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RESUMO

RESPOSTA MORFO-ADAPTATIVA E ANTIOXIDANTE DE JUNDIA (Rhamdia
quelen) SUPLEMENTADOS COM NANOEMULSAO DE Cymbopogon flexuosus NA
DIETA

AUTOR: José Francisco Valério Junior

ORIENTADOR: Silvio Teixeira da Costa

O efeito da nanoemulséo do 6leo essencial (OE) de Cymbopogon flexuosus na resposta morfo-
adaptativa e seu potencial antioxidante em jundia (Rhamdia quelen) naturalmente infectados
por Aeromonas hydrophila foi estudado. Para isso, jundids (n= 400) foram distribuidos
aleatoriamente em sistema de recirculagdo de &gua constituido de 20 caixas de polipropileno,
20 peixes por caixa (4 repeticdes cada tratamento). Os tratamentos dietéticos foram constituidos
de cinco dietas experimentais suplementadas com nanoemulsdo do OECF nas seguintes
concentragdes: 0; 0.25; 0.5; 1.0 e 2.0 mL/kg de racdo. Durante vinte e um dias, 0s animais foram
alimentados duas vezes ao dia (09:00 e 19:00 horas) e os parametros de qualidade da agua,
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e amonia foram monitorados. Ao final do experimento,
jundias (n= 8), foram anestesiados e eutanasiados para coleta de material biol6gico. Amostras
de figado, branquias e pele foram cuidadosamente coletadas para posteriores analises
morfométricas e do estado oxidativo. As variaveis de qualidade da agua mantiveram-se dentro
da faixa considerada ideal para a espécie. Os resultados histomorfométricos de branquias e pele
demonstraram que os maiores niveis de nanoemulsdo do OECF (1.0 e 2.0 mL/Kg de racao),
ndo possuem efeito sobre a morfometria cutanea e branquial de jundia naturalmente infectados
por A. hydrophila. Porém, a suplementacdo dietética da nanoemulsdo do OECF na concentracéo
de 0.5 mL/kg de racdo demonstrou efeito antioxidante nas branquias de jundias naturalmente
infectados por A. hydrophila. Jundias acometidos naturalmente por A. hydrophila apresentaram
estruturas do parénquima hepatico normal, indicando que a nanoemulsdo de OECF possui efeito
hepatoprotetor contra infeccdo. Deste modo, os efeitos benéficos observados neste estudo
indicam o uso promissor da nanoemulsdo do OECF na aquicultura.

Palavras-chave: Aditivo alimentar. Células mucosas. Estresse oxidativo. Morfometria da pele
e branquias.



ABSTRACT

MORPH-ADAPTIVE AND ANTIOXIDANT RESPONSE OF SILVER CATFISH
(Rhamdia quelen) SUPPLEMENTED WITH Cymvopogon flexuosus NANOEMULSION
INDIET

AUTHOR: José Francisco Valério Jinior

ADVISOR: Silvio Teixeira da Costa

The effect of Cymbopogon flexuosus essential oil nanoemulsion on morpho-adaptive response
and its antioxidant potential in silver catfish (Rhamdia quelen) naturally infected by Aeromonas
hydrophila was studied. For this, silver catfish (n= 400) were randomly distributed in a water
recirculation system consisting of 20 polypropylene boxes, 20 fish per box (4 replicates each
treatment). Dietary treatments consisted of five experimental diets supplemented with OECF
nanoemulsion at the following concentrations: 0; 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mL/kg of feed. For
Twenty-one days, the animals were fed twice a day (09:00 and 19:00 hours) and the parameters
of water quality, temperature, dissolved oxygen, pH and ammonia were monitored. At the end
of the experiment, silver catfish (n= 8) were anesthetized and euthanized to collect biological
material. Liver, gill and skin samples were carefully collected for further morphometric and
oxidative state analyses. The variables of water quality remained within the range considered
ideal for the espécies. The histomorphometric results of gills and skin showed that the highest
levels of nanoemulsion of OECF (1.0 and 2.0 mL/kg of feed) have no effect on skin and gill
morphometry of silver catfish naturally infected by A. hydrophila. However, the dietary
supplementation of OECF nanoemultion at the concentration of 0.5 m/kg feed showed
antioxidant effect on the gills of silver catfish naturally infected by A. hydrophila. Silver catfish
naturally affected by A. hydrophila presented structures of the normal hepatic parenchyma,
indicating thet the nanoemulsion of OECF has a hepatoprotective effect against infection. Thus,
the beneficial effects observed in this study indicate the promising use of OECF nanoemulsion
in aquaculture.

Keywords: Food aditive. Mucous cells. Oxidative stress. Skin and gill morphometry.
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1 INTRODUCAO
1.1 CARACTERISTICAS DO JUNDIA

O jundia, Rhamdia quelen, membro da familia Heptapteridae (Figura 1) é um bagre
nativo do Brasil com ampla distribuicdo geogréafica, encontrado desde a regido sul do México
até a Argentina (NELSON; GRANDE; WILSON, 2016). Caracteriza-se por ter o corpo
alongado, revestido por pele espessa, cranio achatado, boca ausente de dentes e coloracao
bastante variavel, com o dorso geralmente cinza escuro e o ventre, mais claro (GOMES et al.,
2000).

De habito alimentar onivoro com tendéncia a carnivoro, o jundia alimenta-se de
pequenos peixes, insetos, crustaceos, detritos organicos e restos vegetais (BROGGI et al., 2017;
JUNIOR et al., 2015). Devido ao seu comportamento benténico, é comum encontra-lo em
regides calmas e profundas dos rios, préximo as margens e a vegetacao. Possuem habito diurno
(SCAGLIONE et al., 2018) e quando adulto pode medir até 50 cm de comprimento total, e
pesar de até 3kg (GOMES et al., 2000).

Figura 1 - Espécime de jundia (Rhamdia quelen)

Imagem: Silvio Teixeira da Costa

O cultivo de jundia na regido sul do Brasil desperta o interesse de produtores, visto que
a espécie apresenta docilidade, aceita facilmente dietas artificiais, tem boa eficiéncia alimentar
(FRACALOSSI et al., 2004; GOMES et al., 2000) e rapido crescimento, podendo alcancar 600
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a 800 gramas de peso em até oito meses de cultivo (BARCELLOS et al., 2004). Além disso,
por se tratar de uma espécie euritérmica, resiste a grande variacao de temperatura (GOMES et
al., 2000). Por isso, se adequa ao cultivo em regides de clima temperado ou subtropical
(BARCELLOS et al., 2001; SOSO et al., 2007), tendo crescimento satisfatorio mesmo durante
as estacOes mais frias do ano (FRACALOSSI et al., 2004).

Devido a sua capacidade de adaptacdo, o jundia pode ser cultivado em diferentes
sistemas de producdo como tanques-rede (MARCELA et al., 2011; MARTINELLI et al.,
2013), viveiro escavado (FRACALOSSI et al., 2004; JUNIOR et al., 2008), sistema de
recirculagdo de agua (SANTOS et al., 2021) e biofloco (BATTISTI et al., 2020). Além disso,
a espécie também tem sido cultivada em sistema de policultivo (DIAS et al., 2021).

Quanto a comercializacdo, o0 jundid apresenta excelentes caracteristicas como bom
rendimento de filé (34,75%) (CARNEIRO et al., 2004), carne de coloracdo clara, macia e
saborosa, sem espinhas intramusculares (FRACALOSSI et al., 2004; SANTOS; MEURER,
2020). Por esse motivo, a espécie tem boa aceitacdo do mercado consumidor (SEBEN et al.,
2021), sendo sua carne muito apreciada no Brasil, Uruguai e Argentina (SALHI et al., 2004).
A pele de jundia também pode ser utilizada como subproduto para extracdo de colageno de alta
qualidade e surge como alternativa para a industria em substituicdo ao colageno de mamiferos
(SILVA et al., 2021). Em virtude dessas caracteristicas, o jundid vem demonstrando grande

potencial para producéo pela aquicultura.

1.2 CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS
1.2.1 Células mucosas

Nos teledsteos, os epitélios cutaneo e branquial formam as barreiras epiteliais da mucosa
que constituindo a primeira linha de defesa dos animais (GOMEZ; SUNYER; SALINAS,
2013). Esses tecidos sdo formados por um conjunto de células imunocompetentes, como células
epiteliais, iondcitos, células mucosas e outros tipos celulares que compdem a complexidade da
defesa imunoldgica (ESTEBAN, 2012). Em especial, as células mucosas tém sua origem na
camada intermediaria da epiderme, onde se desenvolvem. A medida que amadurecem,
acumulam muco, aumentam de tamanho e passam a se localizar na superficie da epiderme onde
0 muco é secretado (YAMAMOTO; KAWAI; OSHIMA, 2011).

