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RESUMO 
 

 
ÓLEO ESSENCIAL DE ALOYSIA TRIPHYLLA EM JUVENIS DE JUNDIÁ 

(Rhamdia quelen) INTOXICADOS COM OCRATOXINA A 
 
 

AUTORA: Flávia Constância de Los Santos de Camargo 
ORIENTADOR: Mauro Alves da Cunha 

 

 

O objetivo deste estudo foi analisar o impacto da utilização do óleo essencial de 
Aloysia triphylla (OEAT) na concentração de 2 mL/Kg, adicionado á ração de jundiás 
(Rhamdia quelen) frente á intoxicação por ocratoxina A em duas concentrações (200 
e 400 µg/Kg). Foram utilizados juvenis de jundiás (R. quelen) machos e fêmeas 
alimentados com dietas contendo ocratoxina A, sendo realizada a avaliação de danos 
hepáticos, renais e dos parâmetros de crescimento. Os peixes foram divididos em seis 
tratamentos com três repetições; cada tratamento era individualizado em um sistema 
de recirculação fechado composto por 3 caixas, sendo utilizado um total de 18 caixas 
contendo 40L de água contendo sete peixes por repetição. Os tratamentos foram os 
seguintes: Controle; OEAT 2 mL/Kg, 200µg ocratoxina + OEAT 2 mL/Kg; 400µg 
ocratoxina + OEAT 2 mL/Kg e 200µg ocratoxina e 400µg ocratoxina sem a presença 
do OEAT.  O experimento teve a duração de 32 dias sendo que no último dia do 
experimento os animais foram pesados, abatidos e foi realizada a coleta de sangue 
total para processamento e obtenção do plasma para a realização das análises 
plasmáticas de enzimas e metabólitos indicadores de lesão renal e hepática. Os níveis 
de TGO e TGP foram avaliados como indicadores de dano hepático e o tratamento de 
400 µg/Kg de ocratoxina A sem o óleo essencial obteve diferença significativa superior 
em relação ás duas enzimas, indicando que o uso do óleo essencial de A. triphylla na 
concentração de 2 mL/Kg protegeu o grupo tratado com 400 µg/Kg de ocratoxina A 
associado ao OEAT de danos hepáticos. O nível de creatinina obteve diferença 
significativa superior apenas no grupo tratado com 400µg de OTA+OEAT, 
demonstrando um efeito possivelmente sinérgico. O valor de proteínas totais diferiu 
estatisticamente de maneira inferior apenas no grupo OEAT 2 mL/Kg. Os parâmetros 
de crescimento, lactato e mortalidade não obtiveram diferença significativa. Diante 
disso concluímos que a utilização do OEAT na concentração de 2 mL/Kg em jundiás 
juvenis é benéfico em relação á proteção hepática ocasionada pela ocratoxina A. 
 

Palavras-chave: Peixes. Micotoxinas. Proteção. Danos hepáticos. Danos renais. 
Piscicultura. 
 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

ESSENTIAL OIL OF ALOYSIA TRIPHYLLA IN INTOXICATED JUVENILE FISH 
(Rhamdia quelen) WITH OCRATOXIN A 

 
 

AUTHOR: Flávia Constância de Los Santos de Camargo 
ADVISOR: Mauro Alves da Cunha 

 
The objective of this study was to analyze the impact of the use of Aloysia triphylla 
essential oil (OEAT) at a concentration of 2 mL/Kg, added to the feed of dentex 
(Rhamdia quelen) against ochratoxin A intoxication in two concentrations (200 and 400 
µg/Kg). Male and female fry (R. quelen) fed diets containing ochratoxin A were used 
to evaluate liver and kidney damage and growth parameters. The fish were divided 
into six treatments with three repetitions; each treatment was individualized in a closed 
recirculation system consisting of 3 boxes, and a total of 18 boxes containing 40L of 
water containing seven fish per repetition were used. The treatments were as follows: 
Control; OEAT 2 mL/Kg, 200µg ochratoxin + OEAT 2 mL/Kg; 400µg ochratoxin + 
OEAT 2 mL/Kg and 200µg ochratoxin and 400µg ochratoxin without the presence of 
OEAT.  The experiment lasted 32 days and on the last day of the experiment the 
animals were weighed, slaughtered and whole blood was collected for processing and 
plasma was obtained for plasma analysis of enzymes and metabolites indicators of 
kidney and liver damage. The levels of TGO and TGP were evaluated as indicators of 
hepatic damage and the treatment with 400 µg/Kg of ochratoxin A without the essential 
oil obtained a significant superior difference in relation to the two enzymes, indicating 
that the use of the essential oil of A. triphylla in the concentration of 2 mL/Kg protected 
the group treated with 400 µg/Kg of ochratoxin A associated with OEAT from hepatic 
damage. The creatinine level obtained significant higher difference only in the group 
treated with 400µg of OTA+OEAT, demonstrating a possibly synergistic effect. The 
total protein value differed statistically lower only in the 2 mL/Kg OEAT group. The 
parameters of growth, lactate and mortality were not significantly different. Therefore, 
we conclude that the use of OEAT at a concentration of 2 mL/Kg in juvenile dolphins 
is beneficial in relation to liver protection caused by ochratoxin A. 
 
Key-words: Fish. Mycotoxins. Protection. Liver Injury. Kidney Injury. Fish farming. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em sistemas comerciais a base energética de peixes onívoros são os grãos, que 

sob más condições de armazenamento podem vir a serem contaminados por 

micotoxinas. As micotoxinas são metabólitos secundários de fungos, que contaminam 

safras agrícolas, em especial grãos, antes ou após a colheita e durante o 

armazenamento, e geram intoxicações em várias espécies, como aves, peixes e 

inclusive humanos, que apresentam níveis diferenciados de morbidade e mortalidade 

de acordo com a exposição á toxina (ZYCHOWSKI et al, 2013).  

