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RESUMO

Os Oleos essenciais tém sido alvo de estudo, devido suas propriedades atenuadoras
de estresse. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de Z. officinale
(OEZ), uma planta medicinal facilmente encontrada no Brasil, como agente anestésico
e antiestresse. Ao total foram utilizados 116 pacus com peso médio de 32,26 + 7,86
g. O experimento foi dividido em dois ensaios: o primeiro testou propriedades
anestésicas de gengibre nos juvenis de pacus. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com oito peixes por tratamento totalizando, 32 animais. Os
pacus foram transferidos para aquérios contendo 6 L de 4gua com as respectivas
concentragdes do anestésico 300, 400 e 500 mg L™ diluidas em etanol (95% 1:10).
Para a avaliacdo do tempo da indugéo e recuperacdo do anestésico os peixes foram
testados individualmente com uso de cronébmetros, em banho de imersdo com OEZ,
e depois em aquérios contendo agua livre do OE. Na inducdo os peixes foram
observados até apresentar auséncia total de movimento. Todos os animais foram
submetidos a biometria e a colheita de sangue por meio da venopuncao caudal. Houve
diferenca significativa entre os tratamentos em relagdo ao tempo de indugao (p< 0.05).
No segundo ensaio, os pacus foram submetidos ao transporte em embalagens
plasticas com OEZ os peixes com peso médio de 31,39 + 9,6 g foram divididos em
quatro tratamento com trés repeticbes com 7 exemplares em cada embalagem
plastica com 4 litros de 4gua e 6 L de oxigénio puro os tratamentos eram: controle que
néo recebeu a adigdo do OEZ; 10 mg L*; 20 mg L e 30 mg L' da solucdo anestésica
do OEZ. Apds o transporte de 2h, o sangue foi colhido por meio da venopuncao caudal
para analises hematolégicas. Amostras do plasma, filé e figado foram colhidas (n=20)
para quantificacdo dos compostos do OEZ, por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa. A utilizacdo dos compostos bioativos do 6leo essencial de
OEZ sdo capazes de induzir anestesia em pacu sem afetar os parametros
hematoldgicos, mas diminui os neutrdéfilos circulantes. OEZ atenuou as respostas de
estresse dos juvenis de pacu apds transporte e contribuiu positivamente para
manutencdo da qualidade da agua durante o transporte. Os resultados deste estudo
contribuiram para o desenvolvimento de bioprodutos para o uso na piscicultura,
colaborando com o fortalecimento e a consolidacéo da producéo. Portanto, espera-se
com os resultados gerados possa haver uma reducdo das perdas econdmicas em
decorréncia do estresse imposto aos peixes cultivados e evitar a dependéncia da
utilizacao de quimioterapicos e antibioticos sintéticos.

Palavras-chave: Bem-estar, Gengibre, Inducdo anestésica, Manejo na piscicultura,
Oleo essencial, Transporte de peixes.



ABSTRACT

Essential oils have been the target of study due to their stress relieving properties.
Thus, the objective of this study was to evaluate the use of Z. officinale (EOZ), a
medicinal plant easily found in Brazil, as an anesthetic and anti-stress agent. A total of
116 pacus were used with mean weight of 32.26 + 7.86 g. The experiment was divided
in two trials: the first tested the anesthetic properties of ginger on juvenile pacu. The
experimental design was entirely randomized, with eight fish per treatment for a total
of 32 animals. Pacus were transferred to tanks containing 6 L of water with the
respective concentrations of the anesthetic 300, 400, and 500 mg L™1 diluted in ethanol
(95% 1:10). To evaluate the time of induction and recovery from the anesthetic, the
fish were tested individually using chronometers, in an immersion bath with EOZ, and
then in tanks containing EO-free water. At induction the fish were observed until they
presented total absence of movement. All animals were submitted to biometry and
blood sampling by caudal venipuncture. There was a significant difference between
treatments regarding the induction time (p< 0.05). In the second experiment pacus
juveniles were standardized by the density of 60 g L™ per plastic bag. In the second
experiment, pacus were subjected to transport in plastic containers with EOZ the fish
with a mean weight of 31.39 + 9.6 g were divided into four treatments with three
repetitions with 7 specimens in each plastic container with 4 liters of water and 6 L of
pure oxygen the treatments were: control that did not receive the addition of EOZ; 10
mg L ; 20 mg L and 30 mg L of the EOZ anesthetic solution. After the 2h transport,
blood was collected via caudal venipuncture for hematological analyses. Plasma, fillet
and liver samples were collected (n=20) for quantification of EOZ compounds by gas
chromatography coupled to a mass spectrometer. The use of bioactive compounds
EOZ was able to induce anesthesia in pacu without affecting hematological
parameters, but decreased circulating neutrophils. EOZ attenuated the stress
responses of juvenile pacu after transport and contributed positively to maintenance of
water quality during transport. The results of this study contributed to the development
of bioproducts for use in fish farming, collaborating with the strengthening and
consolidation of production. Therefore, it is expected that with the results generated
there may be a reduction in economic losses due to the stress imposed on farmed fish
and avoid dependence on the use of synthetic chemotherapies and antibiotics.

Keywords: Anesthetic Induction, Essential oil, Fish farming management, Fish
transport, Ginger, Welfare.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Mundialmente, a aquicultura fornece mais de 50 por cento de pescado para
consumo humano. O consumo de peixes e de seus subprodutos por habitante
continua a aumentar mais do que o crescimento da populacdo humana (FAO, 2021).
O aumento da producéo, da comercializacao de peixes e o transporte de peixes vivos
estdo entre as praticas de manejo que mais cresceram nos ultimos anos (Becker et
al., 2016).

Diversas etapas da cadeia produtiva de peixe constituem-se em fatores
estressantes, tais como: a captura, confinamento, manuseio, adensamento e o
transporte propriamente dito, e se nao for conduzido de maneira correta pode induzir
respostas de estresse (primaria, secundéria e terciaria), culminando, entre outras
implicacdes, em consequéncias negativas sobre o desempenho de crescimento e na
resposta imunoldgica (Valladao et al., 2018).

Anestésicos e sedativos podem ser benéficos em transporte, reduzindo a
atividade fisica do peixe e o estresse durante o manuseio (Rotllant et al., 2001). O
transporte de peixes em um sistema fechado, como um saco plastico, pode afetar o
suprimento de oxigénio e resultar em uma acumulacdo de amoénia e diéxido de
carbono, o que pode se tornar um sério problema para a sobrevivéncia dos peixes
(Becker et al., 2013). O transporte também pode prejudicar 0s processos metabodlicos
e interferir nos niveis de glicose, lactato e tecido glicogénico (Pankhurst, 2011).

Com o intuito de minimizar o efeito do estresse oriundo das praticas de manejo
0 uso de anestésicos se tornou uma alternativa bastante eficaz (Aydin & Barbas,
2020), pois o estresse ndo apenas causa efeitos deletérios a saude dos animais, mas
também a morte (Barcellos et al., 2006).

Estudos comprovam que o0s anestésicos oriundos de plantas quando
adicionados a agua do transporte podem minimizar problemas relacionados ao
estresse (Zeppenfeld et al., 2014), por isso, a importancia da utilizacao de anestésicos
no transporte, que tem como o intuito reduzir a mobilidade dos peixes, evitando lestes

traumaticas e ferimentos (Inoue et al., 2011).



O Zingiber officinale (OEZ) é amplamente utilizado na industria farmacéutica
como um medicamento para tratamento e cura de varias doencas, no entanto a maior
parte dos estudos sobre essa planta estdo concentrados na medicina humana.
Atualmente, existem poucos artigos a respeito do gengibre na producéo animal,
contudo, na aquicultura os trabalhos que envolvem OEZ sédo concernentes a
suplementacao desse produto na alimentacdo dos organismos aquaticos.

Dentre as diversas op¢les de Oleos essenciais o presente estudo optou por
utilizar o OEZ, devido as suas inUmeras vantagens tais como: baixo custo de
aquisicao, pela enorme quantidade de compostos promotores de saude do gengibre,
por ser um produto organico e pela sua ampla disponibilidade no mercado. Assim,
este é o primeiro trabalho a estudar o potencial do OEZ como anestésico no manejo
e transporte de pacu.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € nativo da América do Sul e uma das
espécies mais produzidas (Valladao et al., 2016), € amplamente utilizado em diversas
regides do Brasil, tendo como objetivo a producao de peixes para a pesca esportiva e
para a producdo de carne (Furuya et al., 2008). Os critérios para a escolha dessa
espécie foram justamente, devido a facilidade para adquirir os juvenis no municipio de
Aquidauana localizada geograficamente no pantanal e também pela rusticidade e
adaptabilidade que o pacu possui.

O presente trabalho teve como objetivo explorar o potencial do 6leo essencial
de gengibre como anestésico para juvenis de pacu durante o transporte e o0 manejo,
com intuito de substituir compostos quimicos e sintéticos por componentes naturais

oriundos de plantas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anestésicos

Os anestésicos sdo compostos por um grande namero de moléculas, de
diferentes estruturas quimicas capazes de bloquear temporariamente a conducédo do
estimulo nervoso (Ribeiro et al., 2009). Assim, para que 0s anestésicos produzam o
efeito desejado é necesséario que atravessem todas as membranas protetoras até

atingir as membranas neuronais (Alves, 2013).



Comercialmente existem dois tipos de anestésicos: os de origem sintética e 0s
naturais. Os componentes sintéticos mais utilizados para anestesiar 0s peixes
incluem: metanosulfonato de tricaina (MS-222) (Skar et al., 2017), etanol fenoxidico
(Bahrekazemi & Yousefi, 2017), e etomidato (Readman et al., 2017). Os anestésicos
naturais sdo: Lippia alba; Ocimum gratissimum entre outros (Spanghero et al., 2019).
Entre os anestésicos mais utilizados na aquicultura se destacam a benzocaina e o
eugenol (Bertozi Junior et al., 2014).