Nos peixes, as células mucosas dividem-se em trés grupos: células de club, células
saciformes e células caliciformes (DASH et al., 2018). Em particular, as celulas caliciformes
sdo as mais estudadas (ESTEBAN, 2012), podendo ser encontradas em todas as superficies
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epidérmicas dos peixes sendo responsaveis por produzir e secretar a maior parte do muco que
compdem as barreiras epiteliais da mucosa (DASH et al., 2018; ELLIOTT, 2011a). Além disso,
as celulas mucosas (caliciformes) podem ser diferenciadas em células que secretam muco
contendo mucinas acidas e mucinas neutras, identificadas a partir de coloragcfes histoquimicas
especificas (CULLING; REID, 1979).

O muco é considerado um elemento-chave e representa a primeira resposta do sistema
imunolodgico inato a situacdes adversas (ABOLFATHI et al., 2022; CONE, 2009). Trata-se de
um fluido protetor, viscoso, formado pela hidratagdo de mucinas, que atua como barreira fisica,
protegendo os peixes de fatores externos, atritos e danos mecanicos (ALKAN; OGUZ, 2022;
GOMEZ; SUNYER; SALINAS, 2013). Em conjunto com as mucinas, uma complexa mistura
de outros compostos biologicamente ativos como peptideos antimicrobianos, enzimas
proteoliticas, proteinas do complemento, lectinas, imunoglobulinas e lisozima, fornecem ao
muco atividade protetora imediata contra agentes infecciosos (ABOLFATHI et al., 2022;
ESTEBAN, 2012; LAZADO; CAIPANG, 2014; SALINAS; ZHANG; SUNYER, 2011). Na
aquicultura, a atividade antimicrobiana do muco foi demonstrada contra diferentes patégenos
de peixes como Vibrio cholera, Vibrio parahemolyticus, Staphylococcus aureus, Aeromonas
hydrophila e Saccharomyces cerevisiae (BRAGADEESWARAN et al., 2011; KUMARI,
TYOR; BHATNAGAR, 2019; SHIBUYA; TSUTSUI; NAKAMURA, 2019).

As propriedades quimicas e a fluidez do muco sdo muito importantes para a manutencao
de suas funcdes imunoldgicas (LAI et al., 2009). De modo geral, a espessura da barreira mucosa
é determinada pelo equilibrio entre a taxa de secre¢do e as taxas de degradacdo e excrecdo. No
entanto, a composi¢do e as caracteristicas do muco podem variar de acordo com fatores
enddgenos (estadios de desenvolvimento e sexo) e exdgenos (pH, temperatura da agua, estresse
e infeccdes) (ESTEBAN, 2012). Da mesma forma, a densidade de células mucosas pode sofrer
variacdes sobre diferentes condi¢cdes ambientais como alta concentracdo de aménia, presenca
de metais pesados, variacfes do pH, temperatura, salinidade da agua e infeccbes (ALKAN;
OGUZ, 2022). Ainda, a densidade de células mucosas pode variar também de acordo com a
regido do corpo, estadio de crescimento e espécie (YAMAMOTO; KAWAI; OSHIMA, 2011).

Como visto anteriormente, tanto a composi¢do do muco quanto a densidade de células
sdo afetados por fatores bioticos e abioticos. Por esse motivo, diferentes autores sugeriram que
0 numero de células mucosas pode ser utilizado como indice para monitorar o estresse dos
peixes (ESTEBAN, 2012; VATSOS et al., 2010). No entanto, poucos sdo os trabalhos que
avaliaram a influéncia da nutricdo em promover uma resposta positiva sobre os parametros da

mucosa em peixes, em particular sobre a expressédo de células mucosas.
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1.2.2 Morfologia cutanea e branquial

As Dbarreiras mucosas em peixes incluem pele e branquias, que desempenham
importantes fun¢Ges (DOYLE et al., 2022). Especificamente em peixes, a pele é um érgdo que
desempenha diferentes funcdes como percepcdo sensorial, regulacdo idnica, excrecdo e
protecdo (ELLIOTT, 2011b). E um tecido que cobre a superficie corporal dos peixes,
separando-os do ambiente aquatico, protegendo-os contra micro-organismos oportunistas
(ZHANG et al., 2023). No geral, sua estrutura é semelhante, no entanto, algumas caracteristicas
morfologicas podem ser observadas entre as diferentes espécies de peixes (GARG et al., 2010).

A pele dos peixes (Figura 2) pode ser dividida em duas camadas. A camada interna,
derme, e uma camada externa, epiderme, que diferem em estrutura e fungdo. Resumidamente,
a derme é um tecido de sustentacdo, que consiste sobretudo em uma estrutura fibrosa, com
poucas células, tecido adiposo, tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células pigmentares. Ja a
epiderme € constituida por um epitélio multicamadas, compostos principalmente por células
especializadas, incluindo, células sensoriais, células epiteliais, células imunes e células
mucosas (ELLIOTT, 2011b; ESTEBAN, 2012).

Figura 2 - Imagem de secdo transversal da pele de jundia (Rhamdia quelen) mostrando algumas
das caracteristicas morfoldgicas e tipos celulares da derme e epiderme.

Células mucosas

\‘\1- : \j

X

Conjuntivo
subcutaneo

Adiposo
subcutaneo

Fonte: Maria Clara Saccol da Costa

Imagem: Maria Clara Saccol da Costa

Nos peixes, diferentemente dos mamiferos, a presenca de células mucosas na epiderme

resulta na formacéo de uma camada mucosa na superficie dos animais que consiste na primeira
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linha de defesa, formando uma barreira fisica, quimica e bioldgica (ESTEBAN; CEREZUELA,
2015; YU et al., 2020). Trata-se de uma barreira mucosa que possui funcdo imunoldgica
(SALINAS; ZHANG; SUNYER, 2011), responsavel por impedir a entrada de organismos
patogénicos como parasitas, fungos e bactérias (GUELLEC; MORVAN-DUBOIS; SIRE,
2004). Alem disso, por ser uma barreira dindAmica 0 muco € continuamente secretado e
substituido, o que impede a colonizacdo da superficie dos peixes por potenciais agentes
patogénicos (ESTEBAN; CEREZUELA, 2015).

Depois da pele, as branquias sdo um dos tecidos mais importantes da mucosa dos peixes
(DANG et al.,, 2020; LAZADO; CAIPANG, 2014). Morfologicamente, as branquias
apresentam quatro arcos pareados, cada um possuindo duas fileiras de filamentos orientados,
com lamelas cobertas por epitélio com extensa area superficial ( HAUGARVOLL et al., 2008).
E um 6rgdo multifuncional que desempenha funces como respiracdo, excrecdo, regulacio
acido-base, osmorregulacéo dentre outras (SHIH et al., 2022; ZIMMER; PERRY, 2022).

Além das func¢des citadas anteriormente, as branquias foram propostas também como
um 6rgdo imune, caracterizado por apresentar uma grande superficie mucosa (REBL et al.,
2014). Esta forma uma fina barreira responsavel por proteger os animais do contato direto com
0 meio externo (DANG et al., 2020) e possui propriedades antibacterianas e atuam como uma
barreira quimica e bioldgica protegendo contra potenciais agentes infecciosos (HILL et al.,
2004). Por tudo isto, tem sido considerada muito importante para o bem-estar dos animais
(WANG et al., 2015).

As barreiras mucosas do epitélio cutaneo e branquial tém sido frequentemente estudadas
porque 0s peixes estdo expostos a grande variagdo de condigdes ambientais, como mudancas
na qualidade da agua, poluentes e a diferentes patégenos oportunistas que se desenvolvem no
ambiente de cultivo (DANG et al., 2020; NIMALAN et al., 2022). Um namero crescente de
pesquisas que avaliaram a exposicdo de peixes a patdgenos e a contaminantes quimicos
revelaram que a exposicao a estes agentes estimula uma maior secre¢do de muco pelas células
mucosas (DANG et al., 2020; GUARDIOLA et al., 2015). Conseguentemente, o0 aumento da
producdo de muco fortalece as barreiras mucosas, aumentando sua espessura, retardando a
difusdo desses agentes, exercendo importante papel protetor para os peixes (CONE, 2009).
Além disso, 0 muco consegue ligar-se a materiais organicos e inorganicos removendo-os junto
com 0 muco secretado para 0 meio ambiente (GUARDIOLA et al., 2015). Assim, investigar 0
estado das barreiras mucosas pode ser uma importante ferramenta para avaliar a satde dos

peixes.
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1.3 ESPECIE BACTERIANA: Aeromonas hydrophila

Os surtos de doencgas bacterianas sd&o um grande entrave ao desenvolvimento da
indUstria aquicola. Dentre as principais bactérias, pode-se destacar a Aeromonas hydrophila,
como sendo responsavel por causar doencas e consequentemente perdas econémicas aos
piscicultores.

Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Aeromonadaceae e género Aeromonas (JANDA; ABBOTT, 2010). E um patdgeno bacteriano,
oportunista, associado a infeccdes secundarias, que pode ser encontrado em diferentes
ambientes aquaticos (dgua salobra, &gua doce, marinha e estacdes de abastecimento de agua),
especialmente durante as estacfes mais quentes (JIRAVANICHPAISAL et al., 2009; ZHANG,;
XU; SHOEMAKER, 2016). Ainda, podem ser encontradas em solos naturais, passaros, carnes
e em outros produtos alimenticios que tiverem contato com a &gua (JANDA; ABBOTT, 2010).

A. hydrophlila é uma espécie altamente virulenta que tem causado alta mortalidade em
diferentes espécies de peixes como bagre do canal (Ictalurus punctatus) (ZHANG; XU;
SHOEMAKER, 2016), carpa capim (Ctenopharyngodon idella) (SUN et al., 2022) e tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) (YOUNIS et al., 2023). Normalmente os surtos estdo
relacionados a mudancas ambientais (variacdes do pH, temperatura e salinidade da agua) e
estresse (manejo e infec¢Oes parasitarias) (BARCELLOS et al., 2008). Peixes infectados por A.
hydrophila normalmente apresentam hemorragias, ascite, Glcera septicémica na pele e padréo
de natacdo anormal (JANDA; ABBOTT, 2010; KARI et al., 2022).

Além desses sintomas, foi relatado que a infeccdo causada por A. hydrophila pode afetar
6rgdos como as branquias, provocando deslocamento das células epiteliais, congestdo e
hiperplasia interlamelar. Danos no figado como hemorragia, edema celular em hepatdcitos,
congestdo dos capilares sinusdides e desorganizacao nas estruturas do tecido hepatico também
sdo causados pela infeccdo bacteriana (MARINHO-NETO et al., 2019).

Historicamente, os piscicultores tém utilizado antibidticos na prevencdo e tratamento de
doencgas bacterianas em especies aquicolas. No entanto, o uso indevido e indiscriminado dos
antibioticos resultou no aumento de cepas resistentes de bactérias patogénicas e na
bioacumulagéo de residuos antimicrobianos em produtos aquicolas e no meio ambiente (LEE
et al., 2016; ROMERO; GLORIA; NAVARRETE, 2012). Por isso, desde 2006 o uso de
antibidticos no tratamento de doencas de peixes tem sido desaconselhado pela Uni&o Europeia,
dessa forma, os piscicultores tém procurado novas estratégias para o tratamento dos animais
(JANELIDZE et al., 2022).
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Na busca por alternativas aos antibioticos, varias pesquisas revelam o potencial de
produtos naturais para inibir agentes patogénicos em peixes (KARI et al., 2022). Em particular,
Oleos essenciais provenientes de plantas medicinais mostram-se uma alternativa promissora
contra a infeccdo de A. hydrophila em peixes (MONTEIRO et al., 2022; SOUZA et al., 2016;
SUTILI et al., 2015; ZHONG et al., 2022).

1.4 OLEOS ESSENCIAIS E SUA UTILIZACAO NA AQUICULTURA

A utilizagdo de produtos naturais na aquicultura tem sido extensamente documentada
na literatura (CUESTA; ESTEBAN; MESEGUER, 2002; DAWOOD et al., 2022). Mais
especificamente, o0 uso de plantas e seus derivados tém ganhado destaque e surgem como
substitutos aos produtos sintéticos, uma vez, considerados alternativas mais sustentaveis,
segura, com baixa toxicidade, de baixo custo e acessiveis aos produtores (HARIKRISHNAN;
BALASUNDARAM; HEO, 2011; REVERTER et al., 2020; ZHU, 2020). Nesse contexto,
oleos essenciais (OES) provenientes de plantas medicinais vém sendo utilizados com sucesso
no cultivo de peixes.

Oleos essenciais si0 misturas complexas de baixa massa molecular, sintetizadas pelas
plantas para fins de defesa e sinalizacdo, que contém substancias formadas a partir do seu
metabolismo secundario (SHARIFI-RAD et al., 2017; SILVA et al., 2020; SOUZA et al.,
2019). De modo geral, podem ser obtidos de matéria-prima vegetal (casca, fruto, folhas,
sementes e raizes) e serem extraidos por meio de diferentes métodos, tais como hidro difuséo,
pressdo ou destilacdo a vapor (REGNAULT; VINCENT; ARNASON, 2012; SOUZA et al.,
2019). S&@o compostos aromaticos, altamente concentrados, que apresentam grande variedade
de grupos funcionais (MANION; WIDDER, 2017; NERIO; OLIVERO-VERBEL,;
STASHENKO, 2010).

Quimicamente, os Oleos essenciais sdo constituidos de uma grande variedade de
componentes que podem variar em termos de natureza e nimero (ASGARPANAH;
SARABIAN; ZIARATI, 2014; SILVA et al., 2020). Em geral, os OEs podem conter mais de
100 compostos diferentes em sua composi¢do quimica (ASBAHANI et al., 2015; BAKKALI
et al., 2008). Normalmente, sdo formados principalmente por terpenos (hidrocarbonetos) e
terpenoides (hidrocarbonetos contendo oxigénio), sendo 0s primeiros mais predominantes
(BAKKALI et al., 2008; SHARIFI-RAD et al.,, 2017). Em funcdo de seus principais
constituintes bioativos, os OEs possuem extenso espectro de atividades biologicas

(ASBAHANI et al.,, 2015). Por esse motivo, sdo conhecidos por suas propriedades
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antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas, antiparasitarias, entre outras
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Devido a suas inumeras propriedades bioldgicas, na aquicultura os OEs tém sido
utilizados no combate e inibicdo de patdgenos de peixes, como A. hydrophila, Saprolegnia sp.
(BENAVIDES et al., 2021; NARDONI et al., 2019; OZDEMIR; TASTAN; GUNEY, 2022),
Piscinoodinium pillulare e Ichthyophthirius multifiliis (DAWOOD et al., 2021; FERREIRA et
al., 2019; VALLADAQO et al., 2016). Ainda, os OEs de Origanum vulgare, Salvia rosmarinus
e Minthostachus mollis demonstraram efeito contra monogenéticos Anacanthorus penilabiatus,
Anacanthorus spathulatus e Mymarothecium viatorum das branquias de Piaractus
brachypomus (GONZALES et al., 2022).

Os OEs também sdo utilizados como anestésicos e sedativos para peixes, por exemplo,
os OEs de Melissa officinalis, Mentha piperita e Lippia alba demonstraram forte efeito
anestésico e surgem como alternativas naturais aos anestésicos sintéticos (BRANDAO et al.,
2021; LIMA et al., 2021; WANG et al., 2022). Além disso, os OEs de Melissa officinalis,
Myrcia sylvatica e Nectandra grandiflora, foram eficientes em reduzir o estresse em diferentes
espécies de peixes (BARBAS et al., 2020; SACCOL et al., 2018; WANG; MEI; XIE, 2022).

Na nutricdo, OE de orégano (Origanum vulgare) pode ser utilizado como aditivo
alimentar, pois melhorou o desempenho de crescimento em tilapia do Nilo (O. niloticus)
(MAGOUZ et al., 2022; SHOURBELA et al., 2021), sea bass (Dicentrarchus labrax)
(DINARDO et al., 2020) e carpa comum (Cyprinus carpio) (ACAR et al., 2021). A
suplementacéo dietética com OE de tomilho (Thymus vulgaris) melhorou a imunidade inata e
0 estado oxidativo de carpa comum (Cyprinus carpio) e truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(GHAFARIFARSANI et al., 2022; YOUSEFI et al., 2022). Também foram demonstrados
resultados positivos da suplementacdo dietética dos OEs de Lippia sidoides, Petroselinum
crispum e Panax ginseng sobre a morfologia intestinal (altura e largura de vilosidade) e enzimas
digestivas, indispensaveis a absor¢do e ao crescimento em Colossoma macropomum e O.
niloticus (AHMED et al., 2022; COPATTI et al., 2022; FARAG et al., 2022).

