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RESUMO

NEVES, Isabel Gertrudes Arrighi de Aradjo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2017 Potencial do dleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsénio

em lambaris-do-rabo-amarelo, Astyanax aff. bimaculatus Orientador: Jener Alexandre
Sampaio Zuanon. CoorientaegarJuraci Alves de Oliveira e Suellen da Silva Condessa.

A utilizacdo de aguas publicas para a criacdo de peixes pode resultar em menorresempe
produtivo quando estas aguas estdo poluidas por compostos toxicos, como o arsénio. A
toxicidade do arsénio ocorre principalmente pela geracdo de espécies reativas de oxigénio. A
contaminacgao pelo arsénio pode acumular nos tecidos e prejudicar a salde dos seres humanos
gue consomem estes peixes. Dessa forma, sdo necessarias técnicas para reduzicaacumula
e a toxidade do arsénio em peixes. Uma possibilidade de reducao/prevencao destea danos é
utilizacdo de aditivos nas dietas, como o orégano, em funcdo de sua alta capacidade
antioxidante. Com o presente estudo objetivamos avaliar o potencial do 6leo de orégano como
atenuador dos danos causados pela exposicdo ao arséAstyamax aff. bimaculatus\pos

30 dias de alimentacdo com dietas contendo 6leo de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de dleo de
orégano), os peixes foram expostos a uma solugdo de arsenato de sthsMaH.O) na
concentracdo de 5,0 mg/L de arsénio durante sete dias. Previamente foi realizado um pré-
experimento que mostrou que o uso de 6leo de orégano em dietds péraimaculatuse

seguro e gue o mesmo € capaz de neutralizar espécies reativas de nitrogénio. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado com trés niveis de 6leo de orégano
na dieta (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de 6leo de orégano) e quatro repeticdes. Fémeas adluliffs de
bimaculatug6,42 g + 0,89) foram alimentadas trés vezes ao dia durante 30 dias com as dietas
experimentais. Ao final desse periodo, os peixes foram eutanasiados para coleta de amostras.
Foram avaliadas as concentragdes das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) no plasma e alteragdes histopatolégicas e estresse oxidativo nas
branquias e no figado. Nos peixes expostos ao arsénio ndo foi observada mortalidade em
nenhum dos tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD nas branquias dos peixes
alimentados com 6leo de orégano (1,5 e 2,5 g/kg) foi maior que no grupo controle, indicando
que o orégano tem efeito protetor contra o estresse oxidativo. Nas branquias dos peixes
alimentados com 6leo de orégano foi observada maior frequéncia de hipertrofia de células
mucosas (1,5 e 2,5 g/kg) e de necrose (2,5 g/kg) em relagdo ao tratamento controle. A
atividade da enzima ALT no plasma foi maior nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de 6leo
de orégano, indicando dano hepatico. Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do

estresse oxidativo em branquias, tanto na presenca como na auséncia de arsénio, ndo €
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recomendado seu uso como atenuador dos danos causados pelecaréérati bimaculatus
devido este causar danos hepaticos e necrose branquial de forma dose dependente. Danos
hepaticos e branquiais causados pelo orégano (2,5 g/kg), apenas na presenca de arsénio

indicam efeito sinérgico entre eles.
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ABSTRACT

NEVES, Isabel Gertrudes Arrighi de Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2017.Potential of oregano oil as attenuator of arsenic damage in yellowtail lambaris,
Astyanax aff. bimaculatusAdvisor: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Co-advisors: Juraci
Alves de Oliveira and Suellen da Silva Condessa.

The use of public waters for fish farming may result in lower productive performance when
these waters are polluted by toxic compounds such as arsenic. The toxicity of arsenic occurs
mainly by the generation of reactive oxygen species. Arsenic contamination can accumulate
in tissues and harm the health of humans who consume these fish. Thus, techniques are
needed to reduce the accumulation and toxicity of arsenic in fish. One possibility of
reduction/prevention of damages is the use of additives in diets, such as oregano, due to its
high antioxidant capacity. With the present study we aimed to evaluate the potential of
oregano oil as an attenuator of the damages caused by exposure to ar8styanax aff.
bimaculatus After 30 days of feeding with the diets with oregano oil (0.0, 1.5 and 2.5 g / kg

of oregano oil), fish were exposed to a solution of sodium arsenatdAS@s.7H.0) in the
concentration 5.0 mg/L arsenic for seven days. A preliminary experiment was carried out
which showed that the use of oregano oil in dietsAfoaff bimaculatuss safe and that it is
capable of neutralizing reactive nitrogen species. The experiment was conducted in a
completely randomized design with three levels of dietary oregano oil (0.0, 1.5 and 2.5 g/kg
of oregano oil) and four replicates. Adult femaleAofff. bimaculatug6.42 g = 0.89) were

fed three times a day for 30 days with the experimental diets. At the end of this period fish
were euthanized for sample collection. Aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) enzymes and histopathological and oxidative stress in gills and liver
were evaluated. In fish exposed to arsenic, no mortality was observed in any of the evaluated
treatments. Activity of SOD enzyme in the gills of fish fed with oregano oil (1.5 and 2.5 g/kg)
was higher than control group, indicating that the oregano has protective effect against
oxidative stress. In the fish gills fed oregano oil, a higher frequency of mucous cells
hypertrophy (1.5 and 2.5 g/kg) and necrosis (2.5 g/kg) was observed in relation to control
treatment. Plasma ALT activity was higher in fish fed with 2.5 g/kg of oregano oil, ingjcatin
liver damage. Although oregano has a reducing effect on oxidative stress in gills, both in the
presence and absence of arsenic, its use as an attenuator of arsenic damagdf in
bimaculatuss not recommended because it causes liver damage and gill necrosis in a dosage
form dependent. Liver and gill damage caused by oregano (2.5 g/kg), only in the presence of

arsenic indicate a synergistic effect between them.
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INTRODUCAO GERAL

Os metais pesados, por ndo possuirem biodegrabilidade geram grande impacto
ambiental, permanecem em ciclos biogeoquimicos globais causando acumulagéo e por isso,
representam sério risco para a humanidade (Akthar & Moham, 1995). Os efluentes de
mineradoras e industrias téxteis contribuem consideravelmente para a contaminacdo das aguas
publicas fazendo com que os organismos aquaticos sejam susceptiveis a bioacumulacdo de
metais pesados.

