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“Não há problema em não saber todas as respostas. É melhor admitir nossa ignorância do que 

acreditar em respostas que podem estar erradas. Fingir que sabe tudo fecha a porta para a 
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RESUMO 
 
NEVES, Isabel Gertrudes Arrighi de Araújo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março 
de 2017. Potencial do óleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsênio 
em lambaris-do-rabo-amarelo, Astyanax aff. bimaculatus. Orientador: Jener Alexandre 
Sampaio Zuanon. Coorientadores: Juraci Alves de Oliveira e Suellen da Silva Condessa. 
 
A utilização de águas públicas para a criação de peixes pode resultar em menor desempenho 

produtivo quando estas águas estão poluídas por compostos tóxicos, como o arsênio. A 

toxicidade do arsênio ocorre principalmente pela geração de espécies reativas de oxigênio. A 

contaminação pelo arsênio pode acumular nos tecidos e prejudicar a saúde dos seres humanos 

que consomem estes peixes. Dessa forma, são necessárias técnicas para reduzir a acumulação 

e a toxidade do arsênio em peixes. Uma possibilidade de redução/prevenção destes danos é a 

utilização de aditivos nas dietas, como o orégano, em função de sua alta capacidade 

antioxidante. Com o presente estudo objetivamos avaliar o potencial do óleo de orégano como 

atenuador dos danos causados pela exposição ao arsênio em Astyanax aff. bimaculatus. Após 

30 dias de alimentação com dietas contendo óleo de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de óleo de 

orégano), os peixes foram expostos a uma solução de arsenato de sódio (Na2HAsO4.7H2O) na 

concentração de 5,0 mg/L de arsênio durante sete dias. Previamente foi realizado um pré-

experimento que mostrou que o uso de óleo de orégano em dietas para A. aff bimaculatus é 

seguro e que o mesmo é capaz de neutralizar espécies reativas de nitrogênio. O experimento 

foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado com três níveis de óleo de orégano 

na dieta (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de óleo de orégano) e quatro repetições. Fêmeas adultas de A. aff. 

bimaculatus (6,42 g ± 0,89) foram alimentadas três vezes ao dia durante 30 dias com as dietas 

experimentais. Ao final desse período, os peixes foram eutanasiados para coleta de amostras. 

Foram avaliadas as concentrações das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) no plasma e alterações histopatológicas e estresse oxidativo nas 

brânquias e no fígado. Nos peixes expostos ao arsênio não foi observada mortalidade em 

nenhum dos tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD nas brânquias dos peixes 

alimentados com óleo 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 brânquias dos peixes 

alimentados com óleo de orégano foi observada maior frequência de hipertrofia de células 

mucosas (1,5 e 2,5 g/kg) e de necrose (2,5 g/kg) em relação ao tratamento controle. A 

atividade da enzima ALT no plasma foi maior nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de óleo 

de orégano, indicando dano hepático. Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do 

estresse oxidativo em brânquias, tanto na presença como na ausência de arsênio, não é 
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recomendado seu uso como atenuador dos danos causados pelo arsênio em A. aff bimaculatus 

devido este causar danos hepáticos e necrose branquial de forma dose dependente. Danos 

hepáticos e branquiais causados pelo orégano (2,5 g/kg), apenas na presença de arsênio 

indicam efeito sinérgico entre eles. 
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ABSTRACT 
 
NEVES, Isabel Gertrudes Arrighi de Araújo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 
2017. Potential of oregano oil as attenuator of arsenic damage in yellowtail lambaris, 
Astyanax aff. bimaculatus. Advisor: 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 arsenic in Astyanax 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 arsenate (Na2HAsO4.7H2O) 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 diets for A. aff bimaculatus is 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 females of A. aff. bimaculatus (6.42 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, indicating 

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 damage in A. aff 

bimaculatus is 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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INTRODUÇÃO GERAL 
 

Os metais pesados, por não possuírem biodegrabilidade geram grande impacto 

ambiental, permanecem em ciclos biogeoquímicos globais causando acumulação e por isso, 

representam sério risco para a humanidade (Akthar & Moham, 1995). Os efluentes de 

mineradoras e indústrias têxteis contribuem consideravelmente para a contaminação das águas 

públicas fazendo com que os organismos aquáticos sejam susceptíveis à bioacumulação de 

metais pesados.  

Os metais que apresentam os maiores riscos ambientais em função de sua toxicidade e 

ampla distribuição são: mercúrio (Hg), chumbo (Pb), cádmio (Cd) e arsênio (As) (IGAM, 

2013). Os efeitos tóxicos dos metais podem incluir alterações no crescimento, 

desenvolvimento, reprodução, patologias em geral, respostas farmacocinéticas, bioquímicas, 

fisiológicas e comportamentais (Rand e Petrocelli, 1985).  

Considerando que a maior parte das bacias hidrográficas apresenta metais pesados em 

concentrações acima das permitidas pelos órgãos de monitoramento de qualidade de água 

(IGAM, 2013), boa parte das águas utilizadas para o cultivo de peixes está contaminada por 

estes metais. O cultivo de peixes nestas águas pode causar danos à saúde destes animais e dos 

seres humanos que os consomem, bem como prejuízos econômicos na criação.  

