teame et al.,
2019). Outros atributos também foram fundamentais para que isso acontecesse: a facilidade de
manutengdo nos aquarios, a alta taxa reprodutiva, o ciclo curto de vida e a similaridade do seu
material genético com a do genoma humano (Howe et al., 2013).

Com base nas propriedades do LSEO, nosso objetivo foi avaliar seus efeitos sobre o

processo inflamatorio e sobre as condigdes histologicas de D. rerio injetados com CAE.

2. Material e métodos

2.1 Extracdo do 6leo essencial e analise de composi¢ao quimica

Folhas de Lippia sidoides cultivadas na Se¢do de Plantas Medicinais da EMBRAPA
Amazonia Ocidental em Manaus, Amazonas (03° 06'23.04” S e 60° 01'35.14"” W), com 50 m
de altitude média e 2200 mm de precipitagdo anual média, foram utilizadas como matéria-prima
para obtencao do oleo essencial (EO). As plantas foram coletadas no periodo da manha, e o
material processado no Laboratorio de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazonia
Ocidental, Manaus, Brasil. A hidrodestilagdo foi o0 método utilizado para a obten¢do do EO,
com auxilio de equipamento tipo Clevenger. Posteriormente, o oOleo foi submetido a

refrigeracdo a -18 °C em vidro ambar.
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Para anélise da composi¢do quimica, foi utilizado um cromatografo gasoso Agilent
(Palo Alto, USA) 7890A equipado com coluna capilar HP-5 (5% -difenil-95% -dimetil silicio
30 m % 0,32 mm x 0,25 um). Programou-se a temperatura para a faixa de 60 a 240 °C, a 3 °C

!, e utilizou-se como gas de arraste o hidrogénio (1,5 mL min™'). Injetou-se o volume total

min
de 1,0 puL de solucdo de EO a 1% em diclorometano (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha)
com divisao de fluxo (1: 100, injetor a 250 °C). O espectro de massa foi obtido em um sistema
Agilent 5973 N operado no modo de impacto eletronico (EIMS) a 70 eV, acoplado a um
cromatografo Agilent 6890 usando o mesmo procedimento de injecdo e temperatura citados
acima. O célculo dos indices de retencdo foi realizado a partir dos tempos de retencdo dos
compostos de uma série de n-alcanos (C7-C26). A identifica¢do e quantificagdo dos compostos
majoritarios foram realizadas por comparagao do espectro de massa obtido com os dados da
biblioteca espectral (Wiley 6th Ed.) e pelos indices de retencdo calculados e comparados com
os valores publicados (Adams, 2007).

A espécie foi depositada no Herbario EAFM (Herbario do Instituto Federal de

Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas - CMZL) sob o nimero 13.882: nome cientifico:

Lippia sidoides; nome comum: alecrim-pimenta; familia: Verbenaceae.

2.2 Preparo da dieta experimental

Para o preparo das dietas experimentais, foi utilizada a racdo comercial extrusada
Nutripiscis Starter 45 da Neovia Nutricdo e Saude Animal Ltda. 0,8 mm. A inclusdo do LSEO
foi realizada de acordo com Dairiki et al. (2013), utilizando-se alcool de cereais como veiculo
para incorporacdo do 6leo na ragdo. Assim, uma solu¢do 100 mL de 4lcool de cereais com o
LSEO diluido até a obtencao da concentragao de 0.25% foi aspergido em 1000 g de ragdo; no
tratamento alcool de cereais (GA), houve aspersdao somente do alcool de cereais sobre a ragao
na mesma propor¢do. O controle negativo (NC) consistiu somente da ragdo comercial, sem
suplementagdo dietaria. A racdao foi mantida a temperatura ambiente por 24 h para secagem e
posteriormente armazenada a -18 °C. Vinte e quatro horas antes de fornecimento aos peixes, a
racdo era pesada e armazenada a 4 °C até¢ o momento da alimentagdo. A oferta alimentar ocorreu
por 15 dias, trés vezes ao dia e com quantidade correspondente a 5 % da biomassa total do

aquario.
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2.3 Obtencao dos animais e condi¢des experimentais

Os D. rerio adquiridos de uma piscicultura comercial em Araquari, Santa Catarina,
foram transportados até o Laboratorio de Sanidade de Organismos Aquaticos (AQUOS), da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde os experimentos foram conduzidos.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC
(CEUA/UFSC 8442200220).