Os metais que apresentam 0s maiores riscos ambientais em funcao de sua toxicidade e
ampla distribuicdo sdo: mercurio (Hg), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e arsénio (As) (IGAM,
2013). Os efeitos téxicos dos metais podem incluir alteracbes no crescimento,
desenvolvimento, reproducdo, patologias em geral, respostas farmacocinéticas, bioquimicas,
fisiologicas e comportamentais (Rand e Petrocelli, 1985).

Considerando que a maior parte das bacias hidrograficas apresenta metais pesados em
concentragcbes acima das permitidas pelos 6rgdos de monitoramento de qualidade de agua
(IGAM, 2013), boa parte das aguas utilizadas para o cultivo de peixes esta contaminada por
estes metais. O cultivo de peixes nestas aguas pode causar danos a saude destes animais e d
seres humanos que os consomem, bem como prejuizos econdmicos na criacao.

Dentre as formas de reduzir a disponibilidade de metais pesados no ambiente aquético
e seus efeitos toxicos, destacam-se os métodos quimicos, a fitorremediacdo e a remediacao
microbiolégica (Akpor & Muchie, 2010). Entretanto, a maioria destes métodos apresenta
limitagbes quanto ao custo de implantacdo e manutencéo, ao tipo e concentracdo do metal
pesado presente na agua, tempo necessario para remediacdo e complexidade de sua utilizaca
(Kurniawan et al., 2006; Akpor & Muchie, 2010; Fu & Wang, 2011). Frente a estas limitacdes
torna-se necessario avaliar formas de prevencao/reducdo da contaminacao por metais pesado:s
em peixes cultivados, como por exemplo, a utilizacdo de aditivos em dietas. Dentre estes, 0
Oleo de orégano destaca-se por sua alta capacidade antioxidante (Fukayama et al., 2005).
Além disso, o 6leo de orégano também apresenta propriedades antibacteriana (Sivropoulou et
al., 1996, Burt & Reinders, 2003) antifungica (Sartoratto et al., 2004), anti-inflamatoria
(Azuma et al., 1986), anti-helmintica (Force et al., 2000) e digestiva (Cabuk et al., 2003).
Suas propriedades sdo atribuidas a presenca dos fenois carvacrol e timol e os mongterpenos
terpineno g-cimeno (Bampidis et al., 2005; Zheng et al., 2009), dentre outros.

O uso do orégano e seus principios ativos em dietas para peixes tem mostrado efeitos

positivos na capacidade antioxidante, na atividade do sistema imune, no crescimento, na



eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes da dieta e nas reservas energéticas (2he20Q@9;
Ahmadifar et al., 2011, Ferreira et al., 2011).

O lambari-do-rabo-amarelcAgtyanax aff. bimaculatygpode ser considerado uma
espécie adequada para avaliacdo dos efeitos da intoxicacdo por metais pesados por ser borr
indicador biolégico devido a sensibilidade a degradagdo do meio ambiente (Matsumoto &
Coélus, 2000; Silva et al., 2010; Corredor-Santamaria et al., 2012). Apesar da falta de dados
estatisticos que demonstrem a importancia econémica da criacdo de lambaris, estes vem sendc
cultivados na América do Sul como isca viva para a pesca esportiva, aléem de serem
comecializados como petisco frito. Os lambaris ainda apresentam potencial para serem
comercializados enlatados (Dutra et al. 2012).
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POTENCIAL DO OLEAO DE OREGANO COMO ATENUADOR DOS DANOS
CAUSADOS PELO ARSENIO EM LAMBARIS- DO-RABO-AMARELO, Astyanax aff.
bimaculatus

Manuscrito redigido com base nas normas do peridtlimironmental Toxicologyator de
impacto 2.868 (Anexo 1)



RESUMO

Com o presente estudo objetivamos avaliar o potencial do 6leo de orégano como atenuador
dos danos causados pelo arsénioAatyanax aff. bimaculatug\pos 30 dias de alimentacao

com dietas contendo 6leo de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de 6leo de orégano), os peixes foram
expostos a uma solugéo de arsenato de sodibi$&4.7H0) na concentracdo de 5,0 mg/L

de arsénio durante sete dias. Previamente foi realizado um pré-experimento que mostrou que
0 uso de 6leo de orégano em dietas paraff bimaculatu® seguro e que o mesmo € capaz

de neutralizar espécies reativas de nitrogénio. Nos peixes expostos ao arsénio, nao foi
observada mortalidade em nenhum dos tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD
nas branquias dos peixes alimentados com 6leo de orégano (1,5 e 2,5 g/kg) foi maior que no
grupo controle, indicando que o orégano tem efeito protetor contra o estresse oxidativo. Nas
branquias dos peixes alimentados com 6leo de orégano foi observada maior frequéncia de
hipertrofia de células mucosas (1,5 e 2,5 g/kg) e de necrose (2,5 g/kg) em relacdo ao
tratamento controle. A atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) no plasma foi
maior nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de 6leo de orégano, indicando dano .hepético
Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do estresse oxidativo em branquias, tanto na
presenca como na auséncia de arsénio, ndo é recomendado seu uso como atenuador dos danc
causados pelo arsén@m A. aff bimaculatugdevido este causar danos hepéticos e necrose
branquial de forma dose dependente. Danos hepaticos e branquiais causados pelo orégano

(2,5 g/kg), apenas na presenca de arsénio indicam efeito sinérgico entre eles.

Palavras-chave:antioxidante, metais pesados, 6leos essenciais, peixes, toxicidade aguda.



INTRODUCAO

A poluicdo decorrente das atividades agricolas, industriais e de mineracdo geram
grande impacto ambiental em funcéo da toxicidade dos metais pesados presentes em seus
efluentes (De Aguiar et al, 2002). Como os metais pesados ndo apresentam biodegrabilidade,
eles permanecem em ciclos biogeoquimicos globais causando acumulacéo (Akthar & Moham,
1995). Para alguns metais pesados, a maioria dos tratamentos bioldgicos dos efluentes néao é
eficaz (De Aguiar et al, 2002).