Dentre as formas de reduzir a disponibilidade de metais pesados no ambiente aquático 

e seus efeitos tóxicos, destacam-se os métodos químicos, a fitorremediação e a remediação 

microbiológica (Akpor & Muchie, 2010). Entretanto, a maioria destes métodos apresenta 

limitações quanto ao custo de implantação e manutenção, ao tipo e concentração do metal 

pesado presente na água, tempo necessário para remediação e complexidade de sua utilização 

(Kurniawan et al., 2006; Akpor & Muchie, 2010; Fu & Wang, 2011). Frente a estas limitações 

torna-se necessário avaliar formas de prevenção/redução da contaminação por metais pesados 

em peixes cultivados, como por exemplo, a utilização de aditivos em dietas. Dentre estes, o 

óleo de orégano destaca-se por sua alta capacidade antioxidante (Fukayama et al., 2005). 

Além disso, o óleo de orégano também apresenta propriedades antibacteriana (Sivropoulou et 

al., 1996, Burt & Reinders, 2003) antifúngica (Sartoratto et al., 2004), anti-inflamatória 

(Azuma et al., 1986), anti-helmíntica (Force et al., 2000) e digestiva (Çabuk et al., 2003). 

Suas propriedades são atribuídas à presença dos fenois carvacrol e timol e os monoterpenos -
terpineno e -cimeno (Bampidis et al., 2005; Zheng et al., 2009), dentre outros. 

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

positivos na capacidade antioxidante, na atividade do sistema imune, no crescimento, na 
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eficiência de utilização dos nutrientes da dieta e nas reservas energéticas (Zheng et al., 2009; 

Ahmadifar et al., 2011; Ferreira et al., 2011). 

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax aff. bimaculatus) pode ser considerado uma 

espécie adequada para avaliação dos efeitos da intoxicação por metais pesados por ser bom 

indicador biológico devido à sensibilidade à degradação do meio ambiente (Matsumoto & 

Cólus, 2000; Silva et al., 2010; Corredor-Santamaría et al., 2012). Apesar da falta de dados 

estatísticos que demonstrem a importância econômica da criação de lambaris, estes vem sendo 

cultivados na América do Sul como isca viva para a pesca esportiva, além 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 ÓLEO DE ORÉGANO COMO ATENUADOR DOS DANOS 
CAUSADOS PELO ARSÊNIO EM LAMBARIS- DO-RABO-AMARELO, Astyanax aff. 

bimaculatus 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Manuscrito redigido com base nas normas do periódico Environmental Toxicology, fator de 

impacto 2.868 (Anexo 1) 
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RESUMO 
 
Com o presente estudo objetivamos avaliar o potencial do óleo de orégano como atenuador 

dos danos causados pelo arsênio em Astyanax aff. bimaculatus. Após 30 dias de alimentação 

com dietas contendo óleo de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de óleo de orégano), os peixes foram 

expostos a uma solução de arsenato de sódio (Na2HAsO4.7H2O) na concentração de 5,0 mg/L 

de arsênio durante sete dias. Previamente foi realizado um pré-experimento que mostrou que 

o uso de óleo de orégano em dietas para A. aff bimaculatus é seguro e que o mesmo é capaz 

de neutralizar espécies reativas de nitrogênio. Nos peixes expostos ao arsênio, não foi 

observada mortalidade em nenhum dos tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD 

nas brânquias dos peixes alimentados com óleo 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 

brânquias dos peixes alimentados com óleo de orégano foi observada maior frequência de 

hipertrofia de células mucosas (1,5 e 2,5 g/kg) e de necrose (2,5 g/kg) em relação ao 

tratamento controle. A atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) no plasma foi 

maior nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de óleo de orégano, indicando dano hepático. 

Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do estresse oxidativo em brânquias, tanto na 

presença como na ausência de arsênio, não é recomendado seu uso como atenuador dos danos 

causados pelo arsênio em A. aff bimaculatus devido este causar danos hepáticos e necrose 

branquial de forma dose dependente. Danos hepáticos e branquiais causados pelo orégano 

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

 

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



 

7 
 

INTRODUÇÃO 
 

A poluição decorrente das atividades agrícolas, industriais e de mineração geram 

grande impacto ambiental em função da toxicidade dos metais pesados presentes em seus 

efluentes (De Aguiar et al, 2002). Como os metais pesados não apresentam biodegrabilidade, 

eles permanecem em ciclos biogeoquímicos globais causando acumulação (Akthar & Moham, 

1995). Para alguns metais pesados, a maioria dos tratamentos biológicos dos efluentes não é 

eficaz (De Aguiar et al, 2002). 

Os metais que apresentam os maiores riscos ambientais em função de sua toxicidade e 

ampla distribuição são: mercúrio (Hg), chumbo (Pb), cádmio (Cd) e arsênio (As) (IGAM, 

2013). Dentre estes, o arsênio pode causar estresse oxidativo, danos hepáticos, diabetes, 

degeneração renal, encefalopatia, lesões na pele, alterações na proliferação de células, 

alterações no DNA, câncer e compromete a síntese de ATP (Hughes, 2002). 

Boa parte das bacias hidrográficas apresenta metais pesados em concentrações acima 

das permitidas pelos órgãos de monitoramento de qualidade de água (Al Rmalli et al., 2005; 

Das et al., 2004; Hall et al., 2006; Lin & Liao, 2008; IGAM, 2013). Portanto, a utilização 

dessas águas para o cultivo de peixes pode causar danos a estes organismos e aos seres 

humanos que os consomem. Deste modo, são necessárias medidas para reduzir a acumulação 

e a toxidade do arsênio em peixes. Tais medidas podem contribuir para a redução dos danos 

causados pelos metais pesados e assim evitar prejuízos no desempenho produtivo de peixes. 