O manejo dos peixes e a manutencao dos parametros de qualidade da dgua levaram em
consideragdo as recomendacdes da comissdo de ética ¢ do manual intitulado “Zebrafish —
Manual de criagdo em biotério” (Dammski et al., 2011). Nesse sentido, aquarios plasticos
retangulares de 16 L de volume til foram utilizados como unidades experimentais, dispostas
no Bioensaio de Peixes Ornamentais do Laboratorio AQUOS/UFSC.

As unidades experimentais foram acopladas a um sistema de recirculagdo de agua do
tipo semi-aberto, com filtros mecanicos, bioldgicos (anaerdbio e aerdbio) e esterilizagdo
ultravioleta; a 4gua foi desclorada com tiossulfato de sdédio (5 mL de uma solugdo (50 g de
tiossulfato de sddio diluido em 500 mL de agua destilada) foram aplicados em 250 L de dgua
do sistema); a taxa de renovacao da agua foi de aproximadamente 20 % ao dia e o excesso de
fezes removido por sifonagem duas vezes ao dia; o fotoperiodo foi controlado 12L:12E (luz e
escuro); em relacao aos parametros de qualidade de dgua, temperatura, pH e oxigénio dissolvido
foram medidos diariamente com auxilio de multiparametro (Hanna®, modelo HI-9828, USA);
amonia total, nitrito e nitrato foram medidos todos os dias por teste colorimétrico (Alfakit®,
Brasil). Durante o periodo experimental, a temperatura média foi de 26,90 + 2,30 °C, oxigénio
dissolvido 7,33 = 1,00 mg.L!, pH 6,62 £ 0,21, amonia total 0,03 = 0,01 mg.L!, nitrito 0,01 +
0,01 mg.L!, nitrato 0,00 + 0,00 mg.L™!.

2.4 Delineamento experimental

Um total de 315 peixes (peso de 0,3 + 0,04 g e comprimento de 2,7 = 0,23 cm) foi
distribuido em 21 aqudrios (n = 15), perfazendo os seguintes grupos: NC — animais alimentados
com ragdo sem suplementacdo; GA — animais alimentados com ragdo contendo alcool de
cereais; e EO — animais alimentados com rac¢ao contendo LSEO. Apds um periodo de 15 dias,
os animais foram anestesiados (Grush & Noakes, 2004) o processo inflamatorio foi induzido
(secdo 2.5) por injecdo via intraperitoneal (VI) como segue: parte dos peixes ndo recebeu

injecdo VI (NC); parte deles recebeu inje¢ao VI contendo solucao salina 0.65 % (SS) (NCs,
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GAs e EOs) e outra parte recebeu injecdo VI contendo CAE (NCt, GAr ¢ EOr), todos os

tratamentos em triplicata.

2.5 Indugao do processo inflamatorio

Aproximadamente 4 mL de liquido ascitico foram coletados de trés camundongos
Balb/c previamente submetidos a injecdo VI com CAE no Laboratorio de Farmacologia, da
UFSC. Do conteudo total, armazenado em dois eppendorf estéreis de 2.5 mL cada, dispostos
em uma caixa de isopor com gelo, uma aliquota de 10 uL foi diluida em 890 pL de solugdo
salina 0.9 % contendo 100 puL de corante azul de tripan para o calculo da viabilidade celular
(Ri, 1999).

Imediatamente apos esse procedimento, a fim de induzir o processo inflamatério, com
auxilio de uma microseringa 26S Hamilton 80300 701N de 10 pL, procedeu-se a inje¢ao VI do
CAE em parte dos D. rerio previamente anestesiados (60 pL de solugdo estoque de o6leo de
cravo (10 %, diluida em etanol) por 1 mL de 4gua (Grush & Noakes, 2004)), de modo que cada
individuo alvo recebeu 10 pL do liquido ascitico contendo CAE a concentragdo de 10° células
tumorais viaveis (modificado de Moore et al., 2016). Dependendo do tratamento, conforme o
delineamento experimental, parte dos animais teve o processo inflamatério induzido por inje¢ao
VI com solugdo salina 0.65 % (modificado de Martins et al., 2001; Martins et al., 2006; e Dotta,
2015).