Apesar dos bons resultados, algumas caracteristicas podem limitar o uso dos OEs nas
pisciculturas (volatilidade, sensibilidade a Iluz e baixa solubilidade em 4agua).
Consequentemente, eles podem se degradar facilmente (por oxidacdo, volatilizacdo,
aquecimento, luz) se ndo forem protegidos de fatores externos (AK; A, 2010). Por esse motivo,
faz-se necessario a adocao de tecnologias que permitam maior protecdo aos OESs contra esses
fatores. Neste sentido, a nanoemulsdo representa uma alternativa viavel como mecanismo de

protecdo contra a instabilidade e decomposic¢éo do OE (FLORES et al., 2011).
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As nanoemuls@es sdo sistemas nanoestruturados (tamanho de particula reduzido (100-
200nm), amplamente utilizados na industria farmacéutica, pois aumentam a biodisponibilidade
e a permeabilidade por meio de barreiras bioldgicas, mantendo a liberacdo controlada do
farmaco e protegendo-o contra mecanismos de degradacdo (DEVALAPALLY; CHAKILAM;
AMIJI, 2007). Por essa razdo, a nanoemulséo de OEs tem sido estudada em modelos in vitro e
in vivo, rendendo varios resultados positivos (BACCEGA et al., 2021; GUNDEL et al., 2018,
2020; OZIL; DILER; NAZIROGLU, 2022).

1.5 CYMBOPOGON FLEXUOSUS

O capim-limdo (Cymbopogon flexuosus (Steud) Wats) (Figura 3), € uma espécie
originaria da India Oriental, pertencente & familia Poaceae e género Cymbopogon (AVOSEH
et al., 2015). E uma planta herbacea, aromatica e perene, utilizada pela medicina tradicional de
forma muito variada, como medicamento para o tratamento de problemas no estbmago, febre e
alivio da dor (KUMAR et al., 2021). A espécie possui também propriedades clinicas e
farmacoldgicas interessantes, sendo por esse motivo amplamente utilizada em cosméticos,
perfumaria, aplicacGes terapéuticas, conservacédo de alimentos e agricultura (AVOSEH et al.,
2015; HAQUE; REMADEVI; NAEBE, 2018). Por essa razdo, tem sido cultivada
comercialmente em diferentes paises (RAO et al., 2015), principalmente, devido ao grande

interesse no uso de seu OE, comercialmente valioso (SHARMA et al., 2009).

Figura 3 — Exemplar de capim-liméo (Cymbopogon flexuosus)

Fonte: (GANJEWALA et al., 2013)
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C. flexuosus produz 6leo de textura fluida com coloragdo amarela e fragrancia agradavel
de limdo (KUMAR et al., 2021), tendo como seu principal constituinte 0 monoterpeno citral
(3,7-dimetil 2,6-octadienal) (AVOSEH et al., 2015). Biologicamente, o OE de C. flexuosus
possui alta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida
troplicalis, Enterococcus spp e Aeromonas spp (ADUKWU; ALLEN; PHILLIPS, 2012; GAO
et al., 2020; QUENDERA; BARRETO; SEMEDO-LEMSADDEK, 2019) e também exibiu
atividades antifungicas contra Fusarium oxysporum e Sclerotium oryzae (DEVI et al., 2021).
Além disso, 0 uso de nanoemulsdes contendo OE de C. flexuosus se mostrou uma alternativa
promissora no tratamento de candidiase vulvovaginal “in vivo” (GUNDEL et al., 2020).

Em se tratando de peixes, o0 OE de C. flexuosus demonstrou melhorar o desempenho
produtivo de jundia (Rhamdia quelen) (BALDISSEROTTO et al. 2015). O OE de C.flexuosus
também foi eficaz para promover a sedacdo e anestesia de juvenis de tambacu (Piaractus
mesopotamicus macho x Colossoma macropomum fémea) (LIMMA-NETTO; SENA,
COPATTI, 2016), induziu a anestesia e sedacdo de juvenis de jundid (SANTOS et al., 2017) e
apresentou atividade antibacteriana “in vitro” contra cepas de bactérias patogénicas de peixes,
Streptococus iniae, Photobacterium damselae e Lactococus garviae, isoladas de linguado
cultivado (Paralichthys olivaceus) (PATHIRANA et al., 2019).

A suplementagdo de OE de C. flexuosus microencapsulado na dieta ndo provocou
alteracbes nos parametros reprodutivos, expressdo de gens na hipéfise e estado oxidativo nos
testiculos de reprodutores machos de jundia (SOUZA et al., 2018b). Em recente pesquisa, seu
uso microencapsulado como aditivo alimentar ndo afetou a composicdo centesimal e a
composicdo de é&cidos graxos em filés de jundia durante armazenamento congelado
(RAMPELOTTO et al., 2021). Ainda, segundo os mesmos autores, ndo foram detectados
constituintes do OE de C. flexuosus nos filés dos peixes, indicando que o OE de C. flexuosus é

seguro e pode ser utilizado na aquicultura para fins de consumo humano.

1.6 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

De forma simplificada, o estresse oxidativo é originado pela diferenca entre os radicais
livres produzidos e a atividade antioxidante. Esse desequilibrio resulta na producéo excessiva
de oxigénio e consequente formacdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) (BIRNIE-
GAUVIN etal., 2017; YANG; LIM; SONG, 2020). Assim, se as EROs produzidas ultrapassam
a capacidade do organismo de eliminar essas espécies reativas com uso do sistema antioxidante,
ocorre 0 estresse oxidativo, provocando danos oxidativos aos constituintes celulares
(LUSHCHAK, 2016).
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As principais EROs formadas sdo os radicais superoxidos (O2¢), e hidroxila (OH),
sendo esse ultimo, quimicamente, mais prejudicial (LUSHCHAK, 2011). Outro produto gerado
€ 0 perdxido de hidrogénio (H202). Mesmo néo sendo um agente oxidante, pode ser convertido
em radical hidroxila, altamente reativo (BARBOSA et al., 2010; BIRNIE-GAUVIN et al.,
2017). Para prevenir a formacdo desses radicais, 0S organismos contam com um importante
sistema antioxidante formado por fatores enziméaticos como catalase, glutationa peroxidase,
superdxido dismutase, dentre outros e/ou ndo enzimaticos, como por exemplo carotenoides,
acido ascorbico (vitamina C) e glutationa reduzida (HOSEINIFAR et al., 2020; LUSHCHAK,
2016).

No momento que o sistema antioxidante se torna insuficiente, ocorrem modificagdes
nas proteinas celulares, DNA e lipidios. Em particular, os lipidios sdo oxidados através da
formacdo de peroxidos gerando produtos toxicos, sendo esse processo denominado de
peroxidagdo lipidica (LUSHCHAK, 2011; VALAVANIDIS et al., 2006). A peroxidacéo
lipidica é uma abordagem popular, comumente utilizada para medir os efeitos provocados por
EROs em diversos organismos (LUSHCHAK, 2016), sobretudo os aquaticos por conterem
quantidades elevadas de lipidios com residuos de acidos graxos poli-insaturados, um substrato
para a oxidacdo (LUSHCHAK, 2011). Para monitorar a peroxidag&o lipidica, a metodologia
frequentemente utilizada baseia-se na avaliacdo dos niveis de malonaldeido (MDA). Neste
ensaio, ¢ avaliada a reacdo do MDA com o acido tiobarbitdrico (TBA), para formar substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (HU; ZHONG, 2010; VALAVANIDIS et al., 2006).

A atividade oxidante pode ser estimada pela medicdo de antioxidantes enzimaticos e
ndo enzimaticos individualmente. Além disso, comumente pode-se avaliar a capacidade
antioxidante total (TAC). A TAC pode ser entendida como a capacidade de um composto de
reduzir ou neutralizar pré-oxidantes (GHISELLI et al., 2000; RUBIO et al., 2016) e foi
desenvolvida para avaliar as atividades cumulativas, sinérgicas e protetoras de todos os
antioxidantes presentes em uma amostra (PRIOR, 2015). Analises de TAC tém sido
amplamente utilizadas em fluidos bioldgicos, extratos vegetais, plantas medicinais e alimentos
(FERRARI; FERRARI, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da nanoemulsédo do 6leo essencial de C. flexuosus na resposta adaptativa
e antioxidante de jundias (Rhamdia quelen) naturalmente infectados por Aeromonas

hydrophila.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar se a adicdo da nanoemulséo de 6leo essencial de C. flexuosus na ragao para
jundias infectados naturalmente por Aeromonas hydrophila é eficiente na proliferacdo de

células mucosas cutaneas e branquiais;

- Verificar se a adicdo da nanoemulsdo do 6leo essencial de C. flexuosus na nutricao
reflete na melhora do estado antioxidante do tecido branquial de jundia naturalmente infectado
por Aeromonas hydrophila.