Os metais que apresentam os maiores riscos ambientais em funcdo de sua toxicidade e
ampla distribuicdo sdo: mercurio (Hg), chumbo (Pb), cadmio (Cd) e arsénio (As) (IGAM
2013). Dentre estes, 0 arsénio pode causar estresse oxidativo, danos hepaticos, diabetes,
degeneracdo renal, encefalopatia, lesées na pele, alteracdes na proliferacdo de células,
alterac6es no DNA, cancer e compromete a sintese de ATP (Hughes, 2002).

Boa parte das bacias hidrogréficas apresenta metais pesados em concentracdes acima
das permitidas pelos 6rgdos de monitoramento de qualidade de agua (Al Rmalli et al., 2005;
Das et al., 2004; Hall et al., 2006; Lin & Liao, 2008; IGAM, 2013). Portanto, a utilizacao
dessas aguas para o cultivo de peixes pode causar danos a estes organismos € aos Sere
humanos que os consomem. Deste modo, sdo necessarias medidas para reduzir a acumulaca:
e a toxidade do arsénio em peixes. Tais medidas podem contribuir para a reducédo dos danos
causados pelos metais pesados e assim evitar prejuizos no desempenho produtivo de peixes.

Entre as espécies de peixes cultivados, o lambari-do-rabo-amasty@nax aff.
Bimaculatus,pode ser considerado uma espécie adequada para avaliacdo dos efeitos da
intoxicacdo por metais pesados por ser bom indicador biolégico devido a sensildlidade
degradacdo do meio ambiente (Matsumoto & Colus, 2000; Silva et al., 2010; Corredor-
Santamaria et al., 2012).

Uma possibilidade de reducdo/prevencdo destes danos aos peixes cultivados é a
utilizacdo de aditivos em suas dietas. Biswas et al. (2016) observaram que clircuma e gengibre
apresentaram efeito protetor contra os danos causados pelo arsénio, bem como maior
eficiéncia na eliminagdo do metal do corpo de vacas. Como 0 arsénio causa estresse
oxidativo, o uso de aditivos antioxidantes em dietas para peixes pode atenuar os efeitos
téxicos do arsénio. Dentre 0s extratos vegetais com potencial para serem usados em dietas, o
orégano destaca-se em funcdo de sua alta capacidade antioxidante (Fukayar2@Q&; a

Simitzis et al. 2008; Zheng et al. 2009). Portanto, com o presente estudo objetivamos avaliar o



potencial do 6leo de orégano como atenuador dos danos causados pela exposicdo ao arsénic
emAstyanax aff. bimaculatus



MATERIAL E METODOS

Previamente a realizacdo do experimento para avaliar o potencial do 6leo de orégano
como atenuador dos danos causados pelo arsénio, foi realizado um pré-experimento para

avaliar a seguranca do uso do 6leo de orégano em dietas para peixes.

Pré-experimentoSeguranca do uso de 6leo de orégano em dietas para peixes

Animais e condi¢des experimentais

O pré-experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado com 3
tratamentos (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de Oleo de orégano) e 4 repeticdes, sendo cada aquario
considerado uma unidade experimental. Fémeas adultasadie bimaculatug6,46g + 0,89
foram mantidas em aquarios de 34 L (20 peixes/aquario) dotados de aeracdo e temperatura
controlada (27+ 0,5 °C) por meio de aquecedores e termostatos. Foi estabelecido o
fotoperiodo de 12 horas luz /12 horas escuro, controlado por temporizador. A cada 48h cerca
de 50% da agua dos aquarios foi sifonada.

Foi formulada uma ragao basal pratica e o 6leo de orégano foi incluido em substituicdo
ao caulim (tabela 1). Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia com as dietas teste
durante 30 dias. Apds esse periodo, os peixes foram eutanasiados por excesso de anestésic
(400 mg de 6leo de cravo por 5 min.). Foram coletadas amostras de branquias e de figado para
avaliar estresse oxidativo e alteracdes histopatolégicas. Nas amostras de plasma foram
avaliadas a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato

aminotransferase (AST).



Tabela 1: Formulacdo e composicado quimica das dietas experimentais contendo diferentes

niveis de éleo de orégano.

Niveis de Oleo de orégano na dieta (g/kg)

Ingredientes (g/kg) 0.0 15 25
Farelo soja 375,0 375,0 375,0
Farinha peixe 200,0 200,0 200,0
Fuba milho 190,7 190,7 190,7
Farelo trigo 120,0 120,0 120,0
Caulim 2,5 1,0 0,0
Oleo de orégano 0,0 1,5 2,5
L — Lisina 2,4 2,4 2,4
DL — Metionina 6,7 6,7 6,7
Oleo de soja 75,0 75,0 75,0
Fosfato bicalcico 21,0 21,0 21,0
Sal comum 2,5 2,5 2,5
Suplemento vitaminico e minetal 4,0 4,0 4,0
BHT? 0,2 0,2 0,2
Composicdo quimica

Energia bruta (kcal/kg) 4399,52 4399,52 4399,52
Proteina bruta (%) 32,09 32,09 32,09
Fibra bruta (%) 3,74 3,74 3,74
Lipideos totais (%) 10,18 10,18 10,18
Célcio total(%) 1,56 1,56 1,56
Fosforo disponivél(%) 0,76 0,76 0,76
Metionina(%) 1,04 1,04 1,04
Lisina (%) 1,74 1,74 1,74

1 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.0Q0t. D3 ; 200.000UI ; Vit. E, 12.000mg ;
Vit. K3, 2.400mg ; Vit. B1, 4.800mg ; Vit. B2, 4.800mg ; Vit. B6, 46fy; Vit. B12, 4.800mg; Ac. Fdlico,
1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg;Biotina, 48plgiaC65.000mg; Niacina, 24.000mg;
Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Z&he60Pmg; lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio,

20mg.