2.6 Coleta e avaliacao das células do exsudato

A resposta inflamatoria foi avaliada 6 h apos a injegdo VI com SS ou CAE, de acordo
com a metodologia modificada a partir de Martins et al. (2001). Nesse sentido, os peixes foram
anestesiados (Grush & Noakes, 2004) e eutanasiados para coleta de material bioldgico e
realizagdo das analises propostas. Com auxilio de uma seringa de insulina 1 mL, o interior da
cavidade intraperitoneal dos peixes foi lavado com 0.5 mL de PBS contendo 0.01 mL de EDTA
a 5%. O conteudo coletado foi armazenado em eppendorf estéril de 1.5 mL, mantido em gelo,
e diluido a propor¢do 1:4 para determinar o niimero total de leucdcitos (n.mL™') em Camara de
Neubauer. Posteriormente, o contetido foi centrifugado (150 G por 10 min), o sobrenadante

descartado e as células utilizadas para confec¢ao de extensdes, coradas com Giemsa.
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2.7 Anélise histologica

Figado, rim, bago e intestino de 84 peixes (4 por aquario) foram coletados e fixados
em solucdo de formalina 10 % tamponada para avaliar as alteracdes provocadas pelos
tratamentos administrados. Os 6rgaos foram desidratados em série crescente de alcool etilico,
clarificados em xilol, embebidos em parafina aquecida a 60 °C e seccionados a espessura de 4
pum (Humason, 1962). As laminas permanentes foram montadas em Entellan® e analisadas em
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) (ZEISS, Axio Imager A.2,
Gottingen, Alemanha). As alteragdes histologicas foram avaliadas semiquantitativamente
conforme o grau de severidade das lesdes: 0 (auséncia de alteragdo), 1 (alteracdo leve,
correspondendo a menos de 25 % da érea tecidual), 2 (alteragdo moderada, com 25 a 50 % da
area tecidual) e 3 (alteracdo severa, com mais de 50% da érea tecidual), de acordo com método
descrito por Schwaiger et al. (1997) e modificado por Brum et al. (2018). Ademais, foi realizada
a histomorfometria intestinal, isto ¢, foram medidos comprimento, largura, area e perimetro dos
vilos, bem como quantificado o nimero de células caliciformes por vilo, utilizando, para tanto,
fotomicrografias obtidas em DIC equipado com sistema de captura de imagem e software Zen

Pro (Zeiss, Alemanha).

2.8 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar
normalidade e homocedasticidade de variancia, respectivamente. Os dados ndo homogéneos
foram transformados em logl0 (x +1). Estando os pressupostos garantidos, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia anova unifatorial e as médias comparadas pelo teste de Tukey.
Todos os testes foram realizados ao nivel significdncia de 5% com auxilio do software Statistica

10.0.
3. Resultados
3.1 Analise da composicao do 6leo essencial
Timol (72,2 %), p-cimeno (8,1 %) e (E)-cariofileno (4,9 %) figuraram como os

compostos predominantes no LSEO (Figura 1). Em menor concentragdo, destacam-se: o-

humuleno e espatulenol (0,2 %, cada); B-pineno, a-felandremo, 6-3-careno, (Z)-f-ocimeno, (E)-
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-ocimeno, terpinoleno, linalol, a-terpineol, n.i., allo-aromadendreno e a-muuroleno (0,1 %,

cada).

Figura 1: composicao do 6leo essencial de Lippia sidoides; n.i = compostos ndo identificados.