Entretanto, alguns desses anestésicos sintéticos apresentam alto custo de
aguisicao, pequena margem de seguranca, alteracdes em parametros fisiol6gicos dos
peixes como modificacdo da funcéo cardiovascular e respiratéria, aumento do lactato,
niveis elevados de catecolaminas e inibicdo da sintese de cortisol, além de deixar
residuos nos peixes (Aydin & Barbas, 2020). Conforme, demonstrado na tabela 1 os
estagios de anestesia séo classificados em: 1 — diminuicdo do movimento opercular;
2 —inicio de perda de equilibrio, caracterizado pela natacédo lateral; 3 — perda total de
equilibrio e 4 — perda total de reagéo ao estimulo (Woody et al., 2002).

A anestesia pode diminuir a atividade do estresse ou dor, taxa metabdlica,
procura de oxigénio, e facilitar o manejo (Martins et al., 2017). O anestésico ideal deve
produzir uma anestesia rapida (1-5 min) e também uma recuperacao rapida (< 5 min),
além disso esse produto precisa ter um baixo custo, facil de utilizar, solavel em agua,
e nao deixar residuos em peixes, humanos, ou no ambiente (Brown, 2011; Weber et
al., 2009).

Tabela 1. Estagios de anestesia e recuperacdo em peixes.

Estagio de anestesia Descricdo do comportamento

Sedacéo leve Perda de reacdo a movimentos visuais e ao togue

Anestesia leve Perda parcial do equilibrio

Anestesia profunda Perda total do equilibrio

Anestesia cirlrgica | Diminuicdo dos movimentos operculares

Anestesia cirargica Minimo movimento opercular, o peixe fica estatico

Colapso medular Overdose (dose em excess0) ou tempo excessivo de anestesia
Recuperacéo Recuperacédo do equilibrio e natacdo normal

Fonte: Gomes et al., 2001.

E notdrio o beneficio dos anestésicos para o0 manejo de peixes, no entanto a

eficacia dos anestésicos depende de varios fatores importantes tais como: qualidade



da agua, que pode influenciar diretamente em cada estagio anestésico, a temperatura,

a turbidez da agua e a quantidade de agua (Hoskonen, 2004).

2.2Zingiber officinale

Os produtos vegetais tém sido amplamente utilizados na aquicultura, pois
estimulam a taxa de crescimento, 0 sistema imunitario, devido as suas moléculas
ativas tais como alcalbides, terpendides, saponinas e componentes flavonoides.
Contudo, ainda h& necessidade de realizacdo de mais estudos voltados para os
efeitos dos extratos de plantas a longo prazo sobre a fisiologia dos peixes e 0s
diferentes fatores relacionados a saude (Reverter et al., 2017).

O interesse por fitoterapicos nos ultimos anos aumentou no mundo inteiro,
devido ao seu custo relativamente baixo, facil preparacdo e por causar efeitos
colaterais limitados sobre os animais (Van Hai, 2015). Similar a medicina humana, o
uso de plantas medicinais no manuseio e tratamento ou prevencdo de doencas
comuns na criacdo de animais é uma atividade ancestral, que se prolonga por
geracdes e ainda hoje esta em uso (Bandeira et al., 2017).

Os Oleos essenciais tém apresentado bons resultados, principalmente para as
espécies da familia Verbenaceae como Lippia alba, Lippia origanoides, Lippia
sidoides e Aloysia triphylla (Toni et al., 2014, Silva et al., 2019), da familia Lamiaceae
como Ocimum gratissimum, Mentha piperita e Mentha arvensis (Boijink et al., 2016;
Spanghero et al., 2019). Recentemente, a maior parte dos estudos cientificos tem-se
concentrado na utilizacdo de ervas medicinais, devido as inUmeras vantagens que
estas possuem tais como: a sustentabilidade e menos efeitos colaterais em relagéo
aos outros produtos. Dentre estas se destaca o0 gengibre (Zingiber officinale roscoe)
gue € uma erva medicinal comestivel (Thanikachalam et al., 2010).

As propriedades promotoras de saude do gengibre podem estar relacionadas
com a presenca de diferentes compostos bioativos encontrados em rizomas de
gengibre incluem terpenos, oleoresina, zingiberol, zingiberona, zingibereno, zingerona
e paradol (Jesudoss et al., 2017). O rizoma do gengibre é amplamente utilizado como
agente aromatizante de alimentos ou especiarias para melhorar o sabor dos

alimentos, além da sua importancia medicinal (Aruoma et al., 1993).



A maioria das pesquisas cientificas apontam o efeito positivo do gengibre e
de seus compostos no crescimento, sistema imunitario, funcao antioxidante e efeitos
anestésicos em espécies de peixes (Sukumaran et al., 2016). O gengibre é rico em
varios constituintes quimicos, incluindo compostos fendlicos, acidos organicos,
polissacarideos, fibra bruta e lipidios. Os beneficios do gengibre sdo principalmente
atribuidos aos seus compostos fendlicos, tais como gengibredis e shogaols. De
acordo com pesquisas 0 gengibre possui multiplas atividades biologicas, incluindo
atividades antioxidantes, anti-inflamatoérias, antimicrobianas, anticancerigenas,

neuroprotetores, cardiovasculares, respiratorias e entre outras (Mao et al., 2019).

2.3Beneficios do uso de 6leos essenciais no transporte de peixes

A maioria dos produtores de organismos aquéticos utilizam antibiéticos ou
medicamentos quimicos para lidar com agentes patogénicos, reduzir o estresse, e
aumentar a resisténcia do peixe contra doencas (Dugenci et al., 2003). Contudo,
devido ao efeito colateral desses medicamentos a procura pela exclusdao desses
compostos vem aumentando por substancias naturais para estimular o sistema
imunitario do peixe através dos tratamentos fitoterapicos.

Os 6leos essenciais (OE) séo extratos oleosos aromaticos e volateis obtidos
de materiais vegetais, incluindo flores, botdes, raizes, casca e folhas por meio de
fermentacao, extracdo ou destilagdo a vapor. Os 6leos essenciais sdo usados como
uma alternativa para inducdo anestésica em peixes (Cunha, 2010). No Brasil os mais
utilizados sdo: o eugenol, 6leo de cravo, e o mentol, pois sdo amplamente
comercializados e apresentam baixo custo (Simfes & Gomes, 2009).

O estresse mecanico juntamente com uma baixa qualidade de agua pode afetar
negativamente o transporte de peixe. A utilizacdo de anestésicos a base de plantas
em concentracdes sedativas durante o transporte de peixe € uma ferramenta
importante para reduzir a sensibilidade a estimulos visuais e mecanicos, atividade
natatéria e stress (Souza et al., 2019).

Em geral, os OEs em concentragdes sedativas reduzem as taxas metabdlicas,
a magnitude da resposta ao estresse e evitam danos fisicos nos peixes (Hohlenwerger
et al., 2017). Extrato de folha de goiaba (Psidium guajava) a uma concentragéo de

0,25% é eficaz como agente redutor de estresse para o transporte de tilapia (Suwandi



et al., 2013). No entanto, estudos comprovam que o0 agente natural mais eficaz para
anestesia dos peixes € o 6leo de cravo-da-india (Eugenia aromaticum) (Fernandes et
al., 2017), pois, este é altamente lipofilico e por isso penetra rapidamente no epitélio
das guelras e uma vez na circulagdo sanguinea, € absorvido pelos tecidos corporais
(Javahery et al., 2012).

2.4 Piaractus mesopotamicus

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma espécie muito relevante na
piscicultura, pois apresenta baixo custo com alimentacdo, devido ao seu habito
alimentar herbivoro e onivoro (Dal Pai et al., 2000). Além disso, é extremamente
comercializada no Brasil no setor da aquicultura (Souza et al., 2003), uma vez que é
altamente valorizada devido a sua aceitacdo pelos consumidores e também pela sua
taxa de crescimento elevada.

Em seu habitat natural os juvenis sobrevivem em temperaturas entre 20 e 30°C
e a pH 6-8 (Abimorad et al., 2009), enquanto a temperatura étima para o crescimento
€ de 23-28°C (Martinez et al., 2006). Estes peixes sédo encontrados em profundidades
de até 20 m (Dal Pai et al., 2000).

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito da inclusédo de diferentes
concentracdes do anestésico OEZ no transporte e no manejo dos peixes, bem como
avaliar o efeito da taxa de sobrevivéncia, o perfil hematolégico; bioquimico e

metabdlico de pacu Piaractus mesopotamicus submetido ao experimento.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia do 6leo essencial de gengibre Zingiber officinale como

um anestésico para juvenis de pacu;

e Avaliar a viabilidade do uso do OEZ na aquicultura brasileira;



e Avaliar o perfil hematoldgico, bioguimico e metabdlico dos pacus submetido
ao transporte com anestésico;
e Avaliar o efeito da taxa de sobrevivéncia dos peixes submetidos ao

transporte por diferentes horas com diferentes doses de OEZ.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial anestésico do 6leo essencial de gengibre em
pacus. Juvenis de pacus com peso médio de 33,13 £ 6,13 g foram transferidos para aquéarios
contendo 6 L de 4gua com as respectivas concentraces do 6leo essencial de gengibre 300, 400
e 500 mg L™ diluidas em etanol (95% 1:10). Todos os animais foram submetidos a biometria e
a colheita de sangue. Para a avaliacdo do tempo da inducdo e recuperacdo do anestésico 0s
peixes foram testados individualmente com uso de cronémetros, em banho de imersdo com OE
de gengibre, e depois em aquéarios contendo agua livre do OE. Na inducéo os peixes foram
observados até apresentar auséncia total de movimento. O sangue foi colhido por meio da
venopuncdo caudal para as andlises: hematocrito pelo método centrifuga microhematdcrito;
contagem do numero eritrécitos em Camara de Neubauer, hemoglobina (Hb) e glicose
sanguinea (glicose oxidase [GPO]) com o aparelho medidor de Glicose Accu-Chek Active. Para
a dosagem sérica de plasma dos componentes do anestésico, o sangue foi centrifugado a 9.000
rpm por 5 minutos a 4°C, e posteriormente armazenamento a -20°C. Houve diferenca
significativa entre os tratamentos em relacdo ao tempo de inducdo (p< 0.05). O grupo que
recebeu a dosagem de 400 mg L' apresentou menor tempo de recuperagdo dentre os
tratamentos. O uso do 0leo essencial de Zingiber officinale foi capaz de anestesiar 0s juvenis
de pacu em todos os tratamentos, no entanto, a dosagem de 400 mg L™ de OEZ foi a mais
apropriada para os peixes, pois apresentou menor tempo de inducdo anestésica e também
promoveu menor alteracdo hematoldgica.