- Investigar se a adicdo da nanoemulsdo do 6leo essencial de C. flexuosus na racao
promove alguma adaptacdo morfolégica do parénquima hepatico de juvenis de jundia

naturalmente infectados por Aeromonas hydrophila.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 MANUSCRITO

RESPOSTA MORFO-ADAPTATIVA E ANTIOXIDANTE DE JUNDIA (Rhamdia quelen)
SUPLEMENTADOS COM NANOEMULSAO DE Cymbopogon flexuosus NA DIETA
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Resposta morfo-adaptativa e antioxidante de jundia (Rhamdia quelen) suplementados
com nanoemulséo de Cymbopogon flexuosus na dieta

Resumo: Este estudo avaliou a suplementacéo dietética da nanoemulséo do 6leo essencial de
Cymbopogon flexuosus (OECF) na resposta morfo-adaptativa cutanea e branquial, assim como
seu potencial antioxidante para juvenis de jundia (Rhamdia quelen), naturalmente infectados
por Aeromonas hydrophila. Quatrocentos juvenis de jundia (7,60 + 3,29 g; 10,01 + 1,40 cm)
foram distribuidos aleatoriamente em 20 caixas de polietileno (60 L), 20 peixes por caixa. Os
animais foram alimentados com dietas suplementadas com a nanoemulsdo do OECF nas
concentracdes de 0, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mL/ kg de dieta por vinte e um dias. O desenho
experimental resultou em cinco tratamentos e quatro repeticdes. Ao final do periodo
experimental, amostras de revestimento branquial, cutaneo e do figado foram coletadas para
analises morfométricas e do estado oxidativo. Nossos resultados mostraram que as maiores
concentracdes da nanoemulsdo de OECF, com 1,0 e 2,0 mL/kg na suplementacao dietética, ndo
exercem efeito de preservacdo estrutural na morfometria branquial e cutanea dos jundiés
infectados naturalmente pela A. hydrophila. No entanto, a suplementacdo dietética de 0,5 mL/
kg da nanoemulsdo do OECF por 21 dias demostrou efeito antioxidante, uma vez que diminuiu
as concentracfes de espécies reativas ao acido tiobarbitirico e aumentou a capacidade
antioxidante total nas branquias de jundias naturalmente infectados por A. hydrophila. Além
disso, a suplementacdo da nanoemulc¢do do OECF na dieta mostrou efeito hepatoprotetor em
juvenis de jundia infectados naturalmente por A. hydrophila. Assim, devido a esses efeitos

benéficos, a nanoemulsdo do OECF demostra uso promissor na aquicultura.

Palavras-chave: Aditivo alimentar. Células mucosas. Estresse oxidativo. Morfometria cutanea

e branquial.
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INTRODUCAO

Aeromonas hydrophila é um agente infeccioso altamente patogénico que causa lesdes
em diferentes 6rgdos dos peixes, provocando alta mortalidade na aquicultura (SUN et al., 2022;
YOUNIS et al., 2023). Branquias e pele geralmente sdo os primeiros 6rgaos acometidos por
aeromonose por constituirem a primeira linha de defesa da barreira mucosa e, por estarem
constantemente expostos ao meio externo (DOYLE et al., 2022). Por isso, danos no epitélio
cutaneo e branquial, alteracBes nas células mucosas e no figado sdo comumente associados a
infeccdo por A. hydrophila (ABDEL-LATIF;, KHAFAGA, 2020; ESTEBAN, 2012;
MARINHO-NETO et al., 2019)

A infeccdo por A. hydrophila também pode afetar o mecanismo de defesa dos peixes
promovendo o estresse oxidativo devido a producao excessiva de espécies reativas ao oxigénio
(EROs) ou eliminagdo ineficiente dos radicais livres (BALDISSERA et al., 2017),
comprometendo o sistema antioxidante dos animais. O acimulo das EROs pode resultar no
aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), e provocar a peroxidacao lipidica, resultando
em danos oxidativos aos constituintes celulares (LUSHCHAK, 2016). Altas concentracfes de
malondialdeido em tecidos de peixes também tém sido relacionada a infeccdo por aeromonose
(BANDEIRA JUNIOR; BALDISSEROTTO, 2020).

Apesar dos efeitos deletérios, foi relatado que a utilizacdo de ingredientes naturais a
base de plantas adicionados a dieta pode melhorar a estrutura da barreira mucosa em peixes
acometidos por doencas bacterianas (MOUSAVI et al., 2021). Uma barreira mucosa saudavel
com adequado nimero de células mucosas é vital para a manutencdo das funcbes de defesa
contra agentesinvasores (PITTMAN et al., 2011). Do mesmo modo, a abordagem nutricional
com a utilizacdo de compostos derivados de plantas medicinais demonstrou melhorar o sistema
antioxidante de peixes, inibindo os danos provocados pelo estresse oxidativo, reduzindo os
niveis de malondialdeido (MDA) em animais infectados por bactérias patogénicas
(BANDEIRA-JUNIOR et al., 2022). Assim, abordagens nutricionais mostram-se eficientes.

Os Oleos essenciais de plantas medicinais (OEs), sdo utilizados em diferentes campos
da aquicultura. Quando adicionado a dieta, os OEs demonstraram melhorar o status
antioxidante, imunidade inata e a resisténcia de diferentes espécies de peixes a doencas
infecciosas (DAWOOD et al., 2021). O capim-liméo (Cymbopogon flexuosus) é uma planta
originaria da india Oriental muito utilizada pela medicina tradicional (KUMAR et al., 2021).
Seu OE possui inumeras propriedades farmacologicas (DEVI et al., 2021; GAO et al., 2020).
Na aquicultura demonstrou induzir anestesia e sedacdo em jundia (SANTOS et al., 2017) e
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apresentou atividade antibacteriana “in vitro” contra cepas de bactérias patogénicas de peixes
(PATHIRANA et al., 2019).

De modo geral, os OEs sdo compostos volateis, sensiveis a luz e com baixa solubilidade
em agua, o que pode dificultar sua utilizacdo nas pisciculturas. Logo, podem se degradar
facilmente (por oxidagéo, volatilizacdo, aquecimento), se ndo forem protegidos de fatores
externos. Uma forma de proteger os OEs contra mecanismos de degradacdo, pode ser a
formulacdo com nanoemulsdes, visto que sao sistemas nanoestruturados (particulas de tamanho
reduzido 100-200nm) gque vem sendo utilizados com sucesso pela industria farmacéutica, pois
aumentam a biodisponibilidade do farmaco mantendo sua liberagdo controlada
(DEVALAPALLY; CHAKILAM; AMIJI, 2007). Dessa forma, a nanoemuls&o representa uma
alternativa viavel como mecanismo de protecdo do OE contra a instabilidade e decomposicao
(FLORES et al., 2011) e tem sido estudada em modelos in vitro e in vivo, rendendo varios
resultados positivos contra agentes infecciosos (BACCEGA et al., 2021; GUNDEL et al., 2018,
2020; OZIL; DILER; NAZIROGLU, 2022). No entanto, a suplementacio dietética da
nanoemulsdo do OECF na aquicultura ainda nao foi estudada.

O jundia (Rhamdia quelen), é uma espécie nativa de grande importancia econémica para
a aquicultura da regido sul do Brasil (VALENTI et al., 2021). Contudo, a espécie é suscetivel
a infeccdo por Aeromonas hydrophila, o que pode causar grandes perdas econémicas aos
piscicultores. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo dietética da
nanoemulsdo do OECF na resposta morfo-adaptativa e anti-oxidante de juvenis de jundia

infectados naturalmente por A. hydrophila.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo e composicao do 6leo essencial

O OE de Cymbopogon flexuosus utilizado neste estudo foi adquirido comercialmente
junto a empresa FERQUIMA Industria e Comercio Ltda. Sua caracterizagdo completa esta
disponivel em GUNDEL et al., (2018).

Preparo da nano emulséo

A nano emulsdo foi preparada pelo método de homogeneizagdo sob alta agitacao,
composta por duas fases: A fase oleosa, contendo 5% de OE de C. flexuosus e 2% de
monooelato de sorbitano, e uma fase aquosa, constituida por 2% de polissorbato e agua

ultrapura, segundo protocolo desenvolvido por Giindel et al., (2018).
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Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas de acordo com Zeppenfeld et al., (2016). Os
tratamentos dietéticos foram: 0,0 (dieta controle), 0,25, 0,5, 1,0, e 2,0 mL de nanoemulsdo de
OE de C. flexuosus por quilograma de dieta. A dieta controle foi preparada com 2,0 mL/kg de
nanoemulsdo sem adicdo de OE de C. flexuosus. Os ingredientes de cada dieta experimental
foram pesados e manualmente homogeneizados. A nanoemulséo foi diluida em 6leo de canola
e adicionada a dieta. Em seguida, a dieta foi umedecida (dgua em temperatura ambiente),
peletizada e depois seca a 40 °C em estufa de circulacdo forcado de ar por 24h. Apos a secagem

as racOes foram embaladas em sacos plasticos e armazenadas a -18°C.

Animais

O Estudo atendeu as normas brasileiras de cuidado e uso de animais para fins Cientificos
e Educacionais protocolado sob o CEUA N° 6899161121. Juvenis de jundi adquiridos de um
produtor local (Santa Maria- RS, Brasil), foram transportados para o Laboratério de Fisiologia
de Peixes — LAFIPE, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul,
Brasil, e aclimatados durante sete dias as condi¢cdes experimentais. Apos aclimatacdo, foram
mensurados o comprimento (cm) e o peso (g) individual de cada animal. Para isso, 0s peixes
foram anestesiados em solucédo de eugenol 50 mg/L (CUNHA et al., 2010).