2 Butil hidroxi tolueno (antioxidante)

3 Valores calculados para tilapia do Nilo conforme Miranda et al., (2000).
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Histopatologia das branquias e do figado

As branquias e o figado de trés peixes de cada unidade experimental (doze
peixes/tratamento) foram fixados por inteiro em solucéo fixadora Karnovsky (Karnovsky,
1965), durante 24 horas, em temperatura ambiente e transferidos para alcool 70%. Foram
utilizados o figado inteiro e fragmentos da regido mediana do segundo arco branquial, que
foram desidratados em série crescente de etanol e incluidos em glicol metacrilato
(Historesin®, Leica, Alemanhaloram realizados cortes semisseriados de 3 pm de espessura,
com intervalo de 30 um, obtidos com o auxilio de microtomo rotativo (Leica, Alemanha),
utilizando-se navalhas de vidro. As preparacdes de branquias foram coradas com azul de
toluidina e borato de sédio 1%, e as de figado foram coradas com hematoxilina de Mayer e
floxina B, montadas com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha) e analisadas sob
microscopia de luz (Olympus BX-50). Imagens digitais deste material foram obtidas
utilizando fotomicroscépio Olympus CX30.

As andlises histopatolégicas das branquias e do figado foram conduzidas utilizando-se
as imagens digitais obtidas a partir de cinco secc¢des de cada 6rgdo supracitado, observando-se
cinco campos aleatérios por animal. Para cada 6rgao foi calculado o indice de gigao (I
descrito por Bernet et al. (1999) modificado por Ferreira et al. (2017), o qual € baseado na
severidaded) e no fator de importancia patologia (as lesées, que expressa a qualidade
das lesbes no 6rgao.

Para cada alteracdo histoldégica encontrada foi atribuido um fator de importancia
patolégica &) entre 1 e 3, determinado por Bernet et al. (1999), que classificam as lesdes
desde reversiveis a irreversiveis. Além disso, foi atribuido para cada alteragao histolégica um
valor de severidadenj variando de 1 a 6, o qual ¢é classificado desde alteracdes leves a
graves, com base nas porcentagens das patologias, proposto por Corbett et al. (2015) (Tabela
2).

Tabela 2: Fator de importancia patolégica e grau da severidade das lesdes (Bernet et al. 1999;
Corbett et al. 2015)

. . Classificacdo
Fator de importancia ¢

patoldgica @) 1 — 2 3 —
Reversiveis Moderadas Irreversiveis
Valor de severidade
Severidade das lesdes] 1ou % 3 ou il > ou Ej
Alteracdes Alteracdes Alteracdes
leves moderadas graves
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Com base nos valores de severidade das lesbes e nos fatores de importancia atribuidos
a cada patologia foi calculado um indice de 6rgéec|Ipara o figado £lc) e um indice de
orgéo para as branquiasq4), por meio da férmula:

lorc=2Z (ax W),

onde brg € 0 indice de 0rgée, € o valor do fator de importancaiao ¢ o valor de severidade
da lesdo. Odrc € um indice qualitativo de todas as patologias observadas no 6rgao (Bernet et
al., 1999). Quanto maior edg, pior é a condi¢édo de saude do 6rgéo.

Os valores deokc foram enquadrados em uma classificagdo proposta por Zimmerli et
al. (2007), modificado por Van Dyk et al. (2009) (Tabela 3) e determinados os valores do
indice de saude histolégica (HHI) do 6rgdo. Quanto menor o valor de HHI, melhor é a

condicao de saude do érgao.

Tabela 3: Classificacdo dos indices de 6rgados segundo Zimmerli et al. (2007), modificado por
Van Dyk et al. (2009)
HHI Descricao do tecido

<10 Estrutura normal do tecido com alteragdes histolégicas leves

10- 20 Estrutura normal do tecido com alteracdes histolégicas mode

21— 30 Alteracdes histologicas pronunciadas

> 30 Alterac@es histologicas severas

A frequéncia de alteracdes patologicas (FQ %) foi calculada, por tipo de leséo, por

peixe por meio da expressao:

FQ 0 = Niesoes
b = ———

Ntotal

x100

ondenesses€ 0 nUmero de vezes que a leséo foi detectag@ie€ o nimero total de animais

avaliados.

Estresse oxidativo

Para avaliar o estresse oxidativo foi analisada a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CA&3$ concentraces de Oxido nitrico (NO) e do
malondialdeido (MDA) no figado e nas branquias. Foi formado um pool de figados de seis
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peixes/repeticdo para alcancar a quantidade de amostra necessaria para as ara@lses. Pa
branquias foram coletadas amostras de trés peixes/repeticao.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada em leitor de Elisa em 570
nm, baseado na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do supgrémidue@xido
de hidrogénio e, assim, diminuir a razao de auto oxidacdo do pirogalol (Dieterich et al., 2000
modificado). A atividade da SOD foi expressa em U SOD/ mg de tecido.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada com base na taxa de queda do
peroxido de hidrogénio @) (10 mmol/L) em espectrofotometro a 240 nm durante 60 s
(Aebi, 1984). A atividade da CAT foi expressa em pmol/g/min.

Para determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) foi adicionado ao
sobrenadante solu¢cdo TBARS (acido tricloroacético 15% e 0,375% de acido tiobarbiturico, e
HCL 0,25 N) em banho-maria por 15 minutos, resfriado e centrifugado a §0p60 10
minutos. A concentracdo de MDA foi mensurada em espectrofotometro a 535 nm (Buege e
Aust, 1978). Os calculos foram feitos utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 1,56 X 10
5 M/cm e a concentracdo do MDA foi expressa em pM/g tecido.

Para avaliar a concentracdo de NO, o nitrito foi usado como indicador da sintese de
oxido nitrico. O nitrito € detectado pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de
sulfanilamida e 0.1 % naftil-etileno-diamina em 2.5 %P&. Desta forma, 50 pL do
sobrenadante das amostras foi adicionado em microplacas com igual volume do Reativo de
Griess e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida foi feito a leitura a A =
540nm. A concentracao do oxido nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padréao
com concentragdes conhecidas de nitrito de sodio e expressas em puM.