Dentre as principais micotoxinas causadoras de danos á saúde animal e humana 

está a ocratoxina, e dentre as ocratoxinas, a ocratoxina A (OTA) é a mais importante, 

podendo ocasionar efeito nefrotóxico, imunossupressor, teratogênico, carcinogênico 

e neurotóxico (JOINT et al, 2001). Baldissera et al. (2020) realizaram estudos que 

evidenciaram que a OTA induz danos oxidativos e perturba as respostas antioxidantes 

musculares em Tambaqui (Colossoma macropomum), o que impacta negativamente 

a saúde dos peixes. Já na avaliação da deposição de OTA em amostras de fígado, 

músculo, rins e pele de Salmão do Atlântico alimentados com 800 e 2,400 µg/kg-1 

durante 8 semanas, Bernhoft et al. (2017) encontraram uma maior deposição de OTA 

no fígado, sendo que o maior pico de deposição de OTA após 3 semanas para ambas 

as concentrações, sugerindo que esta espécie possui a capacidade de eliminar OTA, 

os autores ainda observaram que o depósito de OTA nos rins e na bile foi persistente 

durante todo o experimento, sugerindo a ação do rim no mecanismo de detoxificação 

da OTA.  

Manning et al (2003) avaliaram a utilização de dietas contendo níveis de 1 á 8 

mg OTA/kg, durante oito semanas, para juvenis de Ictalurus puntactus e como 

resultados obtiveram ganho de peso significativamente reduzido em peixes com 1 mg 

de OTA/kg, conversão alimentar diminuída em peixes alimentados com 4 ou 8 mg de 

OTA/kg, menor sobrevivência e hematócrito em peixes com a dieta na concentração 

de 8 mg OTA/kg, sendo observadas ainda lesões histopatológicas moderadas no 

fígado e nos rins posteriores dos grupos tratados com 1 e 2 mg de OTA/kg de ração 

e lesões graves nos mesmos órgãos, dos animais alimentados com 4 e 8 mg de 

OTA/kg na oitava semana. 

Alguns óleos essenciais já foram utilizados para diminuir os danos ocasionados 

por diversos tipos de contaminações e intoxicações em jundiás, como é o caso do 
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óleo essencial de Lippia origanoides contra bactérias isoladas de peixes (JUNIOR et 

al, 2019) e o óleo essencial de Melaleuca alternifolia em intoxicação por aflatoxina em 

jundiás (SOUZA et al, 2019). Um dos óleos essenciais pesquisados em jundiás é o 

óleo essencial de Aloysia triphylla (OEAT). A A.triphylla é uma planta que foi 

catalogada pela primeira vez, na América do Sul, em 1915 por Mondelke (1944). O 

primeiro estudo acerca do OEAT foi publicado por Montes et al (1973), porém o óleo 

essencial desta planta ainda não foi utilizado em estudos relacionados á intoxicação 

por micotoxinas. 

Segundo dados da FAO (2018), a produção mundial de pescado se aproximou 

a 171 milhões de toneladas em 2016, dos quais 47% de produção para consumo 

humano, e 53% para subprodutos. Dentre os peixes mais produzidos no Brasil temos 

destaque para os peixes nativos da América do sul, como é o caso do Jundiá 

(Rhamdia quelen), que é um peixe de couro, com a coloração marrom-avermelhada, 

que vive em lagos e fundos de rios e são onívoros (BALDISSEROTTO, NETO, 2004).  

Pela lacuna que temos em relação á utilização do OEAT em animais 

intoxicados por ocratoxina A, se justifica o presente estudo. 
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2 OBJETIVOS  

 

 2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar se a utilização do óleo essencial de A.triphilla na concentração de 2 mL/Kg, na 

alimentação de juvenis de jundiás evita danos hepáticos e renais ou altera os 

parâmetros de crescimento e mortalidade em peixes alimentados com rações 

contendo ocratoxina A. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Avaliar os efeitos da intoxicação experimental por ocratoxina A de juvenis de jundiás 

no ganho de peso e conversão alimentar e mortalidade. 

b) Avaliar parâmetros de dano renal em juvenis de jundiá, causados pela 

contaminação experimental por ocratoxina A com e sem o OEAT na ração. 

c) Avaliar parâmetros de danos hepáticos em juvenis de jundiá, causados pela 

contaminação experimental por ocratoxina A com e sem o OEAT na ração. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 OCRATOXINA A 

As micotoxinas são compostos secundários de alguns fungos que ocorrem em 

alimentos, e possuem grande importância na saúde humana e animal (TOLA; 

KEBEDE, 2016). A produção de fungos em grãos está associada geralmente a 

colheita e ao armazenamento inadequado dos mesmos, além das más condições de 

transporte, ocasionando alta umidade e comprometendo a qualidade da ração 

ofertada aos animais. Uma das preocupações contínuas em relação às micotoxinas é 

que a ração fornecida com micotoxinas aos peixes e metabolizada possa 

posteriormente afetar os seres humanos através da ingestão da carne com resíduo 

da toxina (CHÁVES-SANCHEZ et al, 1994). 

Existem cinco principais grupos de micotoxinas que ocorrem nos alimentos: 

ocratoxinas, aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e desoxivalenol/nivalenol (TOLA; 

KEBEDE, 2016). 