Quatrocentos juvenis de jundia (7,60 £ 3,29 g; 10,01 £ 1,40 cm) foram distribuidos
aleatoriamente em vinte caixas de polipropileno, com capacidade de 60 L, 20 peixes por caixa,
em sistema de recirculacdo de &gua e aeracdo individual constante. Duas vezes ao dia (9:00 e
19:00 h), os animais foram alimentados com as dietas experimentais (4% da biomassa total),
durante vinte e um dias. Diariamente, para remocao de sobras de alimento e fezes, foi realizada
a limpeza das caixas por sifonagem, 30 minutos apds a Ultima alimentacdo. O desenho
experimental resultou em cinco tratamentos e quatro repeticoes.

Durante o periodo experimental foram registradas mortalidades diarias. Lesdes de pele,
nadadeira, barbilhdes e hemorragia foram os sinais mais observados em peixes mortos e
moribundos. Dois peixes em estado moribundo que apresentavam esses sinais foram coletados
para investigacOes suplementares. Um exame bacteriologico foi realizado no Laboratorio de
Bacteriologia (LABAC — UFSM), pelo método de cultura microbiologica em aerobiose. O
resultado da anélise identificou a presenca de Aeromonas hydrophila.

O registro de infeccdo natural por A. hydrophila, contaminando os peixes de todas as
unidades experimentais, resultou na completa perda dos animais do grupo controle. Uma

segunda etapa experimental foi conduzida posteriormente. Um sistema a parte como referéncia
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— grupo controle (dieta sem OECF) e ndo contaminado por A. hydrophila, permitiu a

comparacao morfométrica e bioquimica com os grupos infectados.
Material bioldgico

Ao final do experimento, oito peixes de cada tratamento foram anestesiados com
eugenol 50 mg/L (CUNHA et al., 2010) e eutanasiados por sec¢do da medula para coleta de
material biolégico. Em seguida, amostras de figado, revestimento cutéaneo (regido ventral) e
branquias (segundo arco branquial) foram cuidadosamente coletados, armazenadas em tubos
estéreis e fixados em formalina tamponada 10% para posterior processamento histoldgico.

Histomorfometria

O processamento histolégico foi realizado no Laboratério de Morfofisiologia
Experimental (LABITEX), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do
Sul, Brasil. As amostras de tecido foram submetidas ao processamento histolégico de rotina
para inclusdo em parafina. Os blocos foram seccionados na espessura de 6 pm em microtomo
rotativo (Easy path ®).

Amostras de figado foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). A anélise
morfologica do parénquima hepatico foi realizada pelo método qualitativo. Para analise das
células secretoras de muco do revestimento cutaneo e branquial as laminas foram coradas
utilizando a técnica de PAS e Alcian Blue (ZHENG et al., 2021). Em seguida, as [aminas foram
analisadas e fotomicrografadas em microscopio modelo (Axio Scope.Al), equipado com
sistema de captura de imagem Axiocam 105 color (ZEISS®, Germany) interfaceado ao
software ZEN. Dez fotomicrografias de cada seccdo do epitélio cutaneo e do segundo arco
branquial foram analisadas em software ImageJ v. 1.49. As anéalises de tamanho médio de
celulas mucosas, nimero de celulas mucosas e densidade volumétrica no epitélio branquial e

cutaneo foram calculados segundo (DANG et al., 2020) e resultaram em trés indices de mucosa:

A éarea de células mucosas: foi o tamanho médio das células mucosas no tecido dos individuos;

) ) area de células mucosas x ndmero de células mucosas
Densidade de células mucosas: - — x 100
area do epitélio

1
Status de b ira: 1000
atus de batretra (4rea de células mucosas/densidade de células mucosas) X
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Marcadores de status oxidativo

Ao final do experimento, amostras do segundo arco branquial foram armazenadas em
frascos Eppendorff® e mantidas em refrigeracio — 80°C. Posteriormente, a capacidade
antioxidante total (TAC) foi determinada de acordo com protocolo desenvolvido por Campos
e Lissi. (1997). A absorbéncia foi registrada a 734 nm por 1 minuto. A peroxidacao lipidica foi
avaliada medindo a concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
(HERMES-LIMA; WILLMORE; STOREY, 1995), sendo a absorbancia medida a 532 nm. Os

valores de TAC e os niveis de TBARS sdo expressos como nmol/mg de proteina.
Anélise da qualidade de agua

Os parametros de qualidade da agua foram monitorados diariamente. A temperatura e 0
oxigénio dissolvido foram verificados com auxilio de oximetro (YS1 50 ®, Yellow Springs, OH,
EUA). O pH da &gua foi monitorado com um pHmetro DMPH-2 (Digimed, Sao Paulo, Brasil).
A concentracdo de amonia total foi monitorada usando kits colorimétricos comerciais
(LabconTest, Alcon®, Camburid, Brasil). Os dados obtidos foram respectivamente: temperatura
(23,2 + 2,24 °C), oxigénio dissolvido (4,6 + 1,31 mg/L™?), pH (7,2 + 0,44), aménia total (0,025
+0,04). As variaveis de qualidade da &gua permaneceram na faixa ideal para a espécie (GOMES
et al., 2000).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada em software GraphPad Prism ® versdo 8.0. A
homogeneidade de variancias foi analisada pelo teste de Levene. Para analise dos marcadores
de estresse oxidativo foi utilizado ANOVA de uma via seguida por post-hoc de Tukey. Os
valores de tamanho de células, densidade de células e estado de barreira do epitélio branquial e
cutaneo foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn para comparagdo de meédias. As diferencas foram consideradas significativas quando

P<0.05. Os valores foram expressos como a média = SEM.
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RESULTADOS
Morfometria branquial

Peixes alimentados com 0,5 mL/ kg de nanoemulsdo de OECF tiveram em média células
mucosas branquias (66, 47 um?) significativamente maiores (p<0,05) em comparagdo com o0s
animais do grupo controle e alimentados com 0,25 e 2,0 mL/ kg de nanoemulséo de OECF
(51,13 um?, 46,50 um? e 42,35 um? respectivamente) (Fig. 1A). No entanto, ndo foi observada
diferenca significativa (p<0,05) no tamanho das células mucosas entre os animais alimentados
com 0,5 e 1,0 mL/kg de nanoemulsio de OECF (66, 47 pm? e 54,74 um? respectivamente). A
densidade celular (Fig. 1B) foi significativamente maior (p<0,05) nos animais alimentados com
0,5 e 2,0 mL/kg de nanoemulsdo de OECF em comparag¢do com o grupo alimentado com 0,25
mL/kg de nanoemulsdo OECF. O status de barreira mucosa (Fig. 1C) ndo foi afetado
significativamente pelos tratamentos (p>0,05). As branquias de jundias do grupo controle ndo
infectado e dos animais alimentados com 0,25 e 0,5 mL/kg de nanoemulsdo de OECF
apresentaram estrutura normal (Fig. 2A - C). No entanto, foi observada hiperplasia interlamelar
nas branquias dos animais dos grupos alimentados com 1,0 e 2,0 mL/kg de nanoemulsao de
OECF na dieta (Fig. 2D - E).
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Figura 1: Tamanho de células mucosas do filamento branquial (A), densidade de células
mucosas do filamento branquial (B) e status de barreira das células mucosas do filamento
branquial (C) de juvenis de jundia (Rhamdia quelen) suplementados com nanoemulséo de 0leo
essencial de Cymbopogon flexuosus (OECF) em diferentes doses. Cntrl: controle (dieta sem
OECF) néo infectado. Os valores sdo expressos como a média £ SEM (n= 8). Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 2: Fotomicrografias de branquias de jundia (Rhamdia quelen) infectados naturalmente
por A. hydrophila alimentados com dietas contendo diferentes doses da hanoemulséo de 6leo
essencial de Cymbopogon flexuosus (OECF). Peixes alimentados com a dieta controle (Cntrl:
dieta sem OECF) néo infectados (A); Peixes naturalmente infectados, alimentados com as
dietas experimentais (0,25, 0,5, 1,0, 2,0 mL OECF/kg de dieta) (B, C, D e E, respectivamente).
Setas: células mucosas; setas de duas pontas: hiperplasia interlamelar. Coloragdo PAS e Alcian

Blue. Barra de escala = 50 pm. Aumento 20x.
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Morfometria cutinea