Enzimas transaminases

Para avaliar as alteracGes hepaticas foram mensuradas a atividade das enzimas
transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) no plasma.
Para a coleta de sangue, o pedunculo caudal foi cortado com bisturi e o sangue coletado por
meio de seringa heparinizada. Foi formado um pool de sangue de cerca de 10 peixes/repeticdo
para alcancar a quantidade de amostra necessaria. As analises das transaminases ALT e AST
foram realizadas pelo principio da metodologia cinética (UV) de acordo com as metodologias
recomendadas pelo fabricante dos kits utilizados (Transaminase AST (TGO) cinética KO48®,
Bioclin e Transaminase ALT (TGP) cinética K049®, Bioclin). A ALT catalisa a transferéncia

do grupamento amina da alanina para cetoglutarato, levando a formacdo de piruvato e
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glutamato. O piruvato em presenca da desidrogenase latica (LDH) reage com o NADH,
reduzindo-se a lactato e o NADH oxida-se a NAD+. A velocidade de oxidag&o € proporcional

a atividade da ALT na amostra (Bioclin, transaminase ALT (TGP) cinética KO49®, 2017). A
AST catalisa a transferéncia de grupos amina do aspartato @araeioglutarato, levando a
formacdo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato em presenca da malato desidrogenase
(MDH) reage com o NADH, reduzindo-se a Malato e o NADH oxida-se a NAD+. A
velocidade de oxidacgao é proporcional a atividade da AST na amostra. (Bioclin, transaminase
AST (TGO) cinética K048®, 2017). A atividade de ambas as enzimas foi expressa em U/L.

As leituras foram feitas em espectrofotémetro a 340 nm.

Andlise estatistica

Para avaliar os efeitos do 6leo de orégano sobre as varidveis de estresse oxidativo,
alteracfes histopatoldgicas e atividade das enzimas transaminases foi realizadal@nalise
variancia a 5% de probabilidade. Para a comparacdo dos efeitos do 6leo de orégano em
relagdo ao controle utilizou-se o Teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade. Para

verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o teste de Lilliefors.

Oleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsénio

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado, com 3
tratamentos (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de 6leo de orégano) e 4 repeticbes, sendo cada aquario
considerado uma unidade experimental. Fémeas adultasafie bimaculatug6,42g + 0,89
foram mantidas nas mesmas condi¢des estabelecidas no pré-experimento e alimentadas com
as mesmas dietas durante 30 dias. Apés esse periodo, 0s peixes foram expostos ao a ums
solucdo de arsenato de sodio fNlAsOs.7H20) na concentracdo de 5,0 mg/L de arsénio
durante sete dias. Durante a exposi¢cdo ao arsénio, 0s peixes continuaram a ser alimentados
com as mesmas dietas. Apds esse periodo, os peixes foram eutanasiados por excesso de
anestésico (400 mg de 6leo de cravo por 5 min.). Foram coletadas amostras de branquias e de
figado para avaliar estresse oxidativo e alterac6es histopatologicas. Nas amostras de plasma
foram avaliadas a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato

aminotransferase (AST), seguindo as metodologias descritas anteriormente.
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Analise estatistica

Para avaliar o potencial do 6leo de orégano como atenuador dos danos causados pelo
arsénio foi realizada analise de variancia a 5% de probabilidade. Para a comgdasac¢éo
efeitos do 6leo de orégano em relacdo ao controle utilizou-se o Teste de Dunnett ao nivel de
5% de probabilidade. Para verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o
teste de Lilliefors.
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RESULTADOS

Pré-experimentoSegurancga do uso de éleo de orégano em dietas para peixes

Os resultados do pré-experimento mostraram que o uso de 6leo de orégano em dietas
para A. aff bimaculatusé seguro, uma vez que a taxa de mortalidade dos peixes foi
negligenciavel e ndo foram observados efeitos significativos (p>0,05) da suplementacdo de
Oleo de orégano para as enzimas transaminases no plasma (tabela 4). Para as fréguéncias
alteracdes histopatologicas nas branquias e no figado (tabelas 5 e 6) e para adasioria
variaveis de estresse oxidativo avaliadas no figado e nas branquias (tabela 7) ndo houve efeit
do orégano. Os peixes alimentados com a dieta contendo 2,5 g/kg de odleo de orégano
apresentaram menor valor da concentracdo de Oxido nitrico (p<0,05) nas branquias que os
peixes do tratamento controle (0,0 g/kg de 6leo de orégano) (talsédp ¥), indicando que o
Oleo de orégano neutraliza espécies reativas de nitrogénio. Ndo foram observadas alterac6es

significativas nos indices de branquias e figado (tabela 8).

Tabela 4 Valores médios @atividade das enzimas AST e ALT no plasmaAdgyanax aff.
bimaculatusndo expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Niveis de Gleo de orégano (g/kg)

00 15 55 p valor CV (%)
AST 1666,00 1541,25 1683,00 ns 24,50
ALT 109,25 53,75 75,5 ns 74,28

AST — aspartato aminotransferase; ALT alanina aminotransfefase coeficiente de variagéo.
ns— nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5 Frequéncia de alteracdes patologicas (FQ) nas branquiasstganax aff.
bimaculatusndo expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 0Oleo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Frequéncia de alteracde: Niveis de 6leo de orégano (g/kg)

patolégicas nas branquia pvalor CV (%)

0,0 1,5 2,5
(%0)
FQe 100,00 100,00 91,67 0,4053 9,90
FQovL 100,00 100,00 91,67 0,4053 9,90
FQOn 25,00 0,00 25,00 Ns 244,95
FQue 33,33 25,00 25,00 Ns 123,29
FQpe 66,67 58,33 75,00 Ns 73,60
FQucc 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41
FQHpcc 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41
FQuem 50,00 75,00 83,34 Ns 65,48
FQHpcm 41,67 75,00 33,34 0,3544 81,65
FOQL 0,00 0,00 0,00 Ns 0,00

FQe — frequéncia de edembBQov. — frequéncia de dilatacdo dos vasos lameld¥€x;— frequéncia de necrose;
FQue — frequéncia de hipertrofia de células epiteli&&qoe — frequéncia de hiperplasia de células epiteliais
FQucc — frequéncia de hipertrofia de células de cldf@pcc — frequéncia de hiperplasia de células de cloro;
FQucm — frequéncia de hipertrofia de células mucosadi,cm — frequéncia de hiperplasia de células mucosas;
FQu — frequéncia de infiltrado leucocitario; GVcoeficiente de variagdo; rsnéo significativo ao nivel de 5%
de probabilidade.