O efeito de algumas micotoxinas são agudos, com os sintomas aparecendo 

rapidamente, e outros possuem efeito crônico, podendo ocasionar até câncer (TOLA; 

KEBEDE, 2016). Os gêneros de fungos que produzem as micotoxinas que são 

consideradas mais nocivas são: Aspergillus, Fusarium e Penicillium (BENNETT; 

KLICH, 2003). As populações que vivem em países em desenvolvimento e em áreas 

rurais, são as que mais dependem dos alimentos produzidos no local e também são 

as que enfrentam mais problemas relacionados à segurança alimentar, e com o 

aumento da população mundial e da demanda de alimento cada vez mais se discute 

o impacto das micotoxinas neste cenário (MARROQUÍN-CARDONA et al., 2014). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é o órgão que estabelece 

os limites para micotoxinas em alimentos de consumo humano e animal no Brasil. Em 

2011 foi publicada a RDC nº 7, DE 18 DE FEVEREIRO DE 2011, que foi alterada pela 

RDC Nº 138, DE 8 DE FEVEREIRO DE 2017, nelas podemos consultar os Limites 

Máximos Tolerados (LMT) para cada micotoxina em cada alimento (BRASIL, 2011; 

BRASIL, 2017). 
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A ocratoxina A (OTA) é uma espécie de micotoxina, produzida pelos fungos do 

gênero Aspergillus, que foi purificada pela primeira vez em grãos de sorgo, através da 

cepa de Aspergillus ochraceus K-804 por Wan Der Were (1965), e é considerada uma 

das mais importantes micotoxinas. 

A ocratoxina A é considerada um pentacetídeo, da família das diidrocumarinas, 

acoplado á β-fenilalanina, sendo o seu nome químico L-fenilalanina-N-[(5-cloro-3,4-di-

hidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-benzopirano-7-il)carbonil]-(R)–isocumarina (EL 

KHOURY; ATOUI, 2010), a estrutura está apresentada na figura 1: 

 
Figura 1 - Estrutura química da Ocratoxina A (El Khoury; Atoui, 2010) 

 

A ocratoxina é produzida por fungos dos gêneros Penicillium verrucosum a 5ºC e 

Aspergillus ochraceus em 24º (NORTHOLT et al, 1979), ou seja, em condições frias 

o Penicillium é o responsável pela contaminações por ocratoxina em alimentos, 

enquanto em regiões tropicais é o Aspergillus (ZINEDINE et al, 2009). Shotwell, 

Hesseltine e Goulden (1969) relataram que a ocratoxina A é um contaminante natural 

de milhos em estado de má armazenagem. A OTA ocorre com mais frequência em 

cereais (milho, cevada, trigo, aveia e feijão), amendoim, café, cacau, queijo e 

uvas/passas (TOLA; KEBEDE, 2016), além de algumas bebidas como o vinho e a 

cerveja, e até mesmo já foi isolada em carne de porco (BAYMAN e BAKER, 2006). 

Uma das principais características da ocratoxina A é o seu efeito nefrotóxico 

(O’BRIEN, DIETRICH, 2005), estando relacionada com a nefropatia endêmica de 

balcãs (PFOHL-LESZKOWICZ et al, 2002). A OTA também é considerada 

hepatotóxica e teratogênica (HUFF et al, 1975). 

Berndt e Hayes (1978) utilizaram os ratos como modelo experimental para a 

intoxicação por ocratoxina A, e relataram a sua capacidade nefrotóxica, divulgando 
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ainda que os efeitos renais mais aparentes são quando a toxina é administrada de 

forma crônica. A ocratoxina A é a mais tóxica do grupo de ocratoxinas (DUARTE; 

PENA; LINO, 2010), que também inclui a ocratoxina B, α e variações da A após 

metabolização conforme a figura 2. 

 
Figura 2– Metabolização da Ocratoxina A 
Fonte: adaptado pela autora, de Pfohl-Leszkowicz; Manderville, 2007 

 
A ocratoxina A atua inibindo a síntese proteica principalmente no rim e no baço, 

mesmo em doses baixas (1 mg/kg), e é detoxificado no fígado (Creppy; 

Röschenthaler; Dirheimer 1984). Moore e Truelove (1970) relataram o primeiro estudo 

a cerca dos efeitos da ocratoxina A na respiração de mitocôndrias isoladas de fígado 

de ratos, e como resultado perceberam que mesmo a toxina em baixa concentração 

inibe a respiração estimulada por ADP, indicando um bloqueio na formação de ATP. 

Foi comprovado que os ruminantes são menos susceptíveis á intoxicação por 

OTA porque os protozoários presentes no rúmen são capazes de realizar a 

degradação enzimática da OTA em OTα, um metabólito menos tóxico (MATRELLA et 

al, 2006). 

Hagelberg, Hult e Fuchs (1989) estudando a toxicocinética da ocratoxina A em 

diversas espécies, e em peixes tiveram como resultado após ingestão oral da toxina 

uma meia-vida de eliminação de 0,68 h após a administração, e sua biodisponibilidade 

foi de 1,6%. A ocratoxina A tem como meio de excreção as fezes e a urina, sob a 

forma de ocratoxina A, ocratoxina α e (4R)-4-hidroxiocratoxina A (STØREN et al, 

1982). 
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3.2 ÓLEO ESSENCIAL DE Aloysia triphylla (OEAT) 

 

A produção aquícola está em constante avanço, todo ano diversas pesquisas 

são realizadas em busca de novos tratamentos alimentares mais eficazes, agentes 

imunológicos, inibidores de estresse, agentes antimicrobianos e outros produtos que 

possam de alguma forma contribuir para a produção causando nenhum ou o mínimo 

de danos fisiológicos e ambientais. Neste sentido, o uso de óleos essenciais tem sido 

um forte aliado das pesquisas pois a utilização destes produtos tem se mostrado de 

grande valor.  