Entre as espécies de peixes cultivados, o lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax aff. 

Bimaculatus, pode ser considerado uma espécie adequada para avaliação dos efeitos da 

intoxicação por metais pesados por ser bom indicador biológico devido à sensibilidade à 

degradação do meio ambiente (Matsumoto & Cólus, 2000; Silva et al., 2010; Corredor-

Santamaría et al., 2012).  

Uma possibilidade de redução/prevenção destes danos aos peixes cultivados é a 

utilização de aditivos em suas dietas. Biswas et al. (2016) observaram que cúrcuma e gengibre 

apresentaram efeito protetor contra os danos causados pelo arsênio, bem como maior 

eficiência na eliminação do metal do corpo de vacas. Como o arsênio causa estresse 

oxidativo, o uso de aditivos antioxidantes em dietas para peixes pode atenuar os efeitos 

tóxicos do arsênio. Dentre os extratos vegetais com potencial para serem usados em dietas, o 

orégano destaca-se em função de sua alta capacidade antioxidante (Fukayama et al., 2005; 

Simitzis et al. 2008; Zheng et al. 2009). Portanto, com o presente estudo objetivamos avaliar o 
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potencial do óleo de orégano como atenuador dos danos causados pela exposição ao arsênio 

em Astyanax aff. bimaculatus.    
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MATERIAL E MÉTODOS 

 
 Previamente à realização do experimento para avaliar o potencial do óleo de orégano 

como atenuador dos danos causados pelo arsênio, foi realizado um pré-experimento para 

avaliar a segurança do uso do óleo de orégano em dietas para peixes. 

 

Pré-experimento: Segurança do uso de óleo de orégano em dietas para peixes 

Animais e condições experimentais 

 
O pré-experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado com 3 

tratamentos (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de óleo de orégano) e 4 repetições, sendo cada aquário 

considerado uma unidade experimental. Fêmeas adultas de A. aff. bimaculatus (6,46g ± 0,89) 

foram mantidas em aquários de 34 L (20 peixes/aquário) dotados de aeração e temperatura 

controlada (27 ± 0,5 ºC) por meio de aquecedores e termostatos. Foi estabelecido o 

fotoperíodo de 12 horas luz /12 horas escuro, controlado por temporizador. A cada 48h cerca 

de 50% da água dos aquários foi sifonada. 

Foi formulada uma ração basal prática e o óleo de orégano foi incluído em substituição 

ao caulim (tabela 1). Os peixes foram alimentados três vezes ao dia com as dietas teste 

durante 30 dias. Após esse período, os peixes foram eutanasiados por excesso de anestésico 

(400 mg de óleo de cravo por 5 min.). Foram coletadas amostras de brânquias e de fígado para 

avaliar estresse oxidativo e alterações histopatológicas. Nas amostras de plasma foram 

avaliadas a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST). 
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Tabela 1: Formulação e composição química das dietas experimentais contendo diferentes 
níveis de óleo de orégano.  

Ingredientes (g/kg) 
Níveis de óleo de orégano na dieta (g/kg) 

0,0 1,5 2,5 

Farelo soja 375,0 375,0 375,0 

Farinha peixe 200,0 200,0 200,0 

Fubá milho 190,7 190,7 190,7 

Farelo trigo 120,0 120,0 120,0 

Caulim 2,5 1,0 0,0 

Óleo de orégano 0,0 1,5 2,5 

L – Lisina 2,4 2,4 2,4 

DL – Metionina 6,7 6,7 6,7 

Óleo de soja 75,0 75,0 75,0 

Fosfato bicálcico 21,0 21,0 21,0 

Sal comum 2,5 2,5 2,5 

Suplemento vitamínico e mineral1 4,0 4,0 4,0 

BHT2 0,2 0,2 0,2 

 Composição química 

Energia bruta (kcal/kg) 4399,52 4399,52 4399,52 

Proteína bruta (%) 32,09 32,09 32,09 

Fibra bruta (%) 3,74 3,74 3,74 

Lipídeos totais (%) 10,18 10,18 10,18 

Cálcio total (%) 1,56 1,56 1,56 

Fósforo disponível3 (%) 0,76 0,76 0,76 

Metionina (%) 1,04 1,04 1,04 

Lisina (%) 1,74 1,74 1,74 

¹ Níveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.000UI ; Vit. D3 ; 200.000UI ; Vit. E, 12.000mg ; 

Vit. K3, 2.400mg ; Vit. B1, 4.800mg ; Vit. B2, 4.800mg ; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac. Fólico, 

1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg;Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; 

Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganês, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; Iodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selênio, 

20mg. 

² Butil hidroxi tolueno (antioxidante) 
3 Valores calculados para tilapia do Nilo conforme Miranda et al., (2000). 
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Histopatologia das brânquias e do fígado  
 

As brânquias e o fígado de três peixes de cada unidade experimental (doze 

peixes/tratamento) foram fixados por inteiro em solução fixadora Karnovsky (Karnovsky, 

1965), durante 24 horas, em temperatura ambiente e transferidos para álcool 70%. Foram 

utilizados o fígado inteiro e fragmentos da região mediana do segundo arco branquial, que 

foram desidratados em série crescente de etanol e incluídos em glicol metacrilato 

(Historesin®, Leica, Alemanha). Foram realizados cortes semisseriados de 3 ȝm de espessura, 

com intervalo de 30 ȝm, obtidos com o auxílio de micrótomo rotativo (Leica, Alemanha), 

utilizando-se navalhas de vidro. As preparações de brânquias foram coradas com azul de 

toluidina e borato de sódio 1%, e as de fígado 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 fotomicroscópio Olympus CX30. 