Tabela 6 Frequéncia de alteracdes patologicas (FQ) no figadsstyanax aff. bimaculatus
nao expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0
1,5e 2,5 g/kg)

Frequéncia de Niveis de 6leo de orégano (g/kg)
alteracbes
patoldgicas no 0,0 15 2,5 p valor CV (%)
figado (%)
FQH 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41
FQpbcH 33,33 0,00 8,33 0,2857 207,85
FQv 75,00 66,67 91,67 ns 39,12
FQbc 91,67 58,33 83,34 0,3600 41,65
FQest 0,00 0,00 0,00 ns 0,00
FON 75,00 50,00 75,00 ns 71,69
FQnp 58,34 50,00 66,67 ns 75,60
FQuH 33,33 8,33 25,00 ns 183,71
FQL 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41

FQu — frequéncia de hemorragi&Qocn — frequéncia de desorganizacdo dos corddes de hepatde@es;
frequéncia de vacuolo$:Qoc — frequéncia de degeneracdo celulB@est — frequéncia de esteatodeQn —
necrose;FQvp — frequéncia de nucleo picnéticQun — frequéncia de hipertrofia de hepatéciteQL —
frequéncia de infiltrado leucocitari€V — coeficiente de variacéo.

ns— nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Valores médios de MDA, NO, CAT, e SOD nas branquias e no figadstganax
aff. bimaculatusdo expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo
de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Niveis de Oleo de orégano (g/kg)

Orgéo 0.0 15 55 pvalor CV (%)
MDA 17,37a 23,02a 20,31a Ns 28,18
Branquias NO 40,68a 48,42a 20,15b 0,0408 32,34
CAT 2,4036a 1,4057a 0,7518a 0,3360 98,50
SOD 0,0431a 0,0414a 0,0394a Ns 11,84
MDA 6,31a 6,23a 6,38a Ns 34,65
Figado NO 6,282 10,56a 15,35a 0,0997 48,72
CAT 252,78a 313,53a 298,17a Ns 23,05
SOD 0,0098a 0,0092a 0,0096a Ns 11,05

MDA - malondialdeido; NG- éxido nitrico; CAT- catalase; SOP superéxido dismutas€V — coeficiente de
variacao; ns- nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nivel pibébitidade.
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Fig 1. Oxido nitrico (NO) nas branquias Alstyanaxaff. bimaculatusalimentados durante 30
dias com diferentes niveis de 6leo de orégano. * difere estatisticamente do controle pelo Teste
de Dunnett (p = 0,0408

Tabela 8: indice de 6rgdo das branquiasrg) e do figado @c) em Astyanax aff.
bimaculatusndo expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Indice de Lo . L
6rg&o Niveis de oleo de orégano (g/kg) o valor CV (%)
0,0 15 2,5
IBRA 14,67 16,58 16,84 ns 27,09
lFiG 8,0025 5,92 7,42 ns 64,43

CV - coeficiente de variagdo; rsnao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Experimento |: Oleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsénio

Nos peixes expostos ao arsénido foi observada mortalidade em nenhum dos
tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD nas branquias dos peixes alimentados com
Oleo de orégano (1,5 e 2,5 g/kg) foi maior que no grupo controle (p<0,01) (tabela 9; Fig. 2).
Para as demais variaveis de estresse oxidativo avaliadas nas branquias e no figado, ndo houve

efeito significativo do 6leo de orégano (tabéla 9

Tabela 9 Valores médios de MDA, NO, CAT, e SOD nas branquias e no figadstganax
aff. bimaculatusxpostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Niveis de Oleo de orégano (g/kg)

Orgéo 0.0 15 55 pvalor CV (%)
MDA 25,38a 34,62a 18,73a 0,2583 48,40

Branquias NO 49,73a 56,23a 49,83a 0,3442 13,07
CAT 1,1900a 1,7275a 1,0150a 0,0992 32,60

SOD 0,0023a 0,0248b 0,0254b 0,0001 7,54

MDA 4,19a 4 84a 7,14a 0,2326 43,79

Figado NO 7,89a 11,69a 15,64a 0,2145 48,70
CAT 317,34a 325,32a 255,72a 0,1564 16,79

SOD 0,01013a 0,0102a 0,0114a ns 13,65

MDA — malondialdeido; NG- 6xido nitrico; CAT- catalase; SOP superoéxido dismutas€V — coeficiente de
variacao; ns- nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nivel pibébitidade.
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Fig. 2. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) nas branquidstydmaxaff.
bimaculatusalimentados durante 30 dias com diferentes niveis de 6leo de orégano e expostos
ao arsénio durante sete dias. * difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p =
0,0002.
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Figura 3: LB: lamela branquial; E: edema; C

M: células mucosas; DLB: deforrdégéiamelas‘ branquiais; A:

aneurisma; HCM: hipertrofia de células mucosas; HpCM: hiperplasia de célutasasuDVF: dilatacdo dos

vasos nos filamentos; FDLB: fusé@o e deformacao de lamelas branquiais.

Foram observadas as seguintes alteragcdes histopatoldgicas nas brangstgiardex

aff bimaculatusaneurisma, fusdo e deformacéo de lamelas branquiais, deformacéo de lamelas
branquiais, edema, dilatacdo de vasos nos filamentos branquiais, necrose, infiltrado
leucocitario, hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais, mucosas e ricas em mitocéndrias
(Fig. 3). Nos peixes alimentados com 6leo de orégano (1,5 e 2,5 g/kg) foi observada maior
frequéncia de hipertrofia nas células mucosas (p<0,01) (tabela 10; Fig. 4) e de necrose nas
branquias (p<0,05) apenas para os peixes alimentados com 2,5 g/kg (tabela 10; Fig. 5). Para
as demais patologias ndo foi observado efeito significativo (p>0,05) do 6leo de orégano
(tabela 10.
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Tabela 1Q Frequéncia de alteracdes patoldgicas nas branquiAstgenax aff. bimaculatus

expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0; 1,°

e 2,5 g/kg)