O tamanho médio das células mucosas da pele de juvenis de jundid alimentados com
0,5 e 2,0 mL/kg de nanoemulsio de OECF na racdo (62, 36 um? e 64,94 um?) foi
significativamente menor (p<0,05) que os dos animais alimentados com a dieta controle e nao
infectados (0) e os com 0,25 e 1,0 mL/kg de nanoemulsio de OECF na dieta (105,37 um?,
113,58 um? e 89,69 pum? respectivamente) (Fig. 3A). A densidade de células mucosas ndo foi
afetada significativamente pelos tratamentos (p>0,05) (Fig. 3B). Nao foi observada diferenca
significativa (p<0,05) no status de barreira da pele dos animais alimentados com as dietas

experimentais (Fig. 3C).
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Figure 3: Tamanho de células mucosas da pele (A), densidade de células mucosas da pele (B)
e status de barreira das células mucosas da pele (C) de juvenis de jundia (Rhamdia quelen)
suplementados com nanoemulsdo de 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus (OECF) em
diferentes doses. Cntrl: controle (dieta sem OECF) ndo infectado. Os valores sdo expressos
como a média + SEM (n= 8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as os

tratamentos.
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Figura 4: Fotomicrografia de pele de jundid (Rhamdia quelen) infectados naturalmente por 4.

hydrophila alimentados com dietas contendo diferentes doses da nanoemulsao de 6leo essencial
de Cymbopogon flexuosus (OECF). Peixes alimentados com a dieta controle (Cntrl: dieta sem
OECF) néo infectados (A); Peixes naturalmente infectados, alimentados com as dietas
experimentais (0,25, 0,5, 1,0, 2,0 mL OECF/kg de dieta) (B, C, D e E, respectivamente). Setas:

células mucosas. Coloragdo PAS e Alcian Blue. Barra de escala = 50 um. Aumento 20x.
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Marcadores de status oxidativo

Peixes alimentados com 0,5 mL/kg de nanoemulsédo de OECF apresentaram reducéo
nos niveis de TBARS (p<0,05) quando comparados com os peixes nao infectados e alimentados
com a dieta controle (Fig. 5A). Nao houve diferenca significativa (p>0,05), nos niveis de
TBARS dos peixes alimentados com 0,25, 1,0 e 2,0 m/L de nanoemulsdo de OECF em relacao
aos animais ndo infectados e alimentados com a dieta controle (Fig. 5A). Peixes alimentados
com 0,5 e 2,0 mL/kg nanoemulsdo de OECF na dieta apresentaram niveis significativamente
maiores de (TAC) (p<0,05) que os peixes alimentados com 0s outros niveis de nanoemulsao de
OECF na dieta. Os Valores de (TAC) ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre os
peixes alimentados com grupo controle (0), 0,25 e 1,0 mL/kg nanoemulsdo de OECF na dieta
(Fig. 5B).
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Figura 5: Substancias reativas aos niveis de acido tiobarbiturico (TBARS) (A), capacidade
antioxidante total (TAC) (B), nas branquias de juvenis de jundia (R. quelen) suplementados
com nanoemulsdo de dleo essencial de Cymbopogon flexuosus (OECF) em diferentes doses.
Cntrl: controle (dieta sem OECF) nédo infectado. Os valores sdo expressos como a média + SEM

(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos.

Histologia hepatica

Os tecidos hepaticos dos peixes do grupo controle ndo infectados (Fig. 6A)
apresentaram um parénquima hepatico de aparéncia macroscopica normal, com hepatdcitos
normais, citoplasma bastante homogéneo e nucleo arredondado. Além disso, a veia centro

lobular e capilares sinusoides apresentaram estrutura normal. Grupos de peixes alimentados
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com 0s outros tratamentos dietéticos apresentaram figado com uma estrutura semelhante ao do

grupo controle, sem nenhuma lesdo patoldgica observada (Fig. 6B-E).

Figura 6: Fotomicrografias de figado de jundia (Rhamdia. quelen) infectados naturalmente por
A. hydrophila alimentados com dietas contendo diferentes doses de nanoemulsdo de Gleo
essencial de Cymbopogon flexuosus (OECF). Peixes alimentados com a dieta controle (Cntrl:
dieta sem OECF) néo infectados (A); Peixes naturalmente infectados, alimentados com as
dietas experimentais (0,25, 0,5, 1,0, 2,0 mL/kg de dieta) (B, C, D e E, respectivamente).

Coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H & E). Barra de escala = 50 um. Aumento 40x.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, jundias naturalmente infectados por A. hydrophila alimentados
com concentragdes de 1,0 e 2,0 mL/kg de dieta da nanoemulsdo do OECF apresentaram
hiperplasia interlamelar. ModificacGes histopatoldgicas nas brénquias de peixes tém sido
relacionadas a infecdes por A. hydrophila , e hiperplasia interlamelar foi observada em tilapia
azul (Oreochromis aureus) infectada experimentalmente (ALYAHYA et al., 2018;
MARINHO-NETO et al., 2019). Mudancas histopatoldgicas também tém sido atribuidas a
altas doses de alguns componentes de 6leos essenciais que quando adicionados na dieta podem
causar toxicidade e lesdes nas branquias de peixes (BRUM et al., 2018). Assim, sugerimos que
pesquisas possam ser realizadas para investigar a tolerancia das branquias de jundia a diferentes
concentragOes da nanoemulsdo do OECF, a fim de definir uma dosagem terapéutica.

As superficies mucosas das branquias e pele conferem protecdo, sendo fundamentais
para a salde dos peixes (NIMALAN et al., 2022). A melhora na estrutura da mucosa tem sido
relacionada a presenca de ingredientes imunoestimulantes na dieta. Por exemplo, em estudo
avaliando a inclusdo de 100 e 200 mg kg™ do extrato de semente de uva na dieta sobre os
parametros imunoldgicos da mucosa de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), foi observado
gue os animais alimentados com os tratamentos dietéticos apresentaram aumento no tamanho
e densidade de células mucosas nas branquias e pele (MOUSAVI et al., 2021). Esse resultado
pode estar relacionado a presenca de proantocianidinas no extrato de sementes de uva, as quais
demonstraram efeito imunoestimulante da mucosa (NICHOLS; KATIYAR, 2010).

No presente estudo, jundias infectados naturalmente por A. hydrophila e alimentados
com 0,5 mL/ kg de nanoemulséo de OECF apresentaram maior tamanho de células mucosas no
epitélio branquial em relacdo ao grupo controle. Nossos resultados podem estar associados ao
monoterpeno citral e seu isdbmero B geranial (a-citral), componentes majoritarios do OECF
utilizado neste estudo (GUNDEL et al., 2018), reconhecidos por suas propriedades
imunomoduladoras (BACHIEGA,; SFORCIN, 2011). Né&o foi observada diferenca significativa
na densidade celular entre peixes alimentados com as dietas experimentais e o grupo controle,
contudo, uma reducdo na densidade de células mucosas foi verificada entre os animais
alimentados com 0,25 mL/ kg de nanoemulséo e os alimentados com 0,5 e 2,0 mL/ kg de
nanoemulsdo de OECF. Esse resultado sugere que a dieta suplementada com 0,25 mL/kg de
dieta da nanoemulsdo do OECF n&o conseguiu estimular o aumento da densidade celular,

entretanto, pode ter minimizado os efeitos de hiperplasia resultantes da infec¢do microbiana.
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Essa mesma dose do OECF ndo melhorou as respostas bioquimicas e fisiologicas de tilapias do
Nilo desafiadas por A. hydrophila (SOUZA et al., 2020).

A analise histoldgica do epitélio cutaneo indicou que o tamanho das células mucosas de
jundia foi significativamente menor nos grupos de peixes tratados com 0,5 e 2,0 mL/kg da
nanoemulsdo do OECF em relagdo aos outros grupos. Uma razéo que poderia explicar essa
reducdo no tamanho das células mucosas na pele de jundias pode ser o estado fisiologico das
células mucosas dos animais desses grupos no momento da coleta das amostras. Sabe-se que as
células mucosas reduzem de tamanho ap6s a secrecdo do muco para a superficie do epitélio
cutaneo. Assim, o menor tamanho de células observado neste estudo pode ser em consequéncia
do aumento na secre¢do de muco, que pode ter causado uma reducdo do volume celular pela
eliminacdo do muco no grupo de peixes alimentado com 0,5 e 2,0 mL/kg da nanoemulséo do
OECEF nas dietas.

A densidade de células mucosas pode reduzir em funcdo da infeccdo bacteriana
(ALKAN; OGUZ, 2022). Foi relatado que se o desafio provocado pela carga bacteriana superar
a capacidade da barreira mucosa de se defender, a densidade de células mucosas diminuiria,
indicando um estado de esgotamento (LEDY; GIAMBERINI; PIHAN, 2003). No entanto, em
nosso estudo a densidade de células mucosas do epitélio cutaneo ndo diferiu estatisticamente
entre os tratamentos, indicando que a densidade de células mucosas na pele de jundia infectado
naturalmente por A. hydrophila manteve-se estavel, sugerindo um equilibrio entre o desafio e
resposta. Resultado semelhante ao nosso foi observado em trabalho que avaliou a densidades
de células mucosas em Myoxocephalus scorpius parasitados naturalmente por digenéticos na
pele (DANG et al., 2019).