Palavras-chave: Gengibre, Inducio anestésica, Manejo na piscicultura, Oleo essencial.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of ginger anesthetic in the water during
fish handling. Pacu juveniles with a mean weight of 33.13 £ 6.13 g were transferred to tanks
containing 6 L of water with the respective concentrations of ginger essential oil 300, 400 and
500 mg L™ diluted in ethanol (95% 1:10). All animals were submitted to biometry and blood
sampling. To evaluate the time of induction and recovery from the anesthetic, the fish were
tested individually using chronometers, in immersion baths with ginger EO, and then in tanks
containing water free of the EO. At induction the fish were observed until they were completely
motionless. Blood was collected via caudal venipuncture for the following analyses: hematocrit
was performed in a microhematocrit centrifuge; erythrocyte count in a Neubauer Chamber, and
hemoglobin (Hb). Blood glucose (glucose oxidase [GPO]) analysis was performed using the
Accu-Chek Active glucose meter. For serum plasma dosage of the anesthetic components,
blood was centrifuged at 9,000 rpm for 5 minutes at 4°C, and then stored at -20°C. There was
a significant difference between treatments regarding the induction time (p< 0.05). The group
that received the dosage of 400 mg L™ showed the shortest recovery time among the treatments.
The use of Zingiber officinale essential oil was able to anesthetize pacu juveniles in all
treatments. However, the dosage of 400 mg L™ of EOZ was the most appropriate for the fish,
as it presented the shortest anesthetic induction time and also promoted the least hematological
alteration.

Keywords: Anesthetic induction, Essential oil, Ginger, Management in fish farming.

1. INTRODUCAO

O aumento e intensificacdo dos sistemas de producédo de peixes leva a adogdo de
diferentes tecnologias de manejos para minimizar o estresse imposto aos peixes cultivados. O
conhecimento de métodos que permitam intervencdes com o minimo possivel de interferéncia
nas fungdes vitais e fisiologicas dos peixes € importante a fim de que a mortalidade seja minima
durante o transporte ou manejo (Cunha, 2010). O processo de captura é um procedimento muito
invasivo seja por redes, anzois ou pugés, os peixes tendem a fuga, resultando no aumento da
concentragdo de lactato e ions H" no musculo, que podem ser identificados na corrente
sanguinea, além de aumentar concentracGes de cortisol e glicose (Inoue et al., 2010).

Os anestésicos surgiram como uma ferramenta importante na aquicultura, pois tanto
reduzem a mortalidade como o estresse causado pelo manejo (Palic, 2006). Anestésicos sao
agentes quimicos que fazem com que 0s animais reduzam progressivamente sua atividade e,

portanto, séo utilizados para prevenir lesdes ou respostas de estresse. Os 0leos essenciais tem
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sido alvo de estudos, pois apresentaram resultados promissores em peixes. O 6leo essencial de
Z. officinale foi capaz de induzir anestesia em P. reticulatum (Silva et al., 2020) e em
camundongos produziu efeitos analgésicos (Jeena et al., 2013). Portanto, é fundamental
identificar os componentes bioativos de Z. officinale que podem atuar contra os efeitos do
estresse imposto aos peixes cultivados e estabelecer métodos para otimizar seu uso.

Neste contexto, é imprescindivel salientar que a eficécia de anestésicos, assim como a
resposta a estes, é variavel entre diferentes espécies de peixes e também pode sofrer influéncia
tanto de fatores ambientais, como salinidade, temperatura, pH e oxigénio, quanto fatores
bioldgicos como tamanho, peso, salde, fase de vida, entre outros (Zahl et al., 2012).

Assim, é de suma importancia mais estudos a respeito dos anestésicos em peixes que
permitam uma recuperacdo rapida com uma baixa concentracdo (Kamble et al., 2014), com
menos residuos nos tecidos dos animais, um baixo custo, gerando menor risco para 0 meio
ambiente e a saude dos peixes (Rezende et al., 2017). O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial anestésico do Oleo essencial de gengibre em juvenis de pacu (Piaractus

mesopotamicus) e seus efeitos na hematologia e glicose plasmatica.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Piscicultura da UEMS, Aquidauana, MS,
Brasil. O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob o protocolo n°® 013/2021.

2.1 Condicdes experimentais

Os peixes foram mantidos para aclimatacdo por uma semana em tanques de 350L com
aerador e fluxo de agua continuo, com fornecimento de ra¢do comercial realizado duas vezes
ao dia. Antes do inicio do experimento foi realizado o jejum de 24 h.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com oito peixes por
tratamento com trés repeticdes totalizando 32 animais. Os juvenis de pacus com peso medio de
33,13 + 6,13 g foram transferidos para aquarios contendo 6 L de &gua com as respectivas
concentracgdes do anestésico OEZ 300, 400 e 500 mg L™ diluidas em etanol (95% 1:10). O
grupo controle foi colocado individualmente no aquéario durante 3 minutos com a incluséo de
etanol puro 95% sem exposi¢do ao anestesico, com intuito de analisar se somente o etanol iria
provocar efeitos anestésicos nos peixes, pois, todos os anestésicos utilizados no experimento

foram diluidos em etanol a 95%.
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Anteriormente, um experimento piloto foi realizado com o anestésico do OEZ seguindo
a mesma diluicdo, com concentragdes mais baixas conforme recomendado pela literatura
(Bandeira et al., 2017; Silva et al., 2020): 0, 50, 100 e 200 mg L™ do OEZ, no entanto nenhum
peixe foi anestesiado. Por isso, nesse experimento as doses de OEZ foram maiores.

Para a avaliacdo do tempo da inducdo e recuperacdo do anestésico os peixes foram
testados individualmente com uso de crondmetros, em banho de imersdao com OEZ, e depois
em aquarios contendo agua livre do OE. Na inducéo os peixes foram observados até apresentar
auséncia total de movimento. A cada dois peixes, uma nova solucao anestésica foi realizada.

A sedacdo (perda parcial de equilibrio sem resposta a estimulos) e a anestesia (perda
total de equilibrio sem resposta a estimulos) foram avaliadas. Os peixes foram monitorados
visualmente e também eram capturados para analisar se iriam exprimir movimentos natatérios.
Além disso, também foram avaliados os padrfes de comportamento para a etapa de anestesia
cirdrgica: auséncia total de reacdo, movimentos operculares lentos e irregulares, batimentos
cardiacos lentos e perda total de todos os reflexos, conforme descrito por Ross e Ross (2008).
Os peixes foram considerados recuperados quando responderam a estimulos externos e
apresentaram natacdo similar aos exemplares do grupo controle (Small et al., 2003). A
sobrevivéncia foi monitorada até 24 h apés a inducéo anestésica.

Na sequéncia, foram acondicionados individualmente em aquarios com agua limpa,
sem anestésico e com aeracdo constante, onde foi monitorado o tempo de recuperacao,
considerado como 0 periodo necessario para que 0S peixes recuperassem a capacidade de

manter a posi¢do normal de nado.

2.2 Oleo essencial e composicao

O o6leo essencial Zingiber officinale (gengibre) foi extraido por hidrodestilacdo por meio
de um aparelho de Clevenger. A parte da planta utilizada nesse processo foram os rizomas de
Z. officinale, pois nessa parte hd maior concentragdo dos componentes do gengibre. Esse
procedimento ocorreu integralmente no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da
Embrapa da Amazo6nia, AM, Brasil. As composi¢des quimicas foram determinadas por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) no Laboratério de Ecologia
Comportamental (LABECO) na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados-MS.
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2.3 Analises hematoldgicas

O sangue foi colhido por meio da venopuncdo caudal com seringas e agulhas
descartaveis banhados com os anticoagulantes EDTA a 3% e em seguida transferido para os
tubos eppendorf. O hematdcrito foi realizado em uma centrifuga microhematécrito seguindo a
metodologia de Goldenfarb et al. (1971).

Para contagem do numero eritrécitos em Camara de Neubauer ou (RBC) — Red Blood
Cells foram utilizados 5 uL de sangue de cada peixe amostrado ¢ 1000 puL (ImL) da solugédo de
formol citrato foram colocadas em um tubo eppendorf, logo apés isto a amostra foi
homogeneizada por turbilhonamento e mantida na geladeira até o momento da leitura com
microscopio optico (400 X). Para a analise de hemoglobina (Hb) foram utilizados 10 puL de
sangue de cada peixe amostrado. As amostras foram homogeneizadas por turbilhamento,
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e lidas em espectrofotémetro a 540 nm.

A partir dos dados de hematologia foram calculados os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM) (Ht x 10/Er), concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) (Hb x 100/Ht) e hemoglobina corpuscular média HCM (Hb x 10/Er) (Wintrobe, 1934;
Ranzani-Paiva et al., 2013).

As extens@es sanguineas foram confeccionadas em duplicata de cada animal, secas ao
ar e coradas com May Grunwald-Giemsa- Wright para a posterior leitura da contagem
diferencial de leucdcitos e contagem total de trombdcitos e leucdcitos. A analise de glicose
sanguinea (glicose oxidase [GPO]) foi realizada com o aparelho medidor de Glicose Accu-
Chek Active (Tavares- Dias & Moraes, 2004).

2.4 Determinacdo dos componentes bioativos no plasma

Para a dosagem sérica de plasma foram avaliados zingiberene, bisabolenee o
sesquiphellandrene, pois estes sdo 0s principais componentes bioativos presentes no gengibre.
O sangue foi centrifugado (Centrifuga: Yingtai, Modelo TD4A, 9.000 rpm por 5 minutos a
4°C), posteriormente o plasma foi transferido para microtubos para armazenamento a -20°C até
0 momento da analise bioguimica.