As análises histopatológicas das brânquias e do fígado foram conduzidas utilizando-se 

as imagens digitais obtidas a partir de cinco secções de cada órgão supracitado, observando-se 

cinco campos aleatórios por animal. Para cada órgão foi calculado o índice de órgão (IORG) 

descrito por Bernet et al. (1999) modificado por Ferreira et al. (2017), o qual é baseado na 

severidade (ω) e no fator de importância patológica (a) das lesões, que expressa a qualidade 

das lesões no órgão. 

Para cada alteração histológica encontrada foi atribuído um fator de importância 

patológica (a) entre 1 e 3, determinado por Bernet et al. (1999), que classificam as lesões 

desde reversíveis a irreversíveis. Além disso, foi atribuído para cada alteração histológica um 

valor de severidade (ω) variando de 1 a 6, o qual é classificado desde alterações leves a 

graves, com base nas porcentagens das patologias, proposto por Corbett et al. (2015) (Tabela 

2). 

 
Tabela 2: Fator de importância patológica e grau da severidade das lesões (Bernet et al. 1999; 
Corbett et al. 2015) 

Fator de importância 
patológica (a) 

Classificação 
1 2 3 

Reversíveis Moderadas Irreversíveis 

Severidade das lesões (ω) 

Valor de severidade 
1 ou 2 3 ou 4 5 ou 6 

Alterações 
leves 

Alterações 
moderadas 

Alterações 
graves 
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Com base nos valores de severidade das lesões e nos fatores de importância atribuídos 

a cada patologia foi calculado um índice de órgão (IORG) para o fígado (IFIG) e um índice de 

órgão para as brânquias (IBRA), por meio da fórmula: 

IORG =  (a x ω), 

onde IORG é o índice de órgão, a é o valor do fator de importância e ω é o valor de severidade 

da lesão. O IORG é um índice qualitativo de todas as patologias observadas no órgão (Bernet et 

al., 1999). Quanto maior o IORG, pior é a condição de saúde do órgão.  

 Os valores de IORG foram enquadrados em uma classificação proposta por Zimmerli et 

al. (2007), modificado por Van Dyk et al. (2009) (Tabela 3) e determinados os valores do 

índice de saúde histológica (HHI) do órgão. Quanto menor o valor de HHI, melhor é a 

condição de saúde do órgão. 

 

Tabela 3: Classificação dos índices de órgãos segundo Zimmerli et al. (2007), modificado por 
Van Dyk et al. (2009) 

HHI Descrição do tecido 

 10 Estrutura normal do tecido com alterações histológicas leves 

10 – 20 Estrutura normal do tecido com alterações histológicas moderadas 

21 – 30 Alterações histológicas pronunciadas 

 30 Alterações histológicas severas 

 

A frequência de alterações patológicas (FQ %) foi calculada, por tipo de lesão, por 

peixe por meio da expressão: �� % = ���௦õ�௦�௧�௧�� �ͳͲͲ 

onde lesões é o número de vezes que a lesão foi detectada e total é o número total de animais 

avaliados. 

 

Estresse oxidativo 
 

Para avaliar o estresse oxidativo foi analisada a atividade das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e as concentrações de óxido nítrico (NO) e do 

malondialdeido (MDA) no fígado e nas brânquias. Foi formado um pool de fígados de seis 
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peixes/repetição para alcançar a quantidade de amostra necessária para as análises. Para as 

brânquias foram coletadas amostras de três peixes/repetição. 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada em leitor de Elisa em 570 

nm, baseado na capacidade desta enzima em catalisar a reação do superóxido O2
- em peróxido 

de hidrogênio e, assim, diminuir a razão de auto oxidação 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 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (10 mmol/L) em espectrofotômetro a 240 nm durante 60 s 

(Aebi, 1984). A atividade da CAT foi expressa em µmol/g/min.  

Para determinação da concentração de malondialdeído (MDA) foi adicionado ao 

sobrenadante solução TBARS (ácido tricloroacético 15% e 0,375% de ácido tiobarbitúrico, e 

HCL 0,25 N) em banho-maria por 15 minutos, resfriado e centrifugado a 10000 g por 10 

minutos. A concentração de MDA foi mensurada em espectrofotômetro a 535 nm (Buege e 

Aust, 1978). Os cálculos foram feitos utilizando-se o coeficiente de extinção molar 1,56 X 10-

5 M/cm e a concentração do MDA foi expressa em µM/g tecido. 

Para avaliar a concentração de NO, o nitrito foi usado como indicador da síntese de 

óxido nítrico. O nitrito é detectado pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de 

sulfanilamida e 0.1 % naftil-etileno-diamina em 2.5 % H3PO4. Desta forma, 50 µL 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 Ȝ = 

540nm. A concentração do óxido nítrico das amostras foi determinada utilizando curva padrão 

com concentrações conhecidas de nitrito de sódio e expressas em µM. 

 

Enzimas transaminases 
 

Para avaliar as alterações hepáticas foram mensuradas a atividade das enzimas 

transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) no plasma. 