Os óleos essenciais são conhecidos também como óleos voláteis 

(GUENTHER, 1948), e são concentrados de vegetais, que contêm compostos 

aromáticos voláteis, sendo extraídos principalmente por destilação (ADORJAN; 

BUCHBAUER, 2010). Por estes óleos serem voláteis eles necessitam de 

armazenamento em recipientes herméticos, e de preferência no escuro, para evitar 

mudanças em sua composição (BURT, 2004). Os óleos essenciais são misturas 

compostas por inúmeras moléculas que são amplamente pesquisadas quanto as suas 

ações isoladas ou em sinergia, e o que mais se observa são melhores efeitos de 

acordo com o sinergismo dos seus componentes em comparação com eles de 

maneira isolada (BAKKALI et al, 2008). Vale lembrar também que a sazonalidade 

exerce efeito direto na produção dos óleos essenciais, pois gera efeito no teor dos 

princípios ativos das plantas de acordo com a estação, temperatura e umidade 

(ABREU et al, 2002). Os avanços tecnológicos e científicos das últimas duas décadas 

puderam tornar possível a identificação da composição de diversos compostos 

vegetais e também trazer á tona a elucidação dos efeitos terapêuticos de diversas 

plantas que já eram utilizadas pela medicina alternativa (SCHWERZ et al., 2015) 

Estudos dos diferentes efeitos da utilização dos óleos essenciais são realizados 

principalmente para melhorar o crescimento de peixes (ZEPPENFELD 2016), como 

agentes anestésicos (BENOVIT et al, 2015; CUNHA et al, 2010; SILVA et al, 2013), 

avaliando atividade antimicrobiana (DE SOUZA, et al, 2019) e também quanto á 

proteção oferecida contra micotoxinas, como a aflatoxina (SOUZA, et al, 2019). 

A A. tryphilla é uma planta conhecida popularmente como erva luísa ou cidrão, 

pertencendo á família Verbenaceae, nativa da América do Sul, podendo atingir 3 

metros de altura. Ela é considerada como um sedativo de atividade branda, sendo rica 
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em óleo volátil, suas folhas são utilizadas contra sintomas gripais, possui também 

atividade calmante e antiespasmódica (LORENZI e MATOS, 2002; SCHWERZ et al., 

2015). 

Os primeiros dados sobre a A.triphylla foram divulgados por Mondelke (1944), 

que cita a planta ter sido encontrada e catalogada em regiões extra-tropicais da 

América do Sul como a Argentina, desde 1915. Montes et al (1973) publicaram o 

primeiro estudo realizado acerca do OEAT, onde analisou o óleo através de 

cromatografia gasosa e delgada, e através da última verificou alguns dos 

componentes da planta estudados até hoje como o Linalol e o Citral, além de outros. 

Após isso surgiram diversos outros estudos analisando o óleo advindo da planta, de 

outras regiões do mundo como Argentina (ZIGADLO et al, 2011), Marrocos 

(BELLAKHDAR et al, 2011) e Turquia (ÖZEK et al, 1996).  

 

 

Figura 3: Aloysia triphylla 
Fonte: Fotografado por H. Zell, 2009 

 

Desde as primeiras análises, diversos outros componentes foram pesquisados, 

como é o caso do aldeído C-9, um composto isolado do OEAT, que possui efeito anti-

diarreico em camundongos com diarreia induzida por óleo de mamona ou sulfato de 

magnésio (PÉREZ et al, 1998). Rojas et al (2010) analisaram os efeitos 

antibacterianos do OEAT in vitro em patógenos genito-urinários demonstrando a 

https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%BAcia-lima#/media/Ficheiro:Aloysia_citriodora_002.jpg
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inibição do desenvolvimento de todos os isolados (Escherichia coli, Klebsiella 

ozaenae, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus e 

Enterococcus sp.) e sugeriram de o óleo ser utilizado em preparações farmacêuticas 

no tratamento destas infecções. 

O OEAT possui ainda alguns estudos utilizando Jundiás como seu modelo 

experimental relacionados ao seu poder anestésico (PARODI et al, 2014; GRESLLER 

et al, 2014; PARODI et al, 2020), potencial de diminuir o estresse no transporte 

(ZEPPENFELD et al, 2014), como aditivo promotor de crescimento (ZEPPENFELD et 

al, 2015) e quanto ao seu poder como aditivo antioxidante (ZEPPENFELD et al, 2017) 

mas nunca foi realizado um estudo buscando investigar a ação deste óleo em animais 

intoxicados com micotoxinas, como é o caso da ocratoxina, a toxina utilizada no 

experimento. Desta forma, por ser um agente promissor, muitos outros estudos 

poderão continuar sendo conduzidos. 

 

3.3 JUNDIÁ (MODELO EXPERIMENTAL) 

Dados publicados na FAO (2020) evidenciam que o Brasil ocupa o 13º lugar na 

produção de peixes em cativeiro, sendo o 8º colocado na produção de peixes de água 

doce no mundo. Dentre estes peixes se destaca a produção de peixes nativos da 

América do Sul como o jundiá (R. quelen), que é uma espécie encontrada do sul do 

México á Argentina, com alta produção no sul do Brasil (BALDISSEROTO; NETO, 

2004). 

Segundo Silfvergrip (1996) a espécie R. quelen é diferenciada dos outros tipos 

de Rhamdia por algumas particularidades como: barbatana peitoral com serras em 

ambos os lados e lóbulos das nadadeiras sub-iguais, com um dos lóbulos ligeiramente 

mais longo A espécie possui um alto potencial de crescimento de produção, com 

20.378 estabelecimentos agropecuários de produção da espécie só no estado do Rio 

Grande do Sul, que é o maior produtor da espécie no país segundo dados do Anuário 

Peixe BR (2020), sendo este um dos motivos para a espécie ter sido escolhida para 

este estudo. Além do seu potencial de crescimento outra característica fundamental 

para o seu maior cultivo no sul do Brasil e em países como Argentina e Uruguai é a 

sua capacidade de continuar a se alimentar e ganhar peso mesmo em baixas 

temperaturas (SIGNOR et al, 2013). 