As analises do plasma para quantificacdo dos componentes dos 0leos essenciais foram
realizadas no Laboratério de Ecologia Comportamental (LABECO) na Universidade Estadual
de Mato Grosso do Sul, Dourados-MS.
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Os ensaios foram feitos em um cromatdgrafo a gas (CG-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto,
Japdo) acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM2010 Ultra), usando DB-5 (30 m de
comprimento X 0,25 mm diametro interno, espessura 0,25 um), nas seguintes condigdes: gas
hélio (99,999% de pureza e fluxo 1,0 mL min™); volume da inje¢do de 1 pL, split (1:20). A
temperatura inicial do forno foi de 50°C e aquecimento de 50°C a 280°C a 3°C min™. As
identificacBes dos compostos foram realizadas utilizando o indice de retencdo calculado,
empregando o padrdo de alcanos lineares (C7-Cso, Sigma Aldrich com pureza > 98%) e
comparando estes dados e 0s espectros de massas das amostras com Adams (2007), além de

comparagOes com a base de dados de massas (Nist, 2013).

2.5 Analise estatistica

Foram realizados testes de normalidade de Shapiro-Wilk e teste de homogeneidade de
Bartlett. As analises de regressdo foram realizadas para ajustar o modelo estatistico (P < 0,05),
para as analises hematoldgicas e bioguimicas. E o teste de ANOVA em DIC para anélise dos

parametros de qualidade de agua.

3. RESULTADOS

3.1 Inducdo e recuperacao anestésica

No experimento piloto nenhum peixe foi anestesiado, pois o tempo de indugéo passou
de 10 minutos para as concentracfes 50, 100 e 200 mg L™ de OEZ. O grupo controle ndo
apresentou qualquer efeito sedativo ou anestésico durante o experimento. No segundo
experimento, conforme representado na figura 1 houve uma relacdo negativa entre o tempo de
inducdo e as concentraces, com diminuicdo de tempo de inducdo a medida que aumenta a
concentracdo. No tempo de recuperacdo houve diferenca entre as unidades experimentais (p<
0.05). O tempo de recuperagéo anestésica variou de 211,11 + 52,65 s a 282,51 + 98,94s.

O grupo que recebeu a dosagem de 400 mg L™ apresentou menor tempo de recuperagéo,
no entanto na indugdo o grupo que recebeu 500 mg L™ apresentou 0 menor tempo dentre os
demais tratamentos. Os juvenis expostos ao OEZ se recuperaram completamente e ndo houve

mortalidade durante o experimento ou apos 24 h de sua realizacao.
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Figura 1. A - Tempo de indugdo de Piaractus mesopotamicus expostos a solucdo de OEZ. B - Tempo de
recuperacdo de Piaractus mesopotamicus expostos a solucdo de OEZ, com as respectivas equaces e valores (P <
0.05; n = 8 por grupo).

3.2 Variaveis hematoldgicas

N&do foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para glicose,

numero de eritrécitos, hematdcrito e neutrdfilos (tabela 1). De acordo com atabela 1, ndo houve

diferenca na hemoglobina entre os tratamentos. As variaveis VCM, HCM e CHCM néo

apresentaram diferenca significativa.

Tabela 1. Efeito do anestésico de OE de Zingiber officinale no perfil hematoldgico e glicose

do Piaractus mesopotamicus.

Variaveis Tratamentos
Controle 300 mg L™ 400 mg L™ 500 mg L™ Valor-p Modelo de regressédo R2

Mondcitos (x10° pL ™) 12.84+ 4.09 1415+ 4.42 15.20 £ 5.67 13.05 £ 6.38 0.758 ns -
Linfocitos (x10% uL ™) 134.97+ 30.37 160.19 £49.24  151.45+44.93 14401 +68.72  0.682 ns -
Neutrofilos (x10 pL ™) 79.20 + 16.63 74.88 £21.83 77.49 £27.88 66.61 + 33.52 0.219 ns -
Leucocitos totais (x10° pL ') 227,50 +4530  249,70+72,88 244,40 £7537 223,67 +107,26 0.906 ns -
Tromboécitos (x10° uL ™) 126,15+22,68  112,13+2455 86,52 +32,30 114,40+ 47,78  0.124 ns -
Glicose (mg L™) 109.25 + 28.61 121.38+16.70 10550 £28.14  127.88+31.76  0.117 ns -
Eritrécitos (x10%uL™1) 3.69+0.71 3.48+0.94 3.84+0.83 3.49+£1.26 0.835 ns -
Hemoglobina (g dL™) 16.87 +2.71 15.09 + 3.08 12.45+ 455 13.27 £3.85 0.057 ns -
Hematdcrito (%) 25.13+4.40 28.38 £5.27 25.13+4.59 27 £8.7 0.316 ns -
VCM (fL) 68.84 £9.72 91.23+38.45 68.38 +18.12 87.23 £36.42 0.063 ns -
HCM (pg) 46.68 + 8.85 48.21 +19.76 32.87+£10.25 44.32 +18.45 0.241 ns -
CHCM (gdL™) 67.94 +10.52 5491 +13.33 51.55 +21.95 50.8 +9.18 0.125 ns -

RBC: contagem do ndmero eritrocitos; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo; ns indica que o modelo de regressdo ndo foi

significativo.
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Com relacdo aos residuos analisados no plasma ndo foi encontrado nenhum dos

compostos do 6leo de gengibre no controle, pois este tratamento ndo recebeu o anestésico. O

tratamento com 300 mg L™ apresentou menores concentragdes dos componentes zingiberene,

bisabolene, sesquiphellandrene em relagdo aos tratamentos com maior concentracdo (Tabela

2).

Tabela 2. Componentes residuais no plasma de pacus expostos a solucdo anestésica de OE

de Zingiber officinale.

Plasma Tratamentos

Controle 300 mg L™ 400 mg L™ 500 mg L™ Valor-p Modelo de regresséo R2
Zingiberene % 12,25 + 0,04 16,09 £ 0,08 20,01 + 0,06 <0.001 Y=10.0776x + 8.3579 0.999
Bisabolene % 4,94 + 0,05 6,43 + 0,05 8+0,04 <0.001 Y=0.0306x + 0.0002 0.999
Sesquiphellandrene % 7,16 + 0,05 9,60 + 0,08 11,21 £ 0,17 <0.001 Y= - 0.00003x2 + 0.0099x + 1.54 1

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo.

Ja na concentragdo de 500 mg L' foram

encontradas maiores concentra(;(")es

de: zingiberene, bisabolene e sesquiphellandrene, conforme demonstrado na tabela 2. O

zingiberene e bisabolene apresentaram efeito linear, no entanto o composto sesquiphellandrene

apresentou efeito quadratico.
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Figura 2. Composic¢bes quimicas do 6leo essencial de Zingiber officinale (OEZ) determinadas por cromatografia
gasosa - espectrometria de massa (GC-MS).

A composicdo do OEZ apresentou trés principais constituintes: zingiberene (32.27%);
B-sesquiphellandrene (18.42%); B-bisabolene (13.93%). Conforme apresentado na figura 2, o
zingiberene é o componente principal do gengibre, por isso esse composto sempre aparece com

maior porcentagem.

4. DISCUSSAO

O controle ndo demonstrou efeito sedativo ou anestésico no decorrer do experimento,
no entanto, 0s peixes apresentaram agitacdo e natacdo acelerada. As respostas do controle
indicam que um ambiente desconhecido como o aquario pode ser mais estressante do que o
estresse por perseguicdo com rede em ambiente j& conhecido (Rossi, 2019). Para um anestésico
ser classificado como eficiente deve produzir uma anestesia rapida (1-5 min) e também uma
recuperacgdo rapida (< 5 min), além disso esse produto precisa ter um baixo custo, facil de usar,

solavel em &gua, e ndo deixar residuos em peixes, humanos, ou no ambiente (Brown, 2011;
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Weber et al., 2009). Os grupos de 300, 400 e 500 mg L™t de OEZ cumpriram o tempo de indugéo
e recuperacdo ideal.

Geralmente, 0s anestésicos provocam a supressdo de diversas respostas de estresse, 0
que facilita ao peixe a preservacao de sua homeostase mesmo quando é intensamente manejado
(Martinez-Porchas et al., 2009). Em geral, 0 aumento da concentracdo anestésica em até certos
niveis diminui o tempo de indugdo em peixe. Tem sido demonstrado que concentraces
elevadas de anestésicos induzem menos estresse em peixes (Hoseini et al., 2019). Todos 0s
grupos conseguiram se manter na média dos 5 minutos de recuperacao, conforme recomendado
por Gomes et al., (2001).

O estresse se inicia quando h& perda da homeostase, ou seja, da manutencdo da
constancia das condicdes corpdreas pelo organismo, por um estimulo aversivo denominado
“estressor” (Chrousos & Gold, 1992). Desta forma o individuo desencadeia respostas
adaptativas frente ao agente estressor. Essas respostas auxiliam o organismo a retornar a seu
estado inicial de homeostase. No entanto, quando essa condi¢cdo se torna duradoura ou/e
repetitiva seus efeitos se multiplicam em cascata, podendo gerar consequéncias deletérias para
0 organismo quando a homeostase ndo € reestabelecida (Shields et al., 2016).

As concentracfes mais altas de anestésico impulsionam o estresse oxidativo em
comparagdo com concentragfes mais baixas, como pode ser observado no presente estudo. Os
peixes que receberam maior dose do OEZ demonstraram maior estresse. O anestésico adequado
ndo deve ter efeitos negativos na saude dos peixes. A anestesia modifica o estado de oxigénio
dos peixes prejudicado as suas respostas antioxidantes (Gressler et al., 2014). Todos os
exemplares atingirem o quarto estagio da anestesia. Com o uso do Z. officinale a concentracao
mais eficaz foi de 500 mg L™ para a variavel inducéo, levando 3 min 13s para alcangar o estagio
4.

Existe uma relacdo inversamente proporcional entre o tempo de indu¢do do anestésico
e a concentracdo do mesmo, ou seja, maiores concentracfes resultam em menor tempo de
inducgéo (Park et al., 2008), como observado no presente trabalho. Além disso, existem fatores
externos que podem influenciar os efeitos da anestesia tais como: tamanho do peixe, (animais
maiores necessitam de doses mais elevadas de anestésico) e a temperatura alta que atua como
redutor do tempo de inducéo (Woody et al., 2002).