Frequéncia de alterac¢de

Niveis de 6leo de orégano (g/kg)

patolégicas nas branquis pvalor CV (%)
(%) 0,0 15 2,5

FQe 100,00a 100,00a 100,00a 0,00

FQowL 100,00a 100,00a 100,00a 0,00

FQu 0,00a 25,00a 58,33b 0,0339 93,81
FQuE 8,33a 41,67a 58,33a 0,0813 76,93
FQupe 16,67a 25,00a 50,00a ns 139,66
FQucc 0,00a 0,00a 25,00a 0,1410 221,12
FQrpcc 0,00a 0,00a 16,67a 0,1004 200,00
FQucwm 16,67a 100,00b 100,00b 0,0001 15,38
FQrpcm 16,67a 25,00a 33,33a ns 176,38
FQL 0,00a 0,00a 8,33a 0,4053 346,41

FQe — frequéncia de edembBQov. — frequéncia de dilatacdo dos vasos lameld¥€x;— frequéncia de necrose;
FQue — frequéncia de hipertrofia de células epiteli&®-pe — frequéncia de hiperplasia de células epiteliais;
FQucc — frequéncia de hipertrofia de células de cldf@pcc — frequéncia de hiperplasia de células de cloro;
FQucm — frequéncia de hipertrofia de células mucosadi,cm — frequéncia de hiperplasia de células mucosas;
FQu — frequéncia de infiltrado leucocitario; GVcoeficiente de variagdo; rsnéo significativo ao nivel de 5%
de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nivel pbébitidade
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Fig. 4. Frequéncia de hipertrofia de células mucosas nas branquidstydmax aff.
bimaculatusalimentados durante 30 dias com diferentes niveis de 6leo de orégano e expostos
ao arsénio durante sete dias. * Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p =
0,000).
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Fig. 5. Frequéncia de necrose nas branquigst@naxaff. bimaculatusalimentados durante
30 dias com diferentes niveis de 6leo de orégano e expostos ao arsénio durante sete dias. *
Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p = 9,0339

No figado foram observadas as seguintes alteracdes histopatoldgicas: desorganizacao
dos corddes de hepatdcitos, vacuolos, degeneracdo celular, esteatose, hemorragia, necrose
nacleo picnatico e infiltrado leucocitario (Fig. 6), porém, sem efeito significativo (p>0,05) do
Oleo de orégano (tabeld). Também néo foram observados efeitos significativos (p>0,05) do

6leo de orégano para os indices de 6rgéod Iric (tabela 12).
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Figura 6: Hp: hepatdécito; V: vacuolos; CS: capilar sinusoides; E:esteatose; DCH: desorgan'&agﬁiﬁm de
hepatdcitos; DC: degeneracao celular; Np: nucleo picnético; IL: infiltrado leucocitério.

Tabela 11 Frequéncia de alteracBes patologicas no figadd\stganax aff. bimaculatus
expostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de orégano (0,0; 1,°
e 2,5 g/kg).

Frequéncia de alteracoe Niveis de 6leo de orégano (g/kg)

patologicas no figado (% 0,0 1,5 2,5 p valor CV (%)
FOH 0,00 0,00 8,33 0,4053 346,41
FQbcH 25,00 33,33 25,00 ns 135,65
FQu 91,67 50,00 66,67 ns 63,50
FQoc 91,67 100,00 91,67 ns 14,41
FQest 0,00 0,00 8,33 0,4053 346,41
FQn 91,67 83,33 83,33 ns 33,52
FQnp 91,67 83,33 58,33 ns 46,30
FQuH 33,33 58,33 41,67 ns 91,86
FQL 0,00 0,00 8,33 0,4053 346,41

FQ. - frequéncia de hemorragikQbch — frequéncia de desorganizacgéo dos corddes de hepatdeifhs;
frequéncia de vactolo$;Qoc — frequéncia de degeneracgéo celulafQest — frequéncia de esteatodeQy —
frequéncia de necrosEQ\, — frequéncia de nicleo picnoticbQun — frequéncia de hipertrofia de hepatdcito;

FQu. - frequéncia de infiltrado leucocitari@V — coeficiente de varia¢do; rsnéo significativo ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Tabela 12 indice de 6rgdo das branquiasr@) e do figado @c) em Astyanax aff.
bimaculatusexpostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com Oleo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Niveis de Oleo de orégano (g/kg)

p valor CV (%)

0,0 15 2,5
IBRA 14,17 19,67 23,67 0,1214 30,36
IFiG 11,58 13,67 10,92 ns 34,39

CV - coeficiente de variacdo; rmnao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a atividade da enzima transaminase aspartato aminotransferase (AST) no plasma,
ndo houve efeito significativo (p > 0,05) do 6leo de orégano. Houve efeito significativo (p <
0,01) do Oleo de orégano para a enzima transaminase alanina aminotransferase (ALT) no
plasma, com maior valor nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de 6leo de orégano (fabela 13
Fig. 7).

Tabela 13 Valores médios para a atividade das enzimas AST e ALT no plashstydmax
aff. bimaculatuexpostos ao arsénio e alimentados com as dietas suplementadas com 6leo de
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg)

Niveis de Oleo de orégano (g/kg)

p valor CV (%)

0,0 15 2,5
AST 2363,00a  2252,50a 1970,00a 0,1872 12,96
ALT 98,25a 51,00a 269,75b 0,0002 32,21

AST — aspartato aminotransferase; ALT alanina aminotransfefase coeficiente de variagéo.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nivel pembé&bitidade.
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Fig. 7. Atividade da enzima alanina aminotransferasd jAo plasma déstyanaxaff.
bimaculatusalimentados durante 30 dias com diferentes niveis de 6leo de orégano e expostos
ao arsénio durante sete dias. * Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p =
0,0003.
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DISCUSSAO