80
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Compounds

3.2 Analise do exsudato

A partir da anélise do exsudato, foi possivel observar o seguinte (Tabela 1): em termos
de leucdcitos totais, verificou-se que NCt e GAr apresentaram maiores valores do que os
reportados para NC e EOs, porém EOr nao diferiu estatisticamente de nenhum dos demais
tratamentos; a respeito dos linfocitos, GAT exibiu aumento em comparagdo com NC, NCs e
EOs, e EOr apresentou valores estatisticamente iguais aos demais grupos; os monocitos foram
mais elevados em EOt do que em NC; basofilos foram maiores em EOt e NCs do que em NC;
e os valores de neutroéfilos foram mais elevados em GAT do que em EOt, GAs e NC. Para esse
tipo celular, os valores reportados para EOt foram estatisticamente iguais a todos os

tratamentos, exceto GAr, o qual foi mais elevado.
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3.3 Analise histologica

A partir da analise histologica, foi possivel observar os seguintes resultados em relacao
ao figado dos animais (Figura 2 e Tabela 2): EOt apresentou menor perda do aspecto cordonal
do que o reportado para GAt, GAs ¢ NCs; em EOt e EOs houve reducdo da perda da
uniformidade no tamanho das células e nucleos em comparagdo com GAt, GAs e NCs;
registrou-se diminuicao do aspecto balonoso dos hepatocitos em EOr, se comparado com NCs;
nos animais dos tratamentos EOT, NCs, GAs e GAT observou-se menor dilatacdo dos sinusoides
do que em NCr; em EOr, houve reducao do infiltrado eosinofilico em relagao ao GAs, menor
hipertrofia dos hepatécitos, quando comparado aos GAt, GAs ¢ NCs ¢ menos necrose do que

em NCr e GAr.

Figura 2: Alteragdes histoldgicas do figado de Danio rerio alimentados com Lippia
sidoides EO. Em “a”, observam-se nucleos dos hepatdcitos (cabeca de seta) e
sinusoides normais (seta), além da manutencao do aspecto cordonal (EOt); em “b” se
evidencia a perda do aspecto cordonal e macroesteatose (asterisco) (NCs); em “c”, as
cabegas de seta mostram a congestao de grandes vasos, as setas pontuam um sinusoide
congesto ¢ dilatado e os asteriscos apontam necrose (NCr); em “d”, tem-se a presenga
de muitos nucleos com cariorrexe (seta) e cariolise (cabega de seta) (Gr).

o
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No rim (Figura 3 e Tabela 3), observou-se redu¢do da degeneragdo granular em EOr,
em comparagao com NCr; houve menor hipertrofia celular em EOt, EOs e GAs, em relagdo ao
NCr; em EOr, registrou-se menos hipertrofia nuclear do que no NCr e menor dilatagio da luz
tubular do que em NCt e GAr; observou-se mais rompimento celular em NCr e GAt do que
em EOrt, EOs e GAs; em EO1 e GAs, foram registrados menores valores de degeneracao tubular
do que em NCs e NCt; em EOT, EOs e NCs, houve menos infiltrado linfocitario do que em

NCr.

Figura 3: Alteragdes histologicas do rim de Danio rerio alimentados com Lippia sidoides EO.
Em “a”, observa-se a presenga de tibulos renais integros (cabega de seta) e glomérulo normal
(seta) (EOr); os asteriscos em “b” evidenciam intensa degeneragao granular (NCr); em “c”, ha
forte degeneragdo e rompimento celular (seta) e vacuolizagdo celular (cabega de seta) (NCr);

em “d”, tem-se intenso infiltrado linfocitario (seta) (NCr).
Yo i 53 . P [ b e
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Com relagao as alteracdes no baco (Figura 4 e Tabela 4), EOt apresentou menos centros
de melanomacréfagos (MMC) do que NCs e menor quantidade de melanomacrofagos soltos,

em comparagao com NCs, NCt e EOs; houve menos necrose em EOt, EOs, GAs e NCs do que

em NCr.