O estudo realizado com alevinos de carpa comum demonstrou que concentracGes entre
400- 800uL L™ de cineol composto encontrado no eucalipto alcangou a 4° fase de anestesia
dentro de 300-130s. Além disso, 0 aumento da concentracdo de cineol levou a um aumento

significativo do tempo de recuperacao (Mazandarani & Hoseini, 2017). Portanto, concentracoes
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mais baixas de anestésicos aumentam os tempos de indugdo e geram respostas mais elevadas
ao estresse (Hoseini et al., 2020).

No campo dos anestésicos a maior parte das investigacGes se concentram em relacao
dose-resposta, junto com a caracterizacdo comportamental das fases de inducéo e recuperacao,
e os possiveis efeitos secundarios (Aydin & Barbas, 2020). A forma com o0 anestésico é
disponibilizado para os animais também interfere no desempenho e no tempo de inducéo. Para
as tilapias do Nilo expostas a nanoemulsdo OE de cravo a induc¢éo foi mais curta do que o dos
peixes expostos a solucédo etanolica de OE de cravo. Ambas as prepara¢fes continham a mesma
concentracéo de eugenol (40 mg L™) (Kheawfu et al., 2017).

Estudos comprovaram que o Gleo de cravo utilizado na anestesia de peixes alterou a
fisiologia, hematologia e bioquimica dos peixes. O uso excessivo de anestesia € estressante,
causando taxas metabolicas anormais, consumo de oxigénio, pressdo arterial, e respostas
fisioldgicas irregulares no sangue. Concentragdes de 6leo de cravo acima de 0,05 mL por 500
mL de agua aumentam consideravelmente as taxas de mortalidade (Fernandes et al., 2016).
Entretanto, concentracdes anestésicas ideais podem minimizar o impacto negativo e reduzir o
estresse em peixes (Pattanasiri et al., 2017). Assim, como o 6leo de cravo alterou a fisiologia
dos peixes 0 OEZ também pode ter modificado o organismo dos peixes.

O anestésico OEZ foi utilizado em doses relativamente elevadas, porém uma
caracteristica positiva do 6leo essencial de gengibre se deve ao fato do mesmo ndo produzir
efeitos fisiologicos duradouros, estar prontamente disponivel, ser rentavel e ndo toxico para 0s
animais e seres humanos (Coyle et al., 2004). O tempo de recuperacdo superior a 10 min
pressupde que o anestésico foi utilizado demasiadamente ou que o tempo de exposicdo foi
excessivamente longo (Coyle et al., 2004). A compreensdo da relagéo entre dose, tempo de
exposicdo e fase anestésica assegura o controle do procedimento. De acordo com a figura 1
todos os tratamentos na recuperacdo demonstraram resultados promissores, pois os tempos de
recuperacao foram curtos e eficientes.

Os parametros bioquimicos e hematologicos do sangue sdo excelentes indicadores para
analisar o estresse e a salde dos peixes, pois, como € sabido 0s anestésicos podem interferir nos
parametros bioguimicos do sangue tais como o numero de células sanguineas, niveis de glicose
e cortisol plasmatico (Taheri Mirghaed et al., 2018). Os peixes anestesiados com 0 OEZ nao
apresentaram alteracdes nas variaveis hematoldgicas avaliadas e na glicose. O OEZ é capaz de
induzir anestesia em pacu sem afetar os parametros hematolégicos.

O hematdcrito corresponde, em porcentagem, ao volume de hemécias em relagdo ao

volume total de sangue (Trhall, 2007). O hematdcrito dos peixes submetidos ao OE Z.
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Officinale foi entre 25-28%. Resultados similares foram observados nos juvenis de jundia
(Rhamdia quele) o hematdcrito (Hct), mostrou valores semelhantes aos encontrados por
Carneiro et al. (2009), Hct 27-30 % e Becker et al. (2012), Hct 26-33 % dentro da mesma
espécie. No artigo de Ventura et al. (2019), com do o 6leo essencial de Lippia sidoides como
anestésico para pacu o valor de hematocrito foi em torno de 27%- 30%. As concentragdes que
0s peixes foram expostos ao OEZ ndo foram suficientes para promover alteracdo nas variaveis
sanguineas, exceto nos neutrofilos.

Os peixes (Pseudoplatystoma reticulatum) anestesiados com o o0leo essencial O.
gratissimum ndo apresentaram alteragdes nas variaveis hematoldgicas avaliadas e na glicose do
sangue. Contudo, para os animais que foram anestesiados com o 6leo essencial Z. officinale
foram observadas altera¢Ges hematoldgicas na hemoglobina, hematocrito e CHCM. No caso do
hematocrito, observou-se uma tendéncia para o seu valor aumentar a medida que a concentracdo
anestésica aumentava (Silva et al., 2020).

Alteracdes quantitativas e morfologicas nas células sanguineas sdo associadas ao
estresse, traduzidas por varia¢6es nos valores do hematocrito, nimero de leucécitos circulantes,
conteddo de eritrocitos e teor de hemoglobina no eritrécito (Iriadan, 2007). Os neutrofilos
fazem parte da atividade microbicida, além disso sdo responsaveis pela explosdo respiratoria,
convertendo oxigénio molecular em compostos e metabdlicos provindo do oxigénio (Plyzycz
et al., 1989), no entanto fatores estressantes podem aumentar o nimero de neutréfilos. O
aumento do nimero de neutréfilos na corrente sanguinea de peixes confere maior eficiéncia da
linha de defesa (Sado et al., 2014).

A cromatografia a gés, utilizada no experimento, € muito atrativa devido a possibilidade
de deteccdo de substancias quimicas em materiais bioldgicos. A andlise é realizada em escala
de nano a picogramas, ou seja, tem grande sensibilidade, podendo separar misturas complexas
com até 200 compostos muito semelhantes (Skoog et al., 2002). Os compostos do OEZ podem
ter sido absorvidos com mais facilidade na corrente sanguinea, devido a grande capacidade de
infiltracdo que o alcool possui. A passagem do alcool para a corrente sanguinea apos a ingestao
é iniciada em média 5 minutos depois, atingindo um pico de concentragdo em 30 a 90 minutos
(Passagli, 2009).

Alguns dos compostos identificados no Z. officinale também foram encontrados no OE
L. alba EO tais como: carvone, limonene, o-copaene, caryophyllene, myrcene, porém em
porcentagens diferentes (Vale et al., 2002). A analise fitoquimica do OEZ revelou que
zingiberene, B-sesquiphellandrene e B-bisabolene foram os principais compostos bioativos

detectados no plasma dos peixes apds a imersdo no anestésico em todas as concentracoes
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testadas de EO. As concentragfes aumentaram proporcionalmente ao percentual da composigéo
percentual do OEZ.

5. CONCLUSAO

O uso do 0Oleo essencial de Zingiber officinale foi capaz de induzir anestesia nos juvenis
de pacu, considerando o menor tempo de inducéo e o fato de a hematologia dos peixes néo ter
sido afetada. As dosagens de 400 ¢ 500 mg L™ de OEZ demonstraram bons resultados na
recuperacdo e na inducdo anestésica e também promoveram menor variacdo no perfil
hematologico, no entanto a dosagem de 400 mg L™ ¢ a mais apropriada, tendo em vista a menor
inclusdo de OEZ em relacdo a concentracdo de 500 mg L™ e por deixar menos resquicios dos

componentes do dleo essencial nos tecidos estudados.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a saide e o bem-estar dos juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) submetidos ao 6leo essencial de gengibre Zingiber officinale (OEZ) durante o
transporte. Pacus com peso médio de 31,39 + 9,6 g foram divididos em 21 peixes por tratamento
com trés repeticdes com 7 exemplares em cada embalagens plasticas com 4 litros de agua e 6
L de oxigénio puro e divididos em quatro tratamentos: controle que ndo recebeu a adi¢do do
OEZ; 10 mg L; 20 mg L e 30 mg L da solugdo anestésica do OEZ. Ap6s o transporte de
2h, o sangue foi colhido por meio da venopuncéo caudal para analises hematoldgicas. Amostras
do plasma, filé e figado foram colhidas (n= 20) para quantificacdo dos compostos do OEZ, por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa. Na glicose houve um aumento
significativo, no grupo que recebeu 30mg L e 10mg L. A hemoglobina, HCM E CHCM
apresentaram efeito quadratico, seus valores subiram nas concentragdes de 10 mg L™ de 20 mg
L™. A concentrag¢do dos compostos de OEZ no plasma dos juvenis de pacu apresentou um efeito
quadratico nas trés variaveis, o grupo que recebeu a inclusdo de 10 mg L™ apresentou os
menores valores dos componentes do gengibre. No perfil hematoldgico os dados apresentaram
valores elevados para a espécie pacu ( P. mesopotamicus), principalmente para a glicose. A
aplicacdo do OEZ contribuiu positivamente para a manutencao da qualidade da agua durante o
transporte. Por fim, a concentracdo 20 mg L™ de Zingiber officinale é a mais indicada para o
transporte de pacu.

Palavras-chave: Anestésico, Bem-estar, Transporte de peixes, Zingiber officinale.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the health and welfare of pacu (Piaractus
mesopotamicus) juveniles submitted to ginger essential oil Zingiber officinale (EOZ) during
transport. Pacus with a mean weight of 31.39 + 9.6 g were divided into 21 fish per treatment
with three repetitions with 7 specimens in each plastic container with 4 L of water and 6 L of
pure oxygen and divided into four treatments: control that did not receive the addition of EOZ;
10 mg L-1; 20 mg L-1 and 30 mg L-1 of the EOZ anesthetic solution. After the 2h transport,
blood was collected via caudal venipuncture for hematological analyses. Plasma, fillet and liver
samples were collected (n=20) for quantification of EOZ compounds by gas chromatography
coupled to a mass spectrometer. In glucose there was a significant increase, in the group
receiving 30mg L™ and 10mg L™'. Hemoglobin, HCM AND CHCM showed a quadratic effect,
their values increased in the concentrations of 10 mg L™ of 20 mg L™'. The concentration of
EOZ compounds in the plasma of pacu juveniles showed a quadratic effect in the three
variables, the group that received the inclusion of 10 mg L™ showed the lowest values of ginger
components. In the hematological profile the data presented high values for pacu species (P.
mesopotamicus), mainly for glucose. The application of EOZ contributed positively to the
maintenance of water quality during transport. Finally, the concentration 20 mg L™ of Zingiber
officinale is the most indicated for pacu transportation.