Para a coleta de sangue, o pedúnculo 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/repetição 

para alcançar a quantidade de amostra necessária. As análises 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 K048®, 

Bioclin e Transaminase ALT (TGP) cinética K049®, Bioclin). A ALT catalisa a transferência 

do grupamento amina da alanina para - cetoglutarato, levando à formação de piruvato e 
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glutamato. O piruvato em presença da desidrogenase lática (LDH) reage com o NADH, 

reduzindo-se a lactato e o NADH oxida-se a NAD+. A velocidade de oxidação é proporcional 

à atividade da ALT na amostra (Bioclin, transaminase ALT (TGP) cinética K049®, 2017). A 

AST catalisa a transferência de grupos amina do aspartato para o  - cetoglutarato, levando à 

formação de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato em presença da malato desidrogenase 

(MDH) reage com o NADH, reduzindo-se a Malato e o NADH oxida-se a NAD+. A 

velocidade de oxidação é proporcional à 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 espectrofotômetro a 340 nm. 

 

Análise estatística 
 

Para avaliar os efeitos do óleo de orégano sobre as variáveis de estresse oxidativo, 

alterações histopatológicas e atividade das enzimas transaminases foi realizada análise de 

variância a 5% de probabilidade. Para a comparação dos efeitos do óleo de orégano em 

relação ao controle utilizou-se o Teste de Dunnett ao nível de 5% de probabilidade. Para 

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

 

Óleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsênio 
 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado, com 3 

tratamentos (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg de óleo de orégano) e 4 repetições, sendo cada aquário 

considerado uma unidade experimental. Fêmeas adultas de A. aff. bimaculatus (6,42g ± 0,89) 

foram mantidas nas mesmas condições estabelecidas no pré-experimento e alimentadas com 

as mesmas dietas durante 30 dias. Após esse período, os peixes foram expostos ao a uma 

solução de arsenato de sódio (Na2HAsO4.7H2O) na concentração de 5,0 mg/L de arsênio 

durante sete dias. Durante a exposição ao arsênio, os peixes continuaram a ser alimentados 

com as mesmas dietas. Após esse período, os peixes foram eutanasiados por excesso de 

anestésico (400 mg de óleo de cravo por 5 min.). Foram coletadas amostras de brânquias e de 

fígado para avaliar estresse oxidativo e alterações histopatológicas. 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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Análise estatística 
 

Para avaliar o potencial do óleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo 

arsênio foi realizada análise de variância a 5% de probabilidade. Para a comparação dos 

efeitos do óleo de orégano em relação ao controle utilizou-se o Teste de Dunnett ao nível de 

5% de probabilidade. Para verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o 

teste de Lilliefors.  
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RESULTADOS 
 
Pré-experimento: Segurança do uso de óleo de orégano em dietas para peixes 
 

Os resultados do pré-experimento mostraram que o uso de óleo de orégano em dietas 

para A. aff bimaculatus é seguro, uma vez que a taxa de mortalidade dos peixes foi 

negligenciável e não foram observados efeitos significativos (p>0,05) da suplementação de 

óleo de orégano para as enzimas transaminases no plasma (tabela 4). Para as frequências de 

alterações histopatológicas nas brânquias e no fígado (tabelas 5 e 6) e para a maioria das 

variáveis de estresse oxidativo avaliadas no fígado e nas brânquias (tabela 7) não houve efeito 

do orégano. Os peixes alimentados com a dieta contendo 2,5 g/kg de óleo de orégano 

apresentaram menor valor da concentração de óxido nítrico (p<0,05) nas brânquias que os 

peixes do tratamento controle (0,0 g/kg de óleo de orégano) (tabela 7; Fig. 1), indicando que o 

óleo de orégano neutraliza espécies reativas de nitrogênio. Não foram observadas alterações 

significativas nos índices de brânquias e fígado (tabela 8). 

 

Tabela 4: Valores médios da atividade das enzimas AST e ALT no plasma de Astyanax aff. 
bimaculatus não expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

 Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

 0,0, 1,5 2,5 
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 aminotransferase; CV – coeficiente de variação. 
ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 5: Frequência de alterações patológicas (FQ) nas brânquias de Astyanax aff. 
bimaculatus não expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

Frequência de alterações 
patológicas nas brânquias 

(%) 

Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

0,0 1,5 2,5 

FQE 100,00 100,00 91,67 0,4053 9,90 
FQDVL 100,00 100,00 91,67 0,4053 9,90 
FQN 25,00 0,00 25,00 Ns 244,95 
FQHE 33,33 25,00 25,00 Ns 123,29 
FQHpE 66,67 58,33 75,00 Ns 73,60 
FQHCC 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41 
FQHpCC 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41 
FQHCM 50,00 75,00 83,34 Ns 65,48 
FQHpCM 41,67 75,00 33,34 0,3544 81,65 
FQIL 0,00 0,00 0,00 Ns 0,00 
FQE – frequência de edema; FQDVL – frequência de dilatação dos vasos lamelares; FQN – frequência de necrose; 
FQHE – frequência de hipertrofia de células epiteliais; FQHpE – frequência de hiperplasia de células epiteliais; 
FQHCC – frequência de hipertrofia de células de cloro; FQHpCC – frequência de hiperplasia de células de cloro; 
FQHCM – frequência de hipertrofia de células mucosas; FQHpCM – frequência de hiperplasia de células mucosas; 
FQIL – frequência de infiltrado leucocitário; CV – coeficiente de variação; ns – não significativo ao nível de 5% 
de probabilidade. 
 