Figura 4: Alteracdes histologicas do bago de Danio rerio alimentados com Lippia sidoides EO.
Em “a”, observa-se a presenca de um bago normal (EOr); o asterisco em “b” evidencia a polpa
vermelha e a seta aponta a polpa branca de um bago normal (EOr); em “c”, observa-se necrose
(seta) (NCt); em “d”, tem-se a presenca de centro de melanomacrofago (asterisco) e
melanomacrofagos soltos (cabega de seta) (NCr).
] o - s ¥ o
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No intestino (Figura 5 e Tabela 5), houve aumento do nimero, da area e do perimetro
dos vilos em EO1 ¢ GAs, em comparacao com NCs, NCr, GAt e EOs; em EOr, registrou-se
maior comprimento dos vilos, em relacdo aos EOs, GAT, NCs ¢ NCt, bem como maior
quantidade de células caliciformes, se comparado aos NCs, NCt, GAs ¢ GAr; observou-se que
EOT, GAr e GAs apresentaram reducgdo do infiltrado eosinofilico em relacdo aos NCrt e EOs;

em EOt houve, ainda, menor vacuoliza¢dao do que em NCs, NCr e GAs.

Figura 5: Alteracdes histologicas do intestino de Danio rerio alimentados com Lippia sidoides EO.
Em “a”, observa-se 6rgdo com vilos integros (EOr); as cabegas de seta em “b” evidenciam o maior
grande nimero de células caliciformes (cabeca de seta), bem como vilos mais compridos e mais
largos (EOr); em “c”, os vilos possuem menor comprimento € menos células caliciformes (cabeca
de seta) (NCr); em “d”, tem-se a presenca de infiltrado eosinofilico (cabega de se

)
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4. Discussio

Os constituintes quimicos de uma determinada espécie vegetal comumente variam, em
termos de tipo e concentragdo, em fung¢dao de multiplos fatores. Entre eles, destacam-se
pluviosidade, clima, periodo do dia, regido geografica, variedade e idade da planta, bem como
método de secagem e de extragdo do dleo essencial (Fontenelle et al., 2007). Assim como no
presente estudo, Baldim et al. (2019) identificaram que o timol foi o composto majoritario do
LSEO, com 68.22 %, seguido do p-cimeno (9,43 %). Destaca-se, nesse contexto, que a atividade
biologica dos EO esté intrinsecamente relacionada ao seu elemento com maior concentragao,
porém os efeitos sinérgicos da sua gama de constituintes sdo relevantes (Veras et al., 2012;
Trombin de Souza et al., 2022).

Alguns compostos derivados de plantas, a exemplo dos terpenos, grupo do qual o timol
faz parte, tém reconhecido potencial antioxidante e podem, por isso, estar envolvidos em
atividades antitumorais, em decorréncia do poder citotoxico contra células tumorais (Liu, 2004;
Li e Oberley, 1997; Ruby et al, 1995; Nascimento et al, 2006). Embora ndo tenham relatado
diferengas estatisticamente significativas, Santos et al. (2016) observaram que o uso do extrato
hidroalcodlico de Euphorbia tirucalli (125 mg kg™) reduziu o volume ascitico total e o nimero
total de células tumorais em ratos Swiss previamente injetados com CAE. De modo similar,
Meireles et al. (2016) relataram que a utilizagdo de EO de Croton polyandrus Spreng. (100 ou
150 mg kg!) administrado para ratos inibiu o crescimento tumoral, com reducio do volume e
da viabilidade celular de CAE.

Ressalta-se, todavia, que no presente estudo, a avalia¢ao do efeito do LSEO foi realizada
sobre o processo inflamatorio induzido pelo CAE e ndo sobre as células tumorais propriamente
ditas. De acordo com Fecchio et al. (1990), o implante desse tumor ¢ suficiente para induzir a
uma resposta inflamatoria local, com aumento da permeabilidade vascular, formagao de edema
intenso, migragdo celular e progressiva produ¢do de fluido ascitico. Embora ndo tenhamos
observado nitidamente a dilatacio abdominal nos peixes, conseguimos coletar o liquido
ascitico, fluido essencial para o crescimento do tumor, na medida em que constitui uma fonte
nutricional direta para as cé¢lulas de CAE (Gupta et al., 2004).