O status de barreira pode ser entendido como uma representacdo matematica da
qualidade da barreira da superficie epitelial em funcdo do tamanho da célula mucosa e da
densidade volumétrica (LAZADO et al., 2020). Em nossos resultados ndo foi observado
diferenca significativa no status de barreira do epitélio branquial e cutaneo de juvenis de jundia
naturalmente infectados por A. hydrophila. Esse resultado sugere que o estado de barreira ndo
foi prejudicado pela infeccdo natural por A. hydrophila. Resultado similar foi observado em
estudo que avaliou o estado da barreira em M. scorpius capturados em areas com diferentes
concentracdes de chumbo (DANG et al., 2019).

A peroxidacéo lipidica € um processo patologico provocado pela toxicidade do oxigénio
(BANDEIRA JUNIOR et al., 2021) que causa danos aos lipidios sensiveis a oxidacdo (YAN et
al., 2015). Esse processo pode ser monitorado pela reacdo do malonaldeido (MDA) com o acido

tiobarbitdrico (TBA) para a formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
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(HU; ZHONG, 2010). Os niveis de TBARS sdo comumente utilizados como indicadores de
danos causados por estresse oxidativo (DINARDO et al., 2021).

Danos oxidativos relacionados ao aumento nos niveis de MDA em tecidos de peixes
acometidos por aeromonose foram apontados na revisdo de (BANDEIRA JUNIOR;
BALDISSEROTTO, 2020). Em estudo avaliando o efeito antioxidante e a resisténcia do
tambaqui (Colossoma macropomum) alimentado com dietas contendo OE de Mentha piperita
frente a infeccdo por A. hydrophila foi observado o aumento dos niveis de TBARS hepatico e
renal no grupo infectado e tratado com as dietas experimentais quando comparado com o grupo
controle ndo infectado (RIBEIRO et al., 2018). Corroborando com esses resultados, 0 aumento
nas concentracfes de TBARS hepético e renal também foi observado em jundias (R. quelen)
infectados por Aeromonas caviae (BALDISSERA et al., 2018).

No presente estudo, jundias naturalmente infectados por A. hydrophila apresentaram
niveis reduzidos de TBARS apds serem alimentados por 21 dias com dietas contendo 0,5 mL/kg
de nanoemulsdo do OECF. Os terpenoides apresentam atividade antioxidante de quebra de
cadeia, similar a dos fendis (GONZALEZ-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; LING
et al., 2022). As propriedades antioxidantes do OECF tém sido fortemente associadas ao
monoterpeno citral, que possui importante atividade antioxidante (LING et al., 2022; SOUZA
et al., 2018a). No entanto, o citral em sua forma livre é hidrofébico. Além disso, € instavel,
podendo sofrer degradacdo oxidativa se ndo for armazenado de forma correta, 0 que pode
comprometer sua atividade antioxidante (LU et al., 2018). Desta forma, faz-se necessaria a
utilizacdo de tecnologias para protegé-lo contra oxidacao.

A nanoemulsdo é conhecida por proteger os farmacos contra mecanismos de degradacgédo
(DEVALAPALLY; CHAKILAM; AMIJI, 2007) e demonstrou ser um excelente mecanismo
de protecdo para o citral (LU et al., 2018). Deste modo, em nossos resultados, acreditamos que
a nanoemulsdo protegeu 0s compostos antioxidantes do OECF contra possiveis danos
oxidativos, preservando suas caracteristicas. Assim, atribuimos a reducéo dos niveis de TBARS
observadas no presente estudo a presenca do citral em conjunto com outros componentes
antioxidantes do OECF, que inibiram a peroxidagdo, reduzindo os danos lipidicos causados
pela infecgédo natural por A. hydrophila.

Em organismos aquéticos a analises das respostas antioxidantes tém sido realizadas em
termos da capacidade antioxidante total (TAC) de um tecido (AMADO et al., 2009). A TAC
pode ser entendida como a capacidade protetora de um conjunto de antioxidantes presentes em
um tecido em reduzir determinado tipo de EROs, possibilitando uma visdo global do estado

antioxidante deste tecido (PRIOR, 2015). Neste estudo, a nanoemulsédo do OECF nas doses de
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0,5 e 2,0 mL/kg de dieta aumentou a TAC nas branquias de jundias infectados naturalmente
por A. hydrophila. Esse resultado pode ser atribuido a acdo antioxidante dos componentes
presentes no OECF no tecido branquial. Além disso, a nanoemulsdo aumenta a
biodisponibilidade OEs no organismo dos peixes (AYDIN; BARBAS, 2020), o que pode ter
potencializado a atividade antioxidante do OECF, resultando na melhora da atividade do
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico dos animais.

A andlise histologica do tecido hepatico pode ser uma importante ferramenta para
auxiliar na identificacdo de alteracGes patologicas provocadas por agentes quimicos ou
infecciosos (VAN DYK; COCHRANE; WAGENAAR, 2012; WANG et al., 2017). Isso porque
o figado é um 6rgdo-alvo, frequentemente acometido por infeccdo bacteriana (CHEN et al.,
2018). Por esse motivo é considerado um 6timo indicador do estado fisioldgico e da satde dos
animais (WANG et al., 2014).

Em peixes as alteracbes hepaticas tém sido frequentemente observadas e associadas a
contaminacdo por A. hydrophila (DONG et al., 2017). Foi relatado que em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) a infecgcdo natural ou experimental por A. hydrophila causou dilatacao
e congestdo dos capilares sinusoides e necrose hepética grave (ABDEL-LATIF; KHAFAGA,
2020; ALYAHYA etal., 2018), provocada principalmente por toxinas e produtos extracelulares
gerados pela bactéria (ALLAN; STEVENSON, 1981). Resultado similar foi descrito no figado
de pacus (Piaractus mesopotamicus) ndo tratados submetidos a infecgdo experimental por A.
hydrophila (MARINHO-NETO et al., 2019).

Nossas observacdes ndo mostraram alteracdes na histologia hepatica de grupos de
juvenis de R. quelen naturalmente infectados por A. hydrophila alimentados com nanoemulsao
do OECF na dieta quando comparados com o grupo de peixes alimentados com a dieta controle
e ndo infectados. Esses resultados podem estar relacionados ao potencial efeito antibacteriano
do OECF em inibir in vitro e in vivo infeccdo por A. hydrophila (SOUZA et al., 2018b, 2020).
A atividade antibacteriana do OEFC tem sido associada a presenga de monoterpenos como o
citral presente no OE. De forma simplificada foi demonstrado que o citral possui a capacidade
de romper a estrutura lipidica e penetrar a parede celular bacteriana, resultando em lise celular
e morte (SADDIQ; KHAYYAT, 2010).

A nanoemulséo do citral apresentou atividade antibacteriana contra diferentes tipos de
bactérias tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Salmonella typhimurium (LU et al., 2018). Segundo os mesmos autores, esses resultados
demonstram que a nanoemulsdo pode ser um excelente mecanismo para protecdo deste

composto. Deste modo, em nossos resultados, acreditamos que a nanoemulsdo protegeu os
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compostos antibacterianos do OECF contra possiveis danos oxidativos, preservando suas
caracteristicas. A suplementac&o dietética da nanoemulsdo do OECF para juvenis de R. quelen,
neste estudo, foi benéfica, com potencial efeito hepatoprotetor dos peixes naturalmente
infectados por A. hydrophila. Em recente pesquisa, foi verificado que a nanoemulséo
potencializou a atividade antibacteriana do OE de canela (Cinnamomum cassia) em
comparagdo com 0 Oleo em seu estado livre em teste in vitro contra A. hydrophila
(BANDEIRA-JUNIOR et al., 2022).

CONCLUSAO

Em conclusdo, as maiores doses da nanoemulsdo de OECF na suplementacdo dietética
(1,0 e 2,0 mL/kg) ndo exercem efeito de preservacdo estrutural na morfometria branquial e
cutanea dos jundias infectados naturalmente pela A. hydrophila. Entretanto, a suplementacéo
dietética de 0,5 mL/kg de dieta da nanoemulsédo do OECF demonstrou efeito antioxidante, pois
diminuiu os niveis de TBARS e aumentou a capacidade antioxidante total (TAC) nas branquias
de jundias naturalmente infectados por A. hydrophila. A suplementacdo da nanoemulsdo do

OECF na dieta mostrou efeito hepatoprotetor em juvenis de jundia.
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