 
Tabela 6: Frequência de alterações patológicas (FQ) no fígado de Astyanax aff. bimaculatus 
não expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de orégano (0,0; 
1,5 e 2,5 g/kg) 

Frequência de 
alterações 

patológicas no 
fígado (%) 

Níveis de óleo de orégano (g/kg) 

p valor CV (%) 
0,0 1,5 2,5 

FQH 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41 
FQDCH 33,33 0,00 8,33 0,2857 207,85 
FQV 75,00 66,67 91,67 ns 39,12 
FQDC 91,67 58,33 83,34 0,3600 41,65 
FQEST 0,00 0,00 0,00 ns 0,00 
FQN 75,00 50,00 75,00 ns 71,69 
FQNp 58,34 50,00 66,67 ns 75,60 
FQHH 33,33 8,33 25,00 ns 183,71 
FQIL 0,00 8,33 0,00 0,4053 346,41 

FQH – frequência de hemorragia; FQDCH – frequência de desorganização dos cordões de hepatócitos; FQV – 
frequência de vacúolos; FQDC – frequência de degeneração celular; FQEST – frequência de esteatose; FQN – 
necrose; FQNp – frequência de núcleo picnótico; FQHH – frequência de hipertrofia de hepatócito; FQIL – 
frequência de infiltrado leucocitário; CV – coeficiente de variação. 
ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 7: Valores médios de MDA, NO, CAT, e SOD nas brânquias e no fígado de Astyanax 
aff. bimaculatus não expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo 
de orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

Órgão 
 Níveis de óleo de orégano (g/kg) 

p valor CV (%) 
 0,0 1,5 2,5 

Brânquias 

MDA 17,37a 23,02a 20,31a Ns 28,18 
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 

Fígado 

MDA 6,31a 6,23a 6,38a Ns 34,65 
NO 6,28ª 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 – malondialdeído; NO – óxido nítrico; CAT – catalase; SOD – superóxido dismutase; CV – coeficiente de 
variação; ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nível de 5% de probabilidade. 
 

 

Fig 1. Óxido nítrico (NO) nas brânquias de Astyanax aff. bimaculatus alimentados durante 30 
dias com diferentes níveis de óleo de orégano. * difere estatisticamente do controle pelo Teste 
de Dunnett (p = 0,0408). 
 

Tabela 8: Índice de órgão das brânquias (IBRA) e do fígado (IFIG) em Astyanax aff. 
bimaculatus não expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

Índice de 
órgão 

Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

 0,0 1,5 2,5 
IBRA 14,67 16,58 16,84 ns 27,09 
IFIG 8,0025 5,92 7,42 ns 64,43 

CV – coeficiente de variação; ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
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Experimento I: Óleo de orégano como atenuador dos danos causados pelo arsênio 
 

Nos peixes expostos ao arsênio, não foi observada mortalidade em nenhum dos 

tratamentos avaliados. A atividade da enzima SOD nas brânquias dos peixes alimentados com 

óleo 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 variáveis de estresse oxidativo avaliadas nas brânquias e no fígado, não houve 

efeito significativo do óleo de orégano (tabela 9). 

 

Tabela 9: Valores médios de MDA, NO, CAT, e SOD nas brânquias e no fígado de Astyanax 
aff. bimaculatus expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

Órgão 
 Níveis de óleo de orégano (g/kg) 

p valor CV (%) 
 0,0 1,5 2,5 

Brânquias 

MDA 25,38a 34,62a 18,73a 0,2583 48,40 
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 

Fígado 

MDA 4,19a 4,84a 7,14a 0,2326 43,79 
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 – malondialdeído; NO – óxido nítrico; CAT – catalase; SOD – superóxido dismutase; CV – coeficiente de 
variação; ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 

Fig. 2. Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) nas brânquias de Astyanax aff. 
bimaculatus alimentados durante 30 dias com diferentes níveis de óleo de orégano e expostos 
ao arsênio durante sete dias. * difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p = 
0,0001). 
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Figura 3: LB: lamela branquial; E: edema; CM: células mucosas; DLB: deformação das lamelas branquiais; A: 

aneurisma; HCM: hipertrofia de células mucosas; HpCM: hiperplasia de células mucosas; DVF: dilatação dos 

vasos nos filamentos; FDLB: fusão e deformação de lamelas branquiais. 

 

Foram observadas as seguintes alterações histopatológicas nas brânquias de Astyanax 

aff bimaculatus: aneurisma, fusão e deformação de lamelas branquiais, deformação de lamelas 

branquiais, edema, dilatação de vasos nos filamentos branquiais, necrose, infiltrado 

leucocitário, hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais, mucosas e ricas em mitocôndrias 

(Fig. 3). Nos peixes alimentados com óleo de orégano (1,5 e 2,5 g/kg) foi observada maior 

frequência de hipertrofia nas células mucosas (p<0,01) (tabela 10; Fig. 4) e de necrose nas 

brânquias (p<0,05) apenas para os peixes alimentados com 2,5 g/kg (tabela 10; Fig. 5). Para 

as demais patologias não foi observado efeito significativo (p>0,05) do óleo de orégano 

(tabela 10).  
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Tabela 10: Frequência de alterações patológicas nas brânquias de Astyanax aff. bimaculatus 
expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de orégano (0,0; 1,5 
e 2,5 g/kg) 
Frequência de alterações 
patológicas nas brânquias 

(%) 

Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

0,0 1,5 2,5 

FQE 100,00a 100,00a 100,00a  0,00 
FQDVL 100,00a 100,00a 100,00a  0,00 
FQN 0,00a 25,00a 58,33b 0,0339 93,81 
FQHE 8,33a 41,67a 58,33a 0,0813 76,93 
FQHpE 16,67a 25,00a 50,00a ns 139,66 
FQHCC 0,00a 0,00a 25,00a 0,1410 221,12 
FQHpCC 0,00a 0,00a 16,67a 0,1004 200,00 
FQHCM 16,67a 100,00b 100,00b 0,0001 15,38 
FQHpCM 16,67a 25,00a 33,33a ns 176,38 
FQIL 0,00a 0,00a 8,33a 0,4053 346,41 
FQE – frequência de edema; FQDVL – frequência de dilatação dos vasos lamelares; FQN – frequência de necrose; 
FQHE – frequência de hipertrofia de células epiteliais; FQHpE – frequência de hiperplasia de células epiteliais; 
FQHCC – frequência de hipertrofia de células de cloro; FQHpCC – frequência de hiperplasia de células de cloro; 
FQHCM – frequência de hipertrofia de células mucosas; FQHpCM – frequência de hiperplasia de células mucosas; 
FQIL – frequência de infiltrado leucocitário; CV – coeficiente de variação; ns – não significativo ao nível de 5% 
de probabilidade. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nível de 5% de probabilidade 
 

 

Fig. 4. Frequência de hipertrofia de células mucosas nas brânquias de Astyanax aff. 
bimaculatus alimentados durante 30 dias com diferentes níveis de óleo de orégano e expostos 
ao arsênio durante sete dias. * Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p = 
0,0001). 
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Fig. 5. Frequência de necrose nas brânquias de Astyanax aff. bimaculatus alimentados durante 
30 dias com diferentes níveis de óleo de orégano e expostos ao arsênio durante sete dias. * 
Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p = 0,0339). 
 

No fígado foram observadas as seguintes alterações histopatológicas: desorganização 

dos cordões de hepatócitos, vacúolos, degeneração celular, esteatose, hemorragia, necrose, 

núcleo picnótico e infiltrado leucocitário (Fig. 6), porém, sem efeito significativo (p>0,05) do 

óleo de orégano (tabela 11). Também não foram observados efeitos significativos (p>0,05) do 

óleo de orégano para os índices de órgão IBRA e IFIG (tabela 12). 
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Figura 6: Hp: hepatócito; V: vacúolos; CS: capilar sinusoides; E:esteatose; DCH: desorganização dos cordões de 
hepatócitos; DC: degeneração celular; Np: núcleo picnótico; IL: infiltrado leucocitário. 

 

Tabela 11: Frequência de alterações patológicas no fígado de Astyanax aff. bimaculatus 
expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de orégano (0,0; 1,5 
e 2,5 g/kg). 
Frequência de alterações 
patológicas no fígado (%) 

Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

0,0 1,5 2,5 
FQH 0,00 0,00 8,33 0,4053 346,41 
FQDCH 25,00 33,33 25,00 ns 135,65 
FQV 91,67 50,00 66,67 ns 63,50 
FQDC 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 
FQHH 33,33 58,33 41,67 ns 91,86 
FQIL 0,00 0,00 8,33 0,4053 346,41 
FQH – frequência de hemorragia; FQDCH – frequência de desorganização dos cordões de hepatócitos; FQV – 
frequência de vacúolos; FQDC – frequência de degeneração celular; FQEST – frequência de esteatose; FQN – 
frequência de necrose; FQNp – frequência de núcleo picnótico; FQHH – frequência de hipertrofia de hepatócito; 
FQIL – frequência de infiltrado leucocitário; CV – coeficiente de variação; ns – não significativo ao nível de 5% 
de probabilidade. 
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Tabela 12: Índice de órgão das brânquias (IBRA) e do fígado (IFIG) em Astyanax aff. 
bimaculatus expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

 Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

 0,0 1,5 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 variação; ns – não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
 

 Para a atividade da enzima transaminase aspartato aminotransferase (AST) no plasma, 

não houve efeito significativo (p > 0,05) do óleo de orégano. Houve efeito significativo (p < 

0,01) do óleo de orégano para a enzima transaminase alanina aminotransferase (ALT) no 

plasma, com maior valor nos peixes alimentados com 2,5 g/kg de óleo de orégano (tabela 13; 

Fig. 7).  

 

Tabela 13: Valores médios para a atividade das enzimas AST e ALT no plasma de Astyanax 
aff. bimaculatus expostos ao arsênio e alimentados com as dietas suplementadas com óleo de 
orégano (0,0; 1,5 e 2,5 g/kg) 

 Níveis de óleo de orégano (g/kg) 
p valor CV (%) 

 0,0 1,5 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 aminotransferase; CV – coeficiente de variação. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunnett ao nível de 5% de probabilidade. 
 

 

Fig. 7. Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) no plasma de Astyanax aff. 
bimaculatus alimentados durante 30 dias com diferentes níveis de óleo de orégano e expostos 
ao arsênio durante sete dias. * Difere estatisticamente do controle pelo Teste de Dunnett (p = 
0,0002).  
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DISCUSSÃO 
 

O arsênio exerce seus efeitos tóxicos pela geração de espécies reativas de oxigênio 

(Liu et al. 2000) e espécies reativas de nitrogênio (Shi et al. 2004), levando ao aumento da 

peroxidação lipídica (Ramos et al 1995; Ramanathan et al, 2002; Sharma et al. 2009). Além 

disso, o arsênio pode diminuir as defesas antioxidantes naturais pela inibição das enzimas 

SOD, CAT e GST (Ramanathan et al. 2002; Sharma et al. 2007; Sharma et al. 2009), apesar 

de alguns estudos mostrarem aumento na atividade destas enzimas (Liu et al., 2000; Maiti & 