O jundiá é um peixe onívoro, com tendência á pisciforia, com preferência 

alimentar por peixes, insetos, crustáceos, plantas e detritos orgânicos (BROGGI et al, 
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2017). Além disso, esta espécie tem sido utilizada pelo presente grupo de estudo a 

vários anos e demonstrado uma ótima adaptação as condições de laboratório, sendo 

assim um modelo já reconhecido em pesquisas. 

  

 
Figura 4 - Exemplar de juvenil de Jundiá 
Fonte: Flávia de Los Santos, 2019. 

 

3.4 PARÂMETROS METABÓLICOS E DE CRESCIMENTO 

 

Existem alguns parâmetros que servem para o monitoramento em relação ao 

crescimento e á saúde dos animais, neste caso dos peixes como o monitoramento 

dos parâmetros da água como temperatura da água, nitrito, nitrato, amônia, pH, a 

mortalidade, o ganho de peso, a conversão alimentar e a aparência. A temperatura 

corporal e da água são fatores importantes para a piscicultura, estudos demonstram 

que em organismos ectotérmicos as taxas fisiológicas são ajustadas para compensar 

algumas mudanças de temperatura, por isso a importância da aclimatação, e quando 

o organismo atinge um nível metabólico estável ele é considerado aclimatado 

(MARICONDI-MASSARI, et al, 1998).  

A conversão alimentar é uma taxa calculada pela relação entre o consumo de 

ração e o ganho de peso, ou seja, quantos quilos de ração um animal necessita para 

ganhar 1 kg de peso vivo (FRY et al, 2018), a tabela 1 apresenta a conversão alimentar 

e o ganho de peso dos animais utilizados no experimento e demonstraram não ter 

diferença significativa entre os grupos.  
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TABELA 1: Ganho de peso e conversão alimentar  

Tratamentos Ganho de peso (g) ± SEM Conversão alimentar (g) ± 

SEM 

Controle 25.80 ± 11,24             6.36 ± 2,21 

2% EOAT 31.36 ± 3,67             5.10 ± 0,58 

200 µg OTA + EOAT 29.94 ± 6,89             5.45 ± 2,13 

400 µg OTA + EOAT 40.69 ± 6,06             4.40 ± 0,57 

200 µg OTA 28.17 ± 1,30             3.57 ± 1,18 

400 µg OTA 53.81 ± 17,91             5.57 ± 1,32 

 

Os peixes possuem a conversão alimentar mais eficiente do que alguns animais 

terrestres, pois gastam menos energia para se locomover e regular sua temperatura 

corporal, porque a maioria é ectotérmico (NAYLOR, 2009; TORRISSEN, 2011), no 

entanto, a taxa de conversão alimentar é uma medida limitada, pois só leva em 

consideração o peso da ração, e não o seu conteúdo nutricional, sua qualidade e 

porção não-digestível, o que torna a comparação de conversão alimentar entre 

espécies e entre o mesmo grupo alimentado com diferentes rações uma ferramenta 

com potenciais falhas (FRY et al, 2018).  

Além disso, outros parâmetros relacionados ao seu metabolismo, fisiologia e 

estado sanitário também podem ser analisados, através de análises hematológicas, 

plasmáticas e necropsia. Atualmente alguns dos exames que podemos utilizar em 

pesquisa científica são as análises plasmáticas, através dela podemos testar enzimas, 

hormônios e diversos indicadores de danos, podendo usar estes indicadores para 

avaliar ainda estresse fisiológico e resposta á alterações exógenas e endógenas em 

peixes (CATALDI et al, 1998). 

No presente estudo pudemos analisar alguns parâmetros metabólicos através 

de análises plasmáticas como a creatinina, o lactato, proteínas totais, alanina 

aminotransferase ou transaminase glutâmico-pirúvica (ALT ou TGP) e o aspartato 

aminotransferase ou transaminase glutâmico-oxalacética (AST ou TGO). 

A transaminação é uma das principais vias metabólicas de síntese e 

desaminação de aminoácidos (BELL, 1968) e a análise de transaminases é um 

procedimento útil para diagnósticos de desordens hepáticas e em alguns casos de 

infarto do miocárdio (MOHUN; COOK, 1957). 

O lactato é um importante intermediário em processos de regeneração e 

reparação de danos (GLADDEN, 2004), além disso, é considerado um indicador geral 
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de estresse em peixes pelo seu papel no metabolismo de carboidratos (SANTOS; 

PACHECO, 1996). Os peixes possuem uma relação lactato:piruvato maior em relação 

aos mamíferos e possuem uma taxa mais lenta de transferência do lactato muscular 

para o sangue (DANDO, 1969).  

Outro importante combustível energético em peixes além dos carboidratos são 

as proteínas (KIKUCHI, 1999). Uma alimentação rica em proteínas, além do nível 

necessário faz com que o excesso de aminoácidos seja desaminado e convertido em 

energia (BALLANTYNE, 2001). Um aumento na ingestão de proteína em peixes 

resulta em aumento na taxa de crescimento, que está intimamente relacionado com o 

aumento do metabolismo oxidativo e na síntese proteica (HOULIHAN et al, 1993). 