Keywords: Anesthetic, Fish transport, Welfare, Zingiber officinale.

1. INTRODUCAO

A maioria das atividades na piscicultura como préaticas de manejo, tratamentos e altas
densidades dificultam o bem-estar dos peixes, assim mais estudos devem ser realizados para
mitigar esses problemas durante o transporte (Lima et al., 2006). Segundo Inoue et al., (2010),
as praticas de manejo sdo bastante prejudiciais para 0s peixes, pois prejudicam o equilibrio dos
animais com o ambiente, iniciando as respostas do estresse, que sdo 0 conjunto das reagdes
metabolicas em resposta a um ou mais estimulos adversos do ambiente ou imposto pelo manejo
(Carneiro & Urbinati, 2001).

O transporte de peixe vivo, considerado a principal ferramenta de estresse em peixes
(Sampaio & Freire, 2016), € uma préatica de manejo que forca o peixe a ser colocado em um
ambiente diferente da sua origem, este processo € acompanhado por mudancas subitas nas

condi¢des ambientais. Além da qualidade da agua, o sucesso do transporte depende de outros
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fatores, incluindo tempo, temperatura, densidade, tamanho, oxigénio e duragéo do transporte
(Belema et al., 2017). Um transporte ineficiente cria uma elevada taxa de mortalidade.

A fim de aperfeicoar as praticas comerciais, € necessario compreender a forma como a
qualidade da agua pode mudar em toda a cadeia de transporte. Os peixes que sofrem de estresse
podem tornar-se mais susceptiveis aos patégenos presentes na agua (Yanong, 2010). Além
disso, existem outros fatores que influenciam na qualidade da &gua como a respiracdo e
excrecdo de produtos nitrogenados pelos peixes durante o transporte (Shrivastava et al., 2017).

O estresse é todo agente ou demanda que evoca reacdo de estresse, ou seja, € um
conjunto de reacOes que o organismo desenvolve ao ser submetido a uma situacdo que exige
esforgo para adaptacdo, isso acaba causando Vvarios aspectos negativos no animal como baixo
crescimento e suscetibilidades a agentes patogénicos (Segantin & Maia, 2007).

O estresse mecanico juntamente com uma baixa qualidade de agua pode afetar
negativamente o transporte de peixe. A utilizagdo de anestésicos a base de plantas em
concentragOes sedativas durante o transporte de peixe é uma ferramenta importante para reduzir
a sensibilidade a estimulos visuais e mecanicos, atividade natatoria, a necessidade de oxigénio
(Souza et al., 2019), permitindo que os peixes sejam transferidos em densidades mais elevadas
de forma mais eficiente.

Em geral, os OEs em concentracfes sedativas reduzem as taxas metabdlicas, a
magnitude da resposta ao estresse e evitam danos fisicos nos peixes (Hohlenwerger et al., 2017).
Recentemente, os anestésicos demonstraram beneficios quando incluidos antes ou durante o
transporte, ja que o transporte € um forte desencadeador de estresse em peixes (Manuel et al.,
2014). A grande variedade de plantas medicinais e 0 nimero elevado de componentes em sua
composicdo evidenciam, na maioria das vezes, sinergia entre as moléculas, o que favorece a
eficacia do 6leo contra patdgenos (Yap et al., 2014). Além de apresentarem efeito analgésico e
bactericida quando presente na dgua pode ajudar a combater patdgenos pertinentes presentes
na &gua do transporte.

Entre os OEs derivados de plantas em estudos na aquicultura com intuito de minimizar
0 estrese em peixe e melhorar a saude, o gengibre tem se destacado. O Zingiber officinale, é
uma planta que possui sua raiz denominada gengibre, amplamente utilizada como especiaria ou
na medicina popular, é originaria do Sul da China (Baliga et al., 2013). O gengibre foi utilizado
no presente trabalho, pois possui inumeros beneficios para a satde animal, e também pela
escassez de estudos do Zingiber officinale como um anestésico. O pacu foi utilizado neste
projeto, pois é facilmente disponivel na regido de Aquidauana e também por possuir boas

caracteristicas zootécnicas como rusticidade e adaptabilidade. O objetivo deste trabalho foi
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avaliar o uso do 6leo essencial Zingiber officinale durante o transporte dos juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus) como uma alternativa para diminuir os efeitos promotores do

estresse.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob o protocolo n°® 013/2021. O experimento foi conduzido no setor de Piscicultura da UEMS,
Agquidauana, MS, Brasil.

Os juvenis de pacus com peso médio de 31,28 + 9,619 e 12 centimetros foram divididos
em 21 peixes por tratamento com trés repeticbes com 7 exemplares em cada embalagens
plasticas com 4 litros de 4gua e 6 L de oxigénio puro e divididos em quatro tratamento sete
peixes por saco plastico com trés repeti¢des por tratamento. Antes do inicio do experimento foi
realizado um jejum de 48 horas. Os peixes foram transportados em sacos plasticos com
capacidade total de 10kg por unidade. Para realizacdo do experimento foram utilizados 4 litros
agua e o restante foi completado com oxigénio puro. Os peixes foram divididos em quatro
tratamentos com as respectivas concentracdes: (OEQ) controle que ndo recebeu a adi¢do do 6leo
essencial de Zingiber officinale (gengibre); (OE10) adi¢do de 10 mg L' de OE de gengibre;
(OE20) inclusdo de 20 mg L' de OE de gengibre e (OE30) inclusdo de 30 mg L' de OE de
gengibre durante o transporte. O experimento iniciou as 09:00 com o retorno as 11:00 horas

com duragdo de duas horas de transporte.

2.1 Parametros fisico-quimicos da agua

No inicio e no final do transporte foram verificadas as seguintes variaveis da agua:
concentracéo de oxigénio dissolvido (mg L™ ) e temperatura (°C), utilizando oximetro digital
(Hanna® modelo H19146); pH com auxilio de peagametro digital (Hanna® modelo HI98127)
e niveis de amonia total e nitrito foram determinados com o uso do kit Labcon (Boyd & Tucker,
1992).

2.2 Analises hematologicas

Apbs o transporte os peixes foram submetidos a biometria e a colheita de sangue na

seguinte sequéncia: OEQ repeticdo 1; OE10 repeticao 1; OE20 repeti¢ao 1; OE30 repetigao 1 e
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assim sucessivamente. Para as analises sanguineas cinco peixes foram amostrados por repeti¢ao
totalizando 15 animais por tratamento, o sangue foi colhido por meio da venopuncdo caudal
com seringas e agulhas descartaveis e em seguida transferido para os tubos eppendorf banhados
com os anticoagulantes EDTA a 3%. Para anélise do hematocrito o sangue foi colocado em uma
capilar e depois em uma centrifuga microhematécrito seguindo a metodologia de Goldenfarb
etal. (1971).

Na contagem do nimero eritrocitos em Camara de Neubauer ou (RBC) — Red Blood
Cells foram utilizados 5 pL de sangue de cada peixe amostrado e 1000 pL (1mL) da solugao de
formol citrato foram colocadas em um tubo eppendorf, logo apds isto a amostra foi
homogeneizada por turbilhonamento e mantida na geladeira at¢ o momento da leitura com
microscopio Optico (400 X). Para a andlise de hemoglobina (Hb) foram utilizados 10 pL de
sangue de cada peixe amostrado. As amostras foram homogeneizadas por turbilhamento,
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e lidas em espectrofotometro a 540 nm. A partir dos
dados de hematologia foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio
(VCM) (Ht x 10/Er), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Hb x 100/Ht)
e hemoglobina corpuscular média HCM (Hb x 10/Er) (Wintrobe, 1934; Ranzani-Paiva et al.,
2013).

A analise de glicose sanguinea (glicose oxidase [GPO]) foi realizada com o aparelho
medidor de Glicose Accu-Chek Active. As extensdes sanguineas foram confeccionadas em
duplicata de cada animal, secas ao ar e coradas com May Griinwald-Giemsa- Wright segundo
TAVARES-DIAS & MORAES, 2004, para a posterior leitura da contagem diferencial de

leucoécitos e contagem total de trombocitos e leucocitos.

2.3 Determinacdo dos componentes bioativos no plasma, filé e no figado

Foram utilizados 15 peixes por tratamento para a dosagem sérica de plasma, amostras
de sangue venoso foram colhidas por meio da venopungdo caudal com seringas e agulhas
descartaveis banhadas em EDTA a 3% (Wintrobe, 1934; Ranzani-Paiva et al., 2013).

Em seguida, o sangue foi centrifugado (Centrifuga: Yingtai, Modelo TD4A, 9.000 rpm
por 5 minutos a 4°C), posteriormente o plasma foi transferido para microtubos para
armazenamento a -20°C até o momento da analise bioquimica.

Os ensaios foram feitos em um cromatédgrafo a gas (CG-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto,
Japdo) acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM2010 Ultra), usando DB-5 (30 m de

comprimento x 0,25 mm diametro interno, espessura 0,25 um), nas seguintes condi¢des: gas
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hélio (99,999% de pureza e fluxo 1,0 mL min™'); volume da injecdo de 1 L, split (1:20). A
temperatura inicial do forno foi de 50°C e aquecimento de 50°C a 280°C a 3°C min'. As
identificacdes dos compostos foram realizadas utilizando o indice de retengdo calculado,
empregando o padrdo de alcanos lineares (C7-Cao, Sigma Aldrich com pureza > 98%) e
comparando estes dados e os espectros de massas das amostras com Adams (2007), além de
comparagdes com a base de dados de massas (Nist, 2021).