Chatterjee 2001; Bhattacharya & Bhattacharya, 2007). O aumento na atividade da SOD 

observada nas brânquias dos peixes alimentados com orégano (1,5 e 2,5 g/kg) indica que este 

apresenta efeito protetor contra os danos oxidativos causados pelo arsênio. Possivelmente o 

óleo de orégano estimula diretamente a SOD, atuando de maneira semelhante a outras plantas 

com atividade antioxidante, como camomila, Chamaemelum nobilis, chá verde, Camellia 

sinensis, limão verbena, Aloysia triphylla, espinheiro branco, Crataegus monogyna, e roseira 

brava, Rosa rubiginosa (Yoo et al., 2008). Os referidos autores observaram que estas plantas 

atuam por dois mecanismos de ação: pela ação antioxidante direta, promovendo a 

neutralização de radicais livres e indireta, pela estimulação 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; Puertas‐Mejía et 

al. 2002; Nakatani 2003; Amarowicz et al. 2009; Hernandez-Hernandez et al. 2009) devido 

principalmente à presença do ácido rosmarínico, do timol e do carvacrol.  

O óxido nítrico (NO) é uma molécula relativamente instável (Burney et al. 1999) que 

em concentrações relativamente altas causa danos às células e tecidos (Szabo & 

Thiemermann, 1994). Os danos causados pelo NO são mediados principalmente pela 

produção de peroxinitrito (ONOO–) e ácido peroxidonitroso (ONOOH). O NO é sintetizado 

por diferentes isoformas da óxido nítrico sintase, como a óxido nítrico sintase constitutiva 

(cNOS), a endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzível (iNOS) (Soneja et al. 2005). 

Assim, a diminuição na produção de NO e a inibição da NO sintase podem contribuir para a 

redução dos danos causados pelo estresse oxidativo. No primeiro experimento foi 

demonstrada a capacidade do óleo de orégano em reduzir a formação de NO. O mesmo foi 

observado por Conforti et al. (2011). Entretanto, na presença de arsênio o orégano não 

promoveu a redução de NO em A. aff. bimaculatus. A maior quantidade de espécies reativas 

de nitrogênio (Shi et al. 2004) causadas pelo arsênio pode ser o motivo da ausência de efeito 

do orégano na redução da produção de NO. 
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A maior frequência de necrose nas brânquias dos peixes alimentados com a dieta 

contendo 2,5 g kg-1 de óleo de orégano mostrou uma resposta dose-dependente. 

Provavelmente apenas a concentração de 2,5 g kg-1 de óleo de orégano causou danos 

brânquias devido a maior dose de carvacrol, uma vez que Llana-Ruiz-Cabello et al. (2015) 

observaram que o carvacrol ou a mistura de cavacrol e timol, em altas concentrações, tiveram 

ação pró oxidante. Tem sido demonstrado que o óleo de orégano pode causar apoptose e 

necrose em vários tipos celulares como em células Caco-2 (Dusan et al., 2006; Savini 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 não foi observada necrose, ou 

qualquer outra alteração morfológica nas brânquias dos peixes alimentados com óleo de 

orégano, sem a exposição ao arsênio, tal alteração histopatológica parece ter ocorrido devido a 

um efeito sinérgico entre o orégano e o arsênio.  

As enzimas ALT e AST ocorrem em diversos órgãos como o fígado, rins, brânquias e 

músculos (Bell, 1968; Gaudet et al. 1975), e o aumento de suas concentrações no plasma 

indicam danos a estes órgãos (Casillas et al. 1983; Wells et al. 1986). Aumentos da ALT no 

plasma são mais específicos para caracterizar danos hepáticos do que aumentos na atividade 

da AST (Shahsavani et al. 2010). Porém, aumentos na atividade de ambas as enzimas tem 

sido relacionados com danos hepáticos agudos (Shahsavani et al. 2010). Portanto, o aumento 

na atividade da enzima ALT no plasma em A. aff bimaculatus indica danos no fígado, como 

observado em Clarias gariepinus expostos ao mercúrio (Zaki et al. 2011). A maior atividade 

da enzima ALT no plasma dos peixes alimentados com a dieta contendo 2,5 g kg-1 de óleo de 

orégano também evidencia uma resposta dose-dependente e provável efeito sinérgico com o 

arsênio, uma vez que tal alteração não foi observada nos peixes não expostos ao arsênio. 

A maior frequência de hipertrofia das células mucosas observada nos peixes 

alimentados com óleo de orégano indica que ocorreram adaptações morfológicas (Fernandes e 

Moron, 2014) que permitem a redução da absorção de arsênio da água. A hipertrofia de 

células do epitélio branquial e o aumento na produção de muco aumentam a distância para 

difusão, reduzindo a taxa de absorção de xenobióticos. Porém, também reduz a difusão de 

oxigênio e dióxido de carbono (Fernandes e Mazon, 2003). A liberação do muco das 

brânquias pode facilitar a remoção de patógenos, tóxicos e materiais estranhos aderidos às 

brânquias (Powell et al., 1992).  
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CONCLUSÕES 
 
Apesar de o orégano apresentar efeito redutor do estresse oxidativo em brânquias de A. 

aff bimaculatus e atenuador dos danos causados pela exposição ao arsênio, não é 

recomendada sua utilização em função de também causar danos branquiais e hepáticos de 

forma dose dependente. Os danos hepáticos e branquiais na dose de 2,5 g kg-1 de óleo de 

orégano, apenas na presença de arsênio indicam efeito sinérgico entre o orégano e o arsênio. 
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