A resposta inflamatéria nos vertebrados € responsavel pela modulacao inicial da defesa
inata, até¢ que a imunidade especifica seja adquirida (Prado et al., 2018). Durante esse processo
nos peixes, a migracao de leucocitos da corrente sanguinea para o sitio da inflamagao € o evento
mais caracteristico da fase aguda (Suzuki e lida, 1992). Ao analisarem as células do exsudato

obtido ap6s periodos de 3 ha 72 h da injegdo de carragenina na bexiga natatoria de Oreochromis
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niloticus, Reiko Matushima e Matiano (1996) observaram que, diferentemente do presente
estudo, os trombocitos foram as células predominantes. Semelhantemente ao reportado aqui,
esses autores registraram quantidades pouco expressivas de macréfagos, granuldceitos e outras
c¢lulas ndo caracterizadas morfofuncionalmente.

Diferentemente do observado no presente estudo, em que o LSEO aparentemente nio
exerceu influéncia sobre a quantidade celular no liquido ascitico, em relacao aos demais grupos,
Martins et al. (2008) relataram aumento do ntimero de células no exsudato de O. niloticus
alimentadas com dieta suplementada com vitaminas C e E durante 30 dias antes da inducao do
processo inflamatério. Dotta et al. (2015) também perceberam aumento na contagem de
leucdcitos no exsudato da bexiga natatoria de peixes suplementados com extratos naturais de
propolis e Aloe barbadensis injetados com carragenina.

Enquanto registramos uma quantidade de neutrofilos estatisticamente igual entre EOt e
os demais tratamentos, exceto GAT, que teve maior nimero dessa célula, Rodrigues-Soares et
al. (2018) relataram que O. niloticus alimentadas por 45 dias com racdo seca contendo L. alba
EO (4 mL kg!) e injetadas com carragenina apresentaram menor quantidade desse tipo celular
que os demais tratamentos. Embora nossos registros ndo tenham demonstrado diferencas
relevantes, Santos et al. (2016) e Bergami-Santos et al. (2004) afirmam que ja se demonstrou
que a resposta inflamatoria neutrofilica € essencial para o controle tumoral, porém o alto influxo
dessas células pode promover o desenvolvimento de CAE. Adicionalmente, como sugerido por
Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) e Rodrigues-Soares et al. (2018), € possivel que o tempo
de 6 h ap6s a injegdo de CAE no peritdnio de D. rerio ndo tenha sido suficiente para migragao
dos neutrofilos, seguido dos macréfagos, processo que caracteriza a resposta aguda do processo
inflamatorio

O fato de os animais do tratamento EOrt terem apresentado valores estatisticamente
iguais aos dos demais grupos, para leucocitos totais e linfocitos, e aumento da quantidade de
mondcitos e basofilos, em relacdo aquela reportada para NC, sugere que o LSEO ao menos
manteve o perfil de migracao celular para o foco inflamatério, dando condigdes aqueles animais
injetados com CAE de combaterem a injuria sofrida. Junto a outras células, os mondcitos e
basofilos participam da media¢do das atividades do sistema imunoldgico inato, atuando na
defesa do hospedeiro contra organismos invasores (Thrall, 2019). Nesse sentido, o fato de seus
valores aparecerem mais elevados nos peixes suplementados com LSEO e injetados com CAE
pode significar um efeito imunomodulador, sugerindo que o fitoterapico tenha ativado os

mecanismos de defesa e favorecido a saude dos animais (Chakraborty e Hancz, 2011).
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Em todos os orgdos analisados no presente estudo, a partir da técnica histologica,
observaram-se nitidas melhorias das condic¢des teciduais dos peixes do tratamento EOt em
relagcdo aos demais. Resultados similares foram obtidos por Dawood et al. (2020), que notaram
que O. niloticus expostas ao organofosforado clorpirifés e alimentadas com ragao contendo
6leo de mentol (EOM) mantiveram os tecidos hepético e intestinal integros. Na ocasido, a
adi¢ao do 6leo melhorou a porcao hepatica, proporcionando um tecido com hepatodcitos sem
degeneracao ou congestdo de sinusoides sanguineos; em relagdo ao intestino, manteve os vilos
intestinais normais € com maior comprimento, as camadas da parede aderidas umas as outras e
saudaveis, bem como a prote¢do da mucosa. A histoarquitetura hepatica de carpas Cyprinus
carpio alimentadas por 30 dias com dieta contendo Origanum vulgare EO também se
apresentou normal, com canaliculos da bile, acidos pancreaticos e aspecto cordonal mantidos,
bem como tecido renal integro (glomérulo, epitélio de revestimento, tibulos e espaco de
Bowman) (Khafaga et al., 2020).