Em 1847, Liebig nomeou uma substância que obteve por aquecimento de 

creatina (UCHINO, 2010). A creatina é um ácido orgânico nitrogenado produzido 

principalmente no rim e no fígado, sendo a creatina fosfato utilizada como fonte de 

energia imediatamente disponível, durante fases iniciais de contração muscular, 25% 

da creatina é armazenada de forma livre e 75% como creatina fosfato (KASHANI; 

ROSNER; OSTERMANN, 2020). A creatinina é o produto final do metabolismo da 

creatina e do fosfato de creatina (BROSNAN; BROSNAN, 2010), sendo formado 

através de uma reação que envolve a aminotransferase, L-arginina e glicina, e possui 

a via renal como principal via de eliminação, em animais saudáveis (KASHANI; 

ROSNER; OSTERMANN, 2020). 
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ABSTRACT  

The objective of this study was to analyze the effects of the use of Aloysia triphylla 

essential oil (EOAT) in the concentration of 2 mL/Kg in silver catfish experimentally 

contaminated through the feed with 200 and 400 µg of ochratoxin. For the study 126 

fish of the species Rhamdia quelen were used, in a closed system of recirculation, with 

six treatments, three repetitions and seven fish per repetition: Control, EOAT 2 mL/Kg, 

200µg ochratoxin + EOAT 2 mL/Kg, 400µg ochratoxin + EOAT 2 mL/Kg, 200µg 

ochratoxin and 400µg ochratoxin, for 32 days. On the last day of the experiment the 

animals were weighed and slaughtered, and blood was collected for processing and 

plasma was obtained for analysis of enzymes and metabolites that could indicate liver 

and kidney damage. The levels of GOT and GPT were evaluated as indicators of liver 

damage and the treatment with 400 µg/Kg of ochratoxin A without essential oil obtained 

a significant superior difference in relation to the two enzymes, indicating that the use 

of the EOAT in the concentration of 2 mL/Kg protected the group treated with 400 

µg/Kg of ochratoxin A associated with EOAT from liver damage. The creatinine level 

was significantly higher only in the group treated with 400 µg OTA+EOAT, 

demonstrating a possible synergistic effect. The total protein value differed statistically 

lower only in the 2 mL/Kg OEAT group. The parameters growth, lactate and mortality 

did not obtain a significant difference. 

 

 

Keywords: Fish. Mycotoxins. Protection. Liver damage. Kidney damage.  
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INTRODUCTION 

 

Mycotoxins are secondary metabolites of various types of fungi that proliferate 

mainly in grains stored in favorable conditions of humidity and temperature. MOSS 

(1996) cites that mycotoxins are products of the secondary metabolization of fungi, but 

they are not the only ones; there are also other secondary metabolites that can be toxic 

to microorganisms such as some antibiotics, phytotoxins, which are toxic to plants, and 

mycotoxins that produce toxic effects in humans and animals and are essentially 

produced by the mycelial structure of filamentous fungi, better known as molds. 

Ochratoxin A (OTA) is a type of mycotoxin resulting from the metabolism of 

Aspergillus ochraceus and Penicillium verrucosum fungi, mainly, and was first isolated 

in 1965 (VAN DER MERWE et al, 1965). With the modernization of fish farming 

systems, the use of grain-based feeds, which are subject to mycotoxin contamination, 

such as Ochratoxin A, has gained ground.  Shotwell, Hesseltine and Goulden (1969) 

reported that Ochratoxin A is a natural contaminant of poorly stored corn at 110 to 150 

ppb. OTA has nephrotoxic effect (O’BRIEN, DIETRICH, 2005), being related to 

endemic balkan nephropathy (PFOHL-LESZKOWICZ et al, 2002). OTA is also 

considered hepatotoxic and teratogenic (HUFF et al, 1975). 

It is increasingly necessary to research more viable alternatives both for the 

animals and for nature, for their different affections, including ochratoxin A intoxication, 

and through this bias the importance of studies on essential oils in fish farming is 

observed. Essential oils are the products of plant distillation, and in this study we used 

the essential oil of Aloysia triphylla (EOAT). Aloysia triphylla was first described in 1915 

by Moldenke (1944), and since then has been the subject of several studies on its 

human and animal health benefits.  

The EOAT has been used in research with the R. quelen as its experimental 

model. Regarding its use as an anesthetic (PARODI et al, 2014; GRESLLER et al, 

2014; PARODI et al, 2020), as an agent with potential to reduce stress in transport 

(ZEPPENFELD et al, 2014), a growth promoting additive (ZEPPENFELD et al, 2015) 

and an antioxidant (ZEPPENFELD et al, 2017), but so far no research has been carried 

out about its use in the action against mycotoxins, such as ochratoxin A.   

Our objective in this study was to evaluate the metabolic and growth effects in 

R. quelen fed a diet containing 200 and 400 µg of ochratoxin A and supplemented with 

the EOAT. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

FISH 

The experimental model used was juveniles from R. quelen, an omnivorous 

species, coming from a commercial farm located in the municipality of Santa Maria 

(Rio Grande do Sul, Brazil). For this experiment, 126 South American silver catfish 

juveniles (10,203 ± 4,3 g; 12,18 ± 1,03cm) were used, which were distributed in 6 

treatments with 3 repetitions, and 7 fish in each repetition. The fish had two weeks of 

acclimatization on site before the experiment started. 

 

PLACE AND TIME 

 

The experiment was carried in a recirculating aquaculture system at the 

Laboratório de Fisiologia de peixes (LAFIPE) of the Universidade Federal de Santa 

Maria (UFSM), State of Rio Grande do Sul, Brazil, from September 13, 2019 to October 

14, 2019, lasting 32 days counting the day of slaughter. 

 

INSTALLATIONS AND EQUIPAMENTS 

 

The fish were kept in a recirculation system, consisting of 6 treatments, each individual 

treatment with 3 water tanks of 40 liters and its own biological filter, a total of 18 tanks 

were used, half an hour after feeding the tanks were siphoned. The tanks were housed 

in a room with monitored temperature between 22 and 28 °C. The pH, nitrite and nitrate 

tests were performed weekly, which remained within the standards indicated for the 

species, pH between 6.0, 7.0, nitrite to 0,1 mg/L and nitrate up to 140 mg/l. 