Foram utilizadas amostras de filé e figado de seis peixes, por tratamento para as analises
dos principais componentes residuais do OE, ap0s o transporte. Essas amostras foram
congeladas a -20°C e, no momento da andlise foram descongeladas em ambiente com
temperatura controlada (22 °C). As amostras de filé e figado de cada peixe foram adicionadas
a 10 mL de hexano grau cromatografico. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e
agitadas em cuba ultrassénica (L 100 - Schuster) com temporizador por 30 min. A fracdo
hexanica foi filtrada e o residuo extraido por 3 vezes consecutivas com a mesma amostra e as
fragdes hexanicas unidas para posterior evaporacdo em capela de exaustdo, que em seguida
foram redissolvidas para 200 pL de hexano para andlise por CG-EM (Adams, 2007).

As quantificacbes dos componentes residuais do OEZ no plasma, filé e figado dos
peixes foram realizadas no Laboratorio de Ecologia Comportamental (LABECO) na
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul- Dourados/MS.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e também ao
teste de homogeneidade. Os resultados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e
quando significativas as diferencas foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As analises de regressao foram realizadas para ajustar o modelo estatistico (P < 0,05).

3. RESULTADOS

N&o houve mortalidade apds 24h da realizacdo do experimento. N&do houve variacao
de temperatura em relacao os tratamentos (P > 0,05). Houve diferenca estatistica no oxigénio,
pois este apresentou efeito cubico apds o transporte, os niveis de oxigénio dissolvido foram
significativamente maiores em relacdo a dosagem de 20mg L™ e 30mg L™. As demais varidveis

de qualidade de agua né&o diferiram significativamente (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do Zingiber officinale nas variaveis de qualidade de 4gua em juvenis de pacu antes e apds o
transporte. (OEO) sem adicéo do OEZ; (OE10) 10 mg L*de OEZ; (OE20) inclusdo de 20 mg L de OEZ e (OE30)
inclusdo de 30 mg L de OE de gengibre durante o transporte.

A Glicose ndo apresentou diferenca significativa. O eritrocito apresentou efeito cubico,
no grupo controle e o tratamento de 10 mg L™ os resultados foram superiores aos demais
tratamentos. A hemoglobina, HCM e CHCM apresentaram efeito quadratico, seus valores
subiram nas concentragdes de 10 mg L™ e 20 mg L™'. Na varidvel hematocrito houve diferenca
significativa entre o grupo controle e na concentracdo de 10 mg L™ p< 0.05. N&o houve

diferenca significativa para VCM em todos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do anestésico Zingiber officinale na glicose, série vermelha e indices

hematimétricos do Piaractus mesopotamicus durante o transporte.

Variaveis Tratamentos
Controle 10 mg L™ 20 mg L™ 30 mg L™ Valor-p  Modelo de regresséo R?

Glicose mg dL™ 135.40 + 54.05 143.20 + 57.02 122.53 + 33.68 145.73 £ 62.78 0.937 ns -
Eritrocitos (x10°uL™Y)  2.25+0.8 215+1.12 1.29+0.25 1.56 + 0.44 <0.001  Y=-0.000001x3+ 0.0003 -0.0083 -0.7361 1
Hemoglobina (g dL™) 7.81+2.23 11.86 +4.54 12.95 +5.05 7.95+1.90 <0.001  Y=-0.0009x2 + 0.1388x+ 7.6499 0.976
Hematdcrito (%) 25.92+2.79 26.57 +4.42 22.50 + 3.66 23.33+2.09 0.007 Y=-0.0237x + 26.3733 0.600
VCM (fL) 129.66 + 54.46 145,52 + 55.73 176.06 + 37.19 159.34 + 39.68 0.098 ns -
HCM (pg) 38.78 + 14.64 71.04 +44.02 102.49 +43.12 54.99 + 20.83 <0.001  Y=-0.0001x2+ 0.0188x + 3.5295 0.862
CHCM (gdL™) 30.73 £ 6.65 45.56 £17.68 54.84 + 19.36 34.01+7.18 <0.001  Y=-0.0036x2+ 0.5795x + 29.4517 0.919

Os valores sao expressos como média + desvio padrdo; ns indica que o modelo de regressao ndo foi significativo (n = 15 por grupo).

N&o houve diferenca entre os tratamentos para a monacito, linfocitos e neutrofilo
(Tabela 2). Os efeitos dos parametros: leucdcitos totais e trombacitos dos juvenis de pacu foram

demonstrados pelas equacGes de regressdo cubica (medias + desvio padrdo) (Tabela 2). Além
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disso, o controle obteve resultados superiores as demais unidades experimentais,

principalmente nos Leucdcitos totais e tromboticos.

Tabela 2. Perfil leucocitario de Piaractus mesopotamicus sob 0 uso do anestésico Zingiber

officinale.
Variaveis Controle 10mg L™ 20 mg L™ 30 mg L™ Valor-  Modelo de regressao
p

Mondcitos (%) 6.27 £1.56 710+1.72 6.2+15 6.40 +£1.34 0.393 ns

Linfécitos (%) 64.27 +5.11 62.13 + 5.46 63.47 £ 3.75 66.07 +4.43 0.179 ns

Neutréfilos (%) 29.37+4.79 30.63+4.69 30.27+3.90 27.47+433 0.246 ns

Leucocitos totais (x10° uL ™')  164.84 +65.42  62.23+18.63 62.23+18.63 76.85+20.74 <0.001 Y= 0.000002x%-0.0004x2 + 0.0097x + 11.9282
Trombocitos (x10> uL ™) 75.31+25.34 69.46 +25.59 28.27+8.03  37.21+14.49 <0.001 Y=0.000003x3-0.0006x2 + 0.0204x + 11.1425

Os valores sdo expressos como média + desvio padrao; ns indica que o modelo de regressdo néo foi significativo (n = 15 por grupo).

O tratamento que recebeu 10 mg L™ apresentou menor porcentagem do dleo essencial,
pois ocorreu uma correlacao proporcional entre as variaveis, ou seja, 0 aumento da dose do 6éleo
de gengibre nos grupos de 20 mg L™ e 30 mg L™ elevou a concentragdo Zingiber officinale no
experimento. Ndo foram encontrados compostos de OE de gengibre no controle, pois este

tratamento ndo recebeu o anestésico (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo dos compostos do 6leo essencial de Zingiber officinale no plasma dos

pacus.
Plasma Tratamentos

Controle 10 mg L™ 20 mg L™ 30 mg L™ Valor-p  Modelo de regresséo R2
Zingiberene % 0.39+0 083+001 1.17+0.02 <0.001 Y=0.0001x2 + 0.0278x — 2.1196 1
p-Bisabolene % 0.19+0.01 0.36+0.02 051+0 <0.001 Y= -0.000005x2 + 0.0041x — 0.0093 1
Sesquiphellandren % 0.24 +0.01 052+0.02  0.74+0.02 <0.001 Y=-0.0001x2 + 0.027x — 2.5723 1

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6 por grupo).

A concentragdo dos compostos de OEZ no plasma dos juvenis de pacu apresentou um
efeito quadratico nas trés variaveis, o grupo que recebeu a inclusdo de 10 mg L™ apresentou os
menores valores dos componentes do gengibre. Na quarta tabela, de maneira geral ocorreu o
mesmo efeito que pode ser observado na tabela 4, na qual o grupo que recebeu a dose de 10 mg
L™t apresentou melhor desempenhou e também menor concentragdo dos componentes do 6leo

essencial de gengibre no filé dos peixes.
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Tabela 4. Concentragdo dos compostos do 6leo essencial de Zingiber officinale no filé dos

peixes.

Filé

Zingiberene %
B-Bisabolene %

Sesquiphellandrene %

Tratamentos
Controle 10 mg L™ 20 mg L™ 30mgL™ Valor-p  Modelo de regresséo R?
0.68 +0.02 1.39+0.02 2.27+0.03 <0.001 Y=0.00004x2 + 0.0087x + 0.156 1
0.23+0 0480 0.74+£0.02 <0.001 Y=-0.0051x — 0.00273 0.999
0.36 £0.01 0.74+0.01 1.10+0.02 <0.001 Y=0.0074x — 0.0027 0.999

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6 por grupo).

Na analise do filé B-bisabolene e sesquiphellandrene apresentaram um efeito linear

apos o transporte. Contudo, no mesmo ensaio a variavel zingiberene demonstrou uma regressao

com efeito quadrético diferente dos outros parametros analisados (Tabela 4).

Acerca dos compostos do 6leo gengibre no figado dos peixes o grupo que recebeu 10

mg L™ apresentou menor porcentagem zingiberene, sesquiphellandrene e bisabolene em

comparagdo aos outros parametros em todos os tratamentos amostrados. Em contrapartida o

tratamento 3 apresentou um resultado em inferior nas trés variaveis: zingiberene, bisabolene e

sesquiphellandrene. Assim, 0 aumento da concentracdo de 6leo essencial corrobora para o

crescimento dos compostos do 6leo de gengibre no figado dos peixes (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo dos compostos do éleo essencial de Zingiber officinale no figado dos

peixes.

Figado

Zingiberene %
p-Bisabolene %

Sesquiphellandren %

Tratamentos
Controle 10 mg L™ 20 mg L™ 30 mg L™ Valor-p  Modelo de regressao R2
0.32+0.01 0.71+0.01 1.10 £0.02 <0.001 Y=0.0078x — 0.0727 0.999
0.14 +£0.01 024+0 0.34+0.01 <0.001 Y=0.002x + 0.036 0.999
0.17 £0.01 0.31+0.01 0.50 £ 0.01 <0.001 Y=0.00001x2 + 0.0012x + 0.078 1

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6 por grupo).

Zingiberene e bisabolene apresentaram efeito linear, sesquiphellandren demonstrou

efeito quadratico, seus valores subiram conforme o aumento das doses do OEZ.

4. DISCUSSAO
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No presente estudo, testamos o uso do OEZ na agua do transporte para reduzir o
estresse durante 0 manejo e seus efeitos nas respostas hematoldgicas e glicose plasmatica de
juvenis de pacu. Os anestésicos podem ser utilizados como sedativos no transporte de peixes
em baixas concentracdes (Salbego et al., 2014), reduzindo o metabolismo e o estresse. Mesmo
assim, os OEs precisam ser analisados quanto a sua eficcia através da: avaliacdo
comportamental, sobrevivéncia dos peixes, impactos nos parametros hematoldgicos, taxa de
ventilacao, e analise do filé (Oliveira et al., 2019).