O arsénio exerce seus efeitos toxicos pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
(Liu et al. 2000) e espécies reativas de nitrogénio (Shi et al. 2004), levando ao aumento da
peroxidacao lipidica (Ramos et al 1995; Ramanathan et al, 2002; Sharma et al. 2009). Além
disso, o0 arsénio pode diminuas defesas antioxidantes naturais pela inibicdo das enzimas
SOD, CAT e GST (Ramanathan et al. 2002; Sharma et al. 2007; Sharma et al. 2000), apesa
de alguns estudos mostrarem aumento na atividade destas enzimas (Liu et;allaiD80
Chatterjee 2001; Bhattacharya & Bhattacharya, 2007). O aumento na atividade da SOD
observada nas branquias dos peixes alimentados com orégano (1,5 e 2,5 g/kg) indica que este
apresenta efeito protetor contra os danos oxidativos causados pelo arsénio. Possiwelmente
Oleo de orégano estimula diretamente a SOD, atuando de maneira semelhante a outras plantas
com atividade antioxidante, como camomiZhamaemelum nobilischa verde Camellia
sinensis lim&o verbenaAloysia triphylla espinheiro brancd;rataegus monogyna roseira
brava,Rosa rubiginosgYoo et al., 2008). Os referidos autores observaram que estas plantas
atuam por dois mecanismos de acdo: pela acdo antioxidante direta, promovendo a
neutralizacdo de radicais livres e indireta, pela estimulagcdo da atividade das enzimas
antioxidantes. A capacidade do orégano de neutralizar radicais livres diretamente tem sido
demonstrada em diversos estudos (Kim and Cho 2001; Bendini et al., 2002;-RFlagidaest
al. 2002; Nakatani 2003Amarowicz et al. 2009Hernandez-Hernandez et al. 2009) devido
principalmente a presenca do acido rosmarinico, do timol e do carvacrol.

O oxido nitrico (NO) é uma molécula relativamente instavel (Burney et al. 1999) que
em concentracdes relativamente altas causa danos as células e tecidos (Szabo &
Thiemermann, 1994). Os danos causados Péb sdo mediados principalmente el
producdo de peroxinitrito (ONOQ e acido peroxidonitroso (ONOOH). O NO ¢ sintetizado
por diferentes isoformas da Oxido nitrico sintase, como a 6xido nitrico sintase constitutiva
(cNOS), a endotelial (eNOS), a neuronal (NnNOS) e a induzivel (iNOS) (Soneja et al. 2005).
Assim, a diminuicdo na producéo de NO e a inibicdo da NO sintase podem contribuir para a
reducdo dos danos causados pelo estresse oxidativo. No primeiro experimento foi
demonstrada a capacidade do 6leo de orégano em reduzir a formacdo de NO. O mesmo foi
observado por Conforti et al. (2011). Entretanto, na presenca de arsénio o orégano nao
promoveu a reducdo de NO & aff. bimaculatusA maior quantidade de espécies reativas
de nitrogénio (Shi et al. 2004) causadas pelo arsénio pode ser o motivo da auséncia de efeito

do orégano na reducéo da producédo de NO.
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A maior frequéncia de necrose nas branquias dos peixes alimentados com a dieta
contendo 2,5 g k& de oOleo de orégano mostrou uma resposta dose-dependente.
Provavelmente apenas a concentracdo de 2,5'gdkgdleo de orégano causou danos
branquias devido a maior dose de carvacrol, uma vez que Llana-Ruiz-Cabello et al. (2015)
observaram que o carvacrol amistura de cavacrol e timol, em altas concentracdes, tiveram
acao pré oxidante. Tem sido demonstrado que o 6leo de orégano pode causar apoptose
necrose em varios tipos celulares como em células Caco-2 (Dusan et al., 2006; Sayini et al.
2009, Llana-Ruiz-Cabello et al., 2014), em células RATEC (Bostancioglu et al., 2012) e em
células CO25 (Akalin & Incesu, 2011). Entretanto, como nao foi observada necrose, ou
qualguer outra alteracdo morfolégica nas branquias dos peixes alimentados com Oleo de
orégano, sem a exposicao ao arsénio, tal alteracdo histopatolégica parece ter ocorrido devido a
um efeito sinérgico entre o0 orégamo arsénio.

As enzimas ALT e AST ocorrem em diversos 6rgdos como o figado, rins, branquias e
musculos (Bell, 1968; Gaudet et al. 1975), e 0 aumento de suas concentracdes no plasma
indicam danos a estes 6rgaos (Casillas et al. 1983; Wells et al. 1986). Aumentos da ALT no
plasma sdo mais especificos para caracterizar danos hepaticos do que aumentos na atividade
da AST (Shahsavani et al. 2010). Porém, aumentos na atividade de ambas as enzimas tem
sido relacionados com danos hepaticos agudos (Shahsavani et al. 2010). Portanto, o aumento
na atividade da enzima ALT no plasma Amaff bimaculatusndica danos no figado, como
observado enClarias gariepinusexpostos ao mercurio (Zaki et al. 2011). A maior atividade
da enzima ALT no plasma dos peixes alimentados com a dieta contendo 2 8egydteo de
orégano também evidencia uma resposta dose-dependente e provavel efeito sinérgico com o
arsénio, uma vez que tal alteracdo nao foi observada nos peixes nhdo expostos ao arsénio.

A maior frequéncia de hipertrofia das células mucosas observada nos peixes
alimentados com 6leo de orégano indica que ocorreram adaptacdes morfologicas (Fernandes e
Moron, 2014) que permitem a reducao da absorcdo de arsénio da agua. A hipertrofia de
células do epitélio branquial e 0 aumento na producdo de muco aumentam a distancia para
difusdo, reduzindo a taxa de absorcdo de xenobidticos. Porém, também reduz a difusdo de
oxigénio e diéxido de carbono (Fernandes e Mazon, )2083liberagdo do muco das
branquias pode facilitar a remocdo de patdgenos, toxicos e msagstimnhos aderidos as
branquias (Powell et al., 1992).
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CONCLUSOES

Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do estresse oxidativo em bramyuias de
aff bimaculatuse atenuador dos danos causados pela exposicdo ao arsénio, ndo €
recomendada sua utilizacdo em funcdo de também causar danos branquiais e hepaticos de
forma dose dependent®s danos hepaticos e branquiais na dose de 2,5' gikgleo de

orégano, apenas na presenca de arsénio indicam efeito sinérgico entre o orégano e o arsénio.
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