 

 

 

TREATMENTS 

The experimental design was completely randomized. The fish were distributed 

in 6 treatments (Control, EOAT 2 mL/Kg, 200µg ochratoxin + EOAT 2 mL/Kg, 400µg 

ochratoxin + EOAT 2 mL/Kg, 200µg ochratoxin and 400µg ochratoxin) with 3 
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repetitions, containing 7 fish in each repetition. The concentration of A. triphylla 

essential oil used was based on the studies of Zeppenfeld (2015) which showed the 

most beneficial effects in relation to growth during 60 days. 

  

PLANT MATERIAL AND ESSENTIAL OIL EXTRACTION 

 

A. triphylla plants were cultivated in the city of Frederico Westphalen (RS). The 

plant was identified by Dr. Gilberto Dolejal Zanetti, a botanist from the Department of 

Industrial Pharmacy, UFSM, and a voucher specimen (SMDB no. 11169) was 

deposited in the herbarium of the Department of Biology (UFSM).  

The EO A. triphylla was extracted from fresh leaves using hydrodistillation, 

which was performed with a Clevenger apparatus (3h) according to guidelines set out 

by the European Pharmacopoeia (2007). The EO was stored at -20°C in amber glass 

bottles. Its density was approximately 0.9 g/mL-1. 

Essential oil composition was obtained from total ion current chromatograms by 

gas chromatography using Agilent-6890 gas chromatograph coupled with an Agilent 

5973 mass selective detector under the following conditions: HP-5MS column (5%-

phenyl–95%-methylsiloxane, 30m x 0.25mm x 0.25µm); EI–MS: 70 eV; operating 

conditions: split inlet 1:100; temperature programme: 40–260 °C and 40°C for 4 min; 

ramp rate: 4°C min-1; carrier gas: He; flow rate: 1mL/min-1; injector and detector 

temperature: 220°C; interface temperature: 250°C; databank NIST 2002. The 

constituent components of the EO were identified by comparing their mass spectra 

with a mass spectral library from the National Institute of Standards and Technology 

Mass (NIST 2002) and by comparing the Kovats retention index with literature data 

(Adams 2001). The major components of EO A. triphylla were determined to be b-citral 

(207.8 g/kg -1) and a-citral (294.1 g/kg -1). 

 
 
 
 
 
EXPERIMENTAL FEED 

 

Six different rations were produced, one for each treatment. The feeds were 

produced at the UFSM Fish Physiology Laboratory. The feed was provided in the 
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amount of 3% of body weight at the beginning of the experiment and was gradually 

increased according to consumption observation, proportionally for all treatments. 

Feed was provided once a day, kept for half an hour in the tank and after that the 

leftover feed was siphoned off. 

The basis (control ration) of the rations is according to Zeppenfeld (2017) (Table 

1) and the EOAT (2.0 ml EOAT/kg diet) were added to the mixture of ingredients 

dissolved into the vehicle (canola oil); control was performed with vehicle EOAT-free.  

 

Table 1- Formulation (%) of the experimental diet. 

Ingredients (%) 

Soybean meal 30 

Meat and bone meal 35 

Rice bran 12 

Corn 15 

Canola oil 3 

Salt 1 

Vitamins and minerals (premix)* 3 

Phosphate dicalcium 1 

* Vitamin and mineral mixture (security levels per kilogram of product) - Folic acid: 250 mg, 
pantothenic acid: 5000 mg, antioxidant: 0.60 g, biotin: 125 mg, cobalt: 25 mg, copper: 2000 mg, iron: 
820 mg, iodo: 100 mg, manganese: 3750 mg, niacin: 5000 mg, selenium: 75 mg, vitamin A: 1000 000 
UI, vitamin B1: 1250 mg, vitamin B12: 3750 mcg, vitamin B2: 2500 mg, vitamin B6: 2485 mg, vitamin 
C: 28000 mg, vitamin D3: 500000 UI, vitamin E: 20000 UI, vitamin K: 500 mg, zinc: 17500 mg. 

 

 

 
 

SAMPLE DETECTION FOR MICOTOXYN ANALISYS  
 

Samples of the feeds were sent for analysis to check the amount of ochratoxin 

A present. Detection and quantification of mycotoxins were performed with high-

performance liquid chromatography coupled with tandem mass-spectrometry 

(LC/MS/MS).  Validation of the method was carried out in corn matrix, according to 

Ministério da Agricultura e Pecuária do Brasil (MAPA), by the Guia de validação de 

Resíduos e Contaminantes em Alimentos. 
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SLAUGHTER OF ANIMALS 

 

The slaughter occured on 14 October 2019, under humanitarian conditions, 

according to the guidelines of the Ethics Committee of UFSM, under protocol number 

99120908174. 

 

TISSUE AND PLASMA SAMPLING 

 

At slaughter, 48 blood and muscle samples were collected, the blood later 

centrifuged to separate plasma. The plasma samples were stored under refrigeration 

in a -20º Celsius freezer and were used for analysis to compare treatments. 

 

PLASMA ANALYSIS 

 

The analyses using plasma were performed through spectrophotometry from 

commercial kits in duplicate, thus following the manufacturers' protocols. All analyses 

were conducted in duplicate. GOT, GPT, creatinine, lactate and total proteins were 

analyzed using commercial spectrophotometry analysis kits from Labtest (Lagoa 

Santa, MG, Brazil). Creatinine analysis was done using Jaffe's method (JAFFE, 1886), 

this method reacts through alkaline sodium picrate, forming an orange color that is 

used to quantity serum creatinine. The test used to analyze pyruvic and oxalacetic 

transaminase are based on the method of Reitman and Frankel (1957). For total 

proteins the biuret method was used (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949) and for 

lactate analysis Trinder's enzymatic method was used (TRINDER, 1969). 