De acordo com El Euony et al. (2020), o uso de 500 ppm de Thymus vulgaris EO
(TVEO) por um més em dietas para Clarias garipenus submetidos ao neonicotinoide
tiametoxican promoveu a manuten¢do da integridade histologica de 6rgaos como figado, rim e
baco. Semelhante ao encontrado por noés, esses autores afirmaram que o figado apresentou
lesdes menos graves e menos distribuidas; o parénquima renal foi restaurado, com glomérulos
de tamanhos dentro do esperado, bem como com tubulos renais, espago de Bowman, luz
tubular, infiltrados e tecido intersticial preservados; quanto ao bago, embora nido tenham
reportado diferencas significativas em relagdo ao controle, os autores perceberam um
parénquima esplénico integro, sem deplecao de linfécito ou necrose, bem como com as polpas
branca e vermelha integras, sinusoides ndo dilatados, sem hemorragia e com MMC distribuidos
de modo ordenado e pouco espalhados pelo tecido.

Os MMC, agregados de macrofagos fortemente pigmentados presentes no rim, bago e
figado dos vertebrados, sdo essenciais para o sistema de defesa dos peixes (Fournie et al. 2001;
Kurtovi¢ et al., 2008). O nliimero e o tamanho dos MMC podem ser aumentados sob condigdes
de estresse, quando fagocitam agentes infecciosos, levando-os aos linfocitos até que o corpo do
peixe seja estimulado e produza anticorpos (Steinel e Bolnick, 2017). A manuten¢do dos valores
de MMC no bago dos D. rerio do grupo EOr, em relagdao aos demais tratamentos, mesmo
naqueles que receberam SS ao invés de CAE, sugere que o LSEO teve a capacidade de manter
a funcao desses macrofagos pigmentados mesmo diante da presenca das células tumorais.

Em geral, o efeito positivo do LSEO nos 6rgaos de D. rerio do presente estudo pode ser

atribuido a sua propriedade antibacteriana, fortemente associada ao seu composto majoritario,
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o timol (Bakkali et al., 2008). No entanto, informacdes recentes ddo conta de que a atividade,
em especial a anticancerigena e anti-inflamatoria, dos EO deve ser analisada sob a otica da
significativa teoria da acdo sinérgica, enfatizando a importancia de estudar o dleo essencial
como um todo, ao invés de seus componentes separadamente (Bhalla et al., 2013). Nesse
contexto, os peixes do tratamento EOr, embora tenham sido afetados pela injecao com CAE,
podem ter conseguido promover, por meio da dieta suplementada, um desbalango na MI,
favorecendo bactérias benéficas em detrimento daquelas prejudiciais ao organismo, tal como
sugerido por Viola e Vieira (2007) e Chagas et al. (2020). Em consequéncia disso, ao fornecer
energia para multiplicagdo de bactérias entéricas benéficas, sugere-se que o LSEO tenha
proporcionado maior capacidade de digestdo intestinal e imunidade local, ocasionando elevacao
da digestibilidade alimentar e da funcao fisiologica (Padala et al., 2018; Melo-Bolivar et al.,
2021).

5. Conclusdo

O oleo essencial de L. sidoides foi capaz, em certa medida, de manter a quantidade e o
perfil de células do exsudato em relacdo aos demais tratamentos, mesmo nos animais injetados
com Carcinoma Ascitico de Ehrlich. Além disso, sua suplementacdo na ra¢do melhorou as
condigdes histoldgicas do figado, rim e baco dos peixes. No intestino dos peixes suplementados,
o aumento da quantidade, comprimento, area e perimetro dos vilos, bem como do niimero de
células caliciformes foram resultados importantes, sugerindo influéncia sobre o equilibrio de

bactérias entéricas.
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2 CONCLUSAO

O oleo essencial de L. sidoides na concentragao de 0,25% na ra¢ao, administrado durante
15 dias, foi benéfico para os peixes D. rerio na medida em que alterou a microbiota intestinal,
aumentando a riqueza, diversidade e abundancia das espécies de bactérias. O fitoterapico inibiu
o crescimento de algumas espécies de bactérias potencialmente patogénicas, aliviou o estresse
oxidativo, observado a partir da analise das enzimas do figado de D. rerio, bem como atuou na
manuten¢do da integridade do parénquima hepatico, renal e esplénico.

O aumento do numero, comprimento e largura de vilos, e a elevacao da quantidade de
células caliciformes e da area dos vilos sugerem que a suplementacao dietaria com o 6leo, ao
melhorar a microbiota intestinal, permite que o peixe tenha a funcdo digestiva aumentada,
aproveitando melhor os nutrientes do alimento.

Em relacdo a contagem total e diferencial de leucdcitos recuperados do exsudato dos D.
rerio inoculados com Carcinoma Ascitico de Erlich, percebeu-se que, em certa medida, o 6leo
manteve a quantidade e o perfil de células em relagdo ao observado nos demais tratamentos. O
aumento da quantidade de mondcitos e basofilos nos animais suplementados com LSEO e
injetados com Carcinoma Ascitico de Erlich sugere que o fitoterdpico tenha ativado os
mecanismos de defesa e favorecido a saide dos animais.

Portanto, a suplementacdo dietaria com o 6leo na concentragdao de 0,25%, durante 15

dias, foi benéfica para a saude de D. rerio.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Executar um trabalho em nivel de doutorado ¢ uma honra, a0 mesmo tempo em que traz
uma responsabilidade enorme. Ainda somos poucos num pais sedento por educagdo, sedento
por profissionais qualificados. Atualmente, os desaios parecem ainda maiores, e chegar ao fim
dos experimentos e defender a tese ¢ uma vitoria.

Aliado as restrigdes impostas pela pandemia do COVID, que fechou muitos laboratorios
por quase 2 anos, o corte de recursos para consecu¢do de projetos nas Universidades Publicas
brasileiras afetou fortemente a consecuc¢do das pesquisas no pais. A auséncia, ainda que
temporaria em fungdo da pandemia, dos profissionais que atuam nos laboratorios, a falta de
reagentes quimicos para consecucdo de algumas andlises e o cendrio de inseguranca e desdnimo
de muitos colegas (falta de bolsa, problemas associados a saude mental) talvez tenham
constituido os elementos mais desoladores de meu percurso enquando aluno de doutorado. No
meu caso em especifico, semelhante ao que ocorre com a grande massa populacional do nosso
Brasil, em que os estudos concorrem com o trabalho, foi necessario avangar a madrugada para
produzir um trabalho com a qualidade que a sociedade merece.

Essa tese ¢ resultado do trabalho de muitas mentes e foi produzido a muitas maos. Tem
o suor de quem ndo teve a oportunidade de chegar aos bancos de uma universidade, por
exemplo, mas também tem o esfor¢o de quem ja percorreu 0 mesmo percurso que 0 meu € agora
¢ capaz de auxiliar.

A realizagdo dessa pesquisa foi extremamente importante para evidenciar, ainda mais,
a importancia da utilizacao dos fitoterapicos para o fortalecimento da saude dos animais como
um todo, inclusive para os seres humanos.

Esse trabalho ndo comegou aqui e ndo termina aqui. Outras investigagdes devem ser
realizadas para fortalecer os conhecimentos j& solidificados e para possibilitar novas
descobertas, descobrir novas matérias-primas, outros usos para os fitoterapicos.

E preciso ter folego para ser pesquisador no nosso pais. E necessario querer muito
transformar nossa propria realidade e a realidade da sociedade. E preciso estar atento aos
investimentos que os cidadaos realizam para nos manter nos bancos da universidade. Nao ¢

tarefa facil... € preciso resistir, insistir, persistir.
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