A agitacdo dos peixes durante o experimento pode ter causado diferenca na qualidade
da d4gua. O aumento da temperatura pode aumentar a concentragdo da aménia e 0 consumo de
oxigénio. Mesmo com os valores altos da amonia os peixes ndo foram prejudicados durante o
experimento (Boyd, 1998). Outra hipdtese, para 0s niveis de oxigénio permaneceram altos apos
0 transporte, deve-se ao uso de oxigénio puro nos sacos de transporte (Sampaio & Freire, 2016).
Além disso, 0 anestésico pode ter sido responsavel por tranquilizar os peixes, contribuindo para
a reducdo do consumo do oxigénio dos animais que receberam as concentragdes do OEZ. A
excrecdo dos peixes elevou a concentracdo de amonia em funcdo do metabolismo dos animais.
Alguns estudos relataram que os anestésicos utilizados para o transporte em peixe reduziram a
agitacdo e o estresse (Park .et al. 2008).

O aumento do nivel da concentracdo da glicose é uma resposta para atender a demanda
metabdlica e manter a homeostase, durante situacdes adversas, como transporte (Pankhurst,
2011). No perfil hematologico os dados apresentaram valores elevados para a espécie pacu
(Piaractus mesopotamicus), principalmente para a glicose. Uma das formas mais utilizadas
para quantificacdo de estresse em peixes é o nivel elevado da concentracdo de glicose sanguinea
(Wendelaar bonga, 1997). Segundo, Baldan (2004), as concentragdes de glicose observadas aos
30, 60 e 90 dias de suplementacdo de cromo apresentaram valores entre 55 a 61 mg dL™.

Apds o transporte, 0s peixes apresentaram niveis aumentados do nimero de eritrocitos,
trombdcitos e leucécitos e reducdo da hemoglobina, CHCM e HCM. A hemoglobina mostrou
valores parecidos com o encontrado pelos autores Tavares — Dias & Mataqueiro (2004) para
pacus oriundos de confinamento intensivo, valores de hemoglobina de 8,9 a 9,6 g/dL. Além
disso, trabalho como o do Camargo et al., (2005) também apresentou hemoglobina em torno de
91al11,0gdL™

Os resultados do hematocrito foram baixos, pois o transporte pode ter causado uma
hemodiluicdo por perturbacdes osmorregulatorias que podem resultar no influxo de 4gua. E
possivel que estas alteracfes estejam relacionadas com a exposi¢do a hiperoxia, devido ao

excesso de oxigénio nas sacolas plasticas (Hosfeld et al., 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Piaractus_mesopotamicus
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Com relagdo aos indices hematoldgicos na varidvel HCM a dosagem 10 mg L™ e 20 mg
L™ de OEZ aumentou em relacéo aos outros grupos. O CHCM também foi maior para dosagem
10 mg L™ e 20 mg L™ de OEZ. Portanto, o tratamento que recebeu a dose de 20 mg L™ de OEZ
apresentou valores superiores para hemoglobina, VCM, HCM e CHCM, assim esse grupo teve
maior concentracdo de hemoglobina em suas heméacias e aumento do tamanho das células.

Os neutrofilos tém funcéo importante na atividade, pois convertem oxigénio molecular
em compostos e metabdlicos provindo do oxigénio (Plyzycz et al., 1989), fatores estressantes
podem aumentar o ndmero de neutrdfilos. Os linfocitos, mondcitos e neutrofilos nédo
apresentaram diferencas em seus niveis. O OEZ na &gua do transporte ndo influenciou no
namero de linfdcitos, neutrdfilos e mondcitos, mas atenuou a elevacdo de leucécitos e
trombacitos totais em relacdo ao grupo controle no pacu ap6s o transporte. Houve aumento no
no numero de leucdcitos totais e trombdcitos do grupo controle em relagdo aos demais
tratamentos essas sdo caracteristicas comumente observadas ap0s o estresse, ou seja, justamente
nos animais que nao receberam o OEZ apresentaram maior inclinagdo aos mecanismos do
estresse.

O OEZ na agua de transporte modificou a resposta hematoldgicas. Peixes transportados
com OEZ apresentaram valores mais baixos de eritrdcitos, porcentagem de hematdcrito, e
valores mais autos para hemoglobina, HCM e CHCM em relacdo ao controle. Os resultados
sugerem que o uso do OEZ na agua pode minimizar os efeitos fisiol6gicos negativos causados
pelo transporte.

As propriedades anti-inflamatorias do o6leo volatil de gengibre e alguns dos seus
constituintes mais importantes sdo zingiberene (Turkez et al., 2014; Zhou et al.., 2006) e
sesquiphellandrene (Jeena et al., 2013; Rashidian et al., 2014). O OE Lippia alba (OELA) em
juvenis de tambacu (Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum) durante o
transporte alterou a sintese de metabdlitos e mecanismos energéticos. No entanto, 0s juvenis
que receberam 20 pL Lt OELA tiveram um aumento no plasma em relacdo ao grupo de 10 pL
L' OELA (Sena et al., 2016). O mesmo foi observado com OEZ na concentragdo dos
compostos do 6leo essencial de Zingiber officinale no plasma dos peixes, no presente estudo,
visto que os tratamentos 20 mg L™ e 30 mg L™ apresentaram maior concentragcdo dos
zingiberene, bisabolene e sesquiphellandrene apos o transporte.

Depois do transporte foi encontrado resquicio de OEZ no filé dos juvenis de pacus e
figado. Ainda ndo ha nenhum estudo sobre o efeito para 0 homem apds consumir carne de peixe
com componentes residuais de OEs. Esses resultados demonstraram que a imersao dos peixes

no OEZ por duas durante o transporte foi suficiente para que esses compostos fossem
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absorvidos pelo organismo dos juvenis para a sua corrente sanguinea, tecido muscular e figado.
Os residuos anestésicos embora ndo sejam prejudiciais a saude humana, podem afetar o sabor
da carne do peixe (Stone & Tostin, 1999).

O figado é responsavel pelas fungdes vitais dos peixes, especificamente no
metabolismo, transformacdo, acumulagéo e excregdo de contaminantes (Carrola et al., 2009).
As ceélulas hepaticas tém um papel fundamental em diversas fungdes essenciais para a
sobrevivéncia da espécie, tais com, no metabolismo de proteinas, lipidios e hidratos de carbono.
Além disso, estdo envolvidas no processo de hematocitopoiese, na producdo de anticorpos e na
secrecdo biliar (Melo et al., 2004). Por esta razdo, o figado responde instantaneamente a
presenca de poluentes demonstrando imediatamente alteragbes estruturais e funcionais
(Figueiredo- Fernandes et al., 2006).

O figado é o 6rgdo mais importante no processo de desintoxicacao, por isso é um dos
6rgdos mais afetados pelos contaminantes da dgua (Camargo & Martinez, 2007). Apesar da
eficacia dos anestésicos as suas propriedades e composi¢Oes ainda precisam ser investigadas.
Afinal, cada anestésico apresenta vantagens e desvantagens, tais como a relacdo entre os efeitos
terapéuticos e toxicos e as desordens na fisiologia dos peixes (Velisek et al., 2006).

Todos os peixes submetidos ao OEZ apresentaram no filé, figado e plasma dos juvenis
compostos de concentracdes do gengibre em niveis proporcionais a composicao percentual do
OE. OEZ pode sofrer alteragdes em relagdo a sua composi¢éo, devido aos fatores ambientais
no cultivo do gengibre, aos diferentes modos de preparo e a parte da planta em que sera retirado
0 6leo essencial. O gengibre contém um fragmento de até 3% de 6leo essencial cujos principais
constituintes sdo sesquiterpenoides com zingiberene como o componente principal (Mcgee,
2004). J& no rizoma em p6 contém 3-6% de 6leo, 9% proteina, 60-70% carboidratos, 3-8% fibra

bruta, cerca de 8% de cinzas, 9-12% de agua e 2-3% de Oleo volatil (Evans, 2002).

5. CONCLUSAO

A aplicacdo do dleo essencial de Zingiber officinale contribuiu positivamente para as
variaveis hematoldgico, pois 0s animais que receberam o OEZ demonstraram menor variacdo
nos dados sanguineos, assim o OEZ atenuou as respostas de estresse dos juvenis de pacu

(Piaractus mesopotamicus). A concentragdo 20 mg L™ de Zingiber officinale ¢ a mais indicada


https://www.sinonimos.com.br/especificamente/
https://pt.wikipedia.org/wiki/Piaractus_mesopotamicus
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para o transporte de pacu, pois esta € uma dose intermediaria que apresentou resultados mais
eficientes em relacéo aos demais tratamentos, além disso demonstrou menor resquicio do OEZ
no plasma, figado e file dos peixes em relagdo ao grupo que recebeu a concentracéo de 30 mg
L1 de OEZ.

Financiamento
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES).
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CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS

O avanco da industria aquicola fez aumentar a procura por novas tecnologias,
mecanismos promotores de bem-estar e redutores de estresse. Por causa disso, 0s
Oleos essenciais ganharam destaque nos ultimos anos, devido ao baixo custo, grande
disponibilidade dos seus produtos, ndo deixar residuos quimicos no meio ambiente e
nos organismos aquaticos e também por ndo gerar problemas neurolégicos.

Os anestésicos a base de 6leos essenciais surgiram para desmistificar a
producdo aquicola arcaica por meio de alternativas mais rentaveis e eficientes. O
Zingiber officinale demonstrou um grande potencial quando utilizado em juvenis de
pacu (Piaractus mesopotamicus) no manejo e no transporte.

Por fim, a solucdo anestésica de Zingiber officinale foi eficiente na execucao
dos experimentos cientificos desempenhados, pois atingiu a finalidade proposta. No
entanto, ainda ha a necessidade de mais estudos cientificos na area da piscicultura
com o foco no 6leo essencial Zingiber officinale, pois as poucas pesquisas cientificas
a respeito desse estudo em organismos aquaticos nao respondem ha abundancia de

hipoteses sobre o gengibre.
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