 

STATISTICAL ANALYSIS 

 

The results are expressed as mean ± SEM. The Levene’s test was performed 

to evaluate the homogeneity of variances of the data. Comparisons among treatments 

were made by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. All analyses were performed 

using Statistica Software 7.0 (Stat Soft, Tulsa, OK, USA), and differences were 

considered significant at p < 0.05. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

DETECTION OF OTA 

 

The results for OTA detection/Kg of feed showed values close to those reported in the 

methodology, as shown in table 1: 

 

 

 

Table 2: Result of detection of OTA: 

Treatment OTA (µg/Kg) 

Control ND 

200 µg/Kg 145 

400  µg/Kg 437 

200 µg/Kg + EOAT 193 

400 µg /Kg + EOAT 456 

EOAT 2mL/Kg ND 

 

PLASMA ANALYSIS 

 

Glutamic Oxalacetic Transaminase and Glutamic Pyruvic Transaminase 

  

Fuchs et al. (1986) gives a basis for the assessment of GOT and GPT to be 

essential in OTA poisoning of fish, as they evaluated hepatobiliary and urinary 

excretion in fish after an intravenous injection of OTA and obtained as a result a higher 

excretion through the gallbladder. 

For the GOT and GPT values, indicators of liver damage, the only treatment that 

differed significantly from the others was the treatment of 400 µg/Kg of ochratoxin A, 

indicating us that the essential oil of EOAT protected the liver against liver damage, 

comparing the groups treated only with the toxin, with those treated with the toxin and 

the oil. Regarding the results we obtained in relation to GOT and GPT, enzymes that 

indicate liver damage, EOAT proved effective in protecting the liver damage caused 

by 400 µg of OTA/Kg, these EOAT results complement the study by Zeppenfeld et al 

(2016) who analyzed GOT and GPT and realized that they do not cause liver damage, 

and in addition to not causing damage have a protective effect. 



45 

 

De Souza (2020) evaluated the addition of 2 mL of EOAT in Nile Tilapia and showed 

an increase in the level of GPT in relation to lower levels of EOAT added in the diet, 

which contrasts with the result of this study, which showed liver protection. It is worth 

remembering that GPT is not only produced in the liver, but also in smaller proportions 

in the muscles, kidneys, heart, among other tissues (SOUZA et al, 2015). 

 

 

 

Fig. 1: Glutamic Piruvyc Transaminase plasmatic (U/L) (p<0.05) 

 

Fig. 2: Glutamic Oxalacetic Transaminase plasmatic (U/L) (p<0.05) 
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Creatinine 

  

Creatinine is a protein formed in the muscles and blood and is removed by the 

kidneys, and increased creatinine levels indicate decreased kidney function (DEL 

ZOTTI et al., 2008. In the creatinine result we had the 400µg group of ochratoxin+ 

EOAT with the highest result, and the only one differing significantly from the others. 

Creatinine level differed significantly for more only in the group treated with the oil and 

intoxicated with 400 µg OTA, showing a possibly synergistic effect (Figure 3). 

Mansour et al (2015) offered feed with 80 μg/kg and 160 μg/kg OTA to Nile 

Tilapia and also analyzed the level of creatinine, obtaining no significant difference in 

their results, compared to the control group, which shows us that low values of OTA 

do not cause kidney damage, and that the significant difference only begins to be clear 

with the offer of 400 µg of OTA/kg, and as OTA is a mycotoxin that directly affects the 

kidneys it would be interesting new studies with a content higher than 400 µg of OTA. 

 

Fig. 3: Creatinine plasmatic (mg/dL) (p<0.05) 

 

Total protein 

 

The determination of total plasma protein reflects the liver's capacity for protein 

synthesis and also the osmolarity of the blood and renal deficiencies, for this reason it 

is an important factor in the diagnosis of fish poisoning (SHALABY; ABASSA, 2009). 

In relation to the result of total plasma proteins the only one that was significantly lower 

was the group treated only with EOAT. Lermen et al. (2004) exposed fish of the species 
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R. quelen to heat stress and obtained an increase in total plasma protein levels, as 

well as a decrease in total liver and muscle proteins. 

 

Fig. 4: Total protein plasmatic (g/dL) (p<0.05) 

 

Lactate 

 

The lactate results did not obtain significant difference. The values of weight 

gain during the experiment and food conversion did not differ between treatments. 

BAILEY et al (1989) analyzed the offer of OTA to 21-day-old broilers in the amount of 

200 and 400 µg also and also analyzed the lactate rate, obtaining no significant 

difference between the treatments, in other hand Shalaby and Abassa (2009) analyzed 

the feeding of 400 and 600 ug of ochratoxin to Nile Tilapia and detected a significant 

decrease in lactate.  

 

CONCLUSION 

The use of the essential oil of Aloysia triphylla (EOAT) in the concentration of 

2.0 ml/kg in the diet of R. quelen contaminated with 400 µg of OTA is efficient thus 

protecting these animals against liver damage caused by this mycotoxin and the use 

of the EOAT does not cause mortality to animals.  
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5 CONCLUSÕES FINAIS 

 

-O óleo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) protege juvenis de Jundiá intoxicados 

com 400 µg/Kg de OTA contra danos hepáticos. 

-O OEAT não afeta o ganho de peso, conversão alimentar e lactato plasmático de 

Jundiás intoxicados experimentalmente com 200 e 400 µg/Kg de OTA. 

-O nível de creatinina em animais intoxicados com até 200 µg de OTA/Kg permanece 

inalterado, porém difere no grupo tratado com 400 µg de OTA+OEAT, demonstrando 

um possível efeito sinérgico. 

-O OEAT diminui o nível de proteínas totais plasmáticas em relação aos grupos 

intoxicados com 200 e 400 µg de OTA com e sem o óleo essencial. 

 

 